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1. OZET

Barbarea auriculata var. paludosa, B. integrifolia ve B. plantaginea
(Brassicaceae)'nin Biyokimyasal, Fitokimyasal ve Biyolojik Aktivitelerinin

Arastirllmasi

Barbarea cinsi (Brassicaceae)’nin Avrupa ve Asya’da yaklasik 20 tiirii;
Tirkiye’de ise 9’u endemik, 12 tiirii bulunmaktadir. Barbarea tiirlerinin geng
yapraklari, halk tarafindan yiyecek olarak (salata yapiminda), yara iyi edici ve idrar

arttirici olarak kullanilmaktadir.

Doktora tez kapsaminda B. auriculata var. paludosa, B. integrifolia ve B.
plantaginea tiirlerinin toprakiistii kisimlarindan elde edilen metanol ekstresi, metanol
ekstresinden hareketle hazirlanan kloroform, etil asetat ve arta kalan su alt fraksiyonlari
izerinde, ilk kez, biyolojik aktivite (antioksidan, antimikrobiyal, enzim inhibisyonu ve
sitotoksik aktivite) ve fitokimyasal ¢alismalar gergeklestirilmistir. Tiirlerin antioksidan
kapasiteleri, Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini, FRAP Ol¢iimii, CUPRAC Tayini
ve DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini ile belirlenmistir. Biyolojik aktivite
calismalarinin sonucunda, tiirlerin iyi bir antioksidan, antimikrobiyal kapasiteye ve
sitotoksik etkiye sahip oldugu gozlenirken; tirozinaz, AChE ve BuChE enzimleri

tizerinde orta seviyede inhibitdr etkili olduklar1 gézlenmistir.

Biyolojik aktivite ¢alismalarinda, B. integrifolia’nin diger tiirlere gore daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu gdzlenmistir. Bu tiir lizerinde ¢esitli kromatografik
yontemler kullanilarak izolasyon ¢aligmalari yapilmustir. Izole edilen bilesiklerin
kimyasal yapilar1 spektroskopik yontemler [*H-NMR, *C-NMR, 2D-NMR (COSY,
HMQC, HMBC) ve MS] kullanilarak tayin edilmistir. Tiirlin toprak iistii kismindan 1
steroit (f-Sitosterol), 1 fenolik asit (Rozmarinik asit), 1 flavonol heteroziti (Kemferol 7-
O-a-L-ramnozit-3-O-4-D-((2-O-p-D-glukozil)-5-D-glukozit) ve 2 glukosinolat
(Glukonasturtin ve Glukonasturtin’in kolin tuzu) olmak iizere 4 farkli kimyasal gruba
ait, 5 ana bilesik izole edilmistir. Glukonasturtin kolin tuzu olarak dogada ilk kez izole
edilmistir. Ayrica Barbarea tiirlerinden ilk kez rozmarinik asit ve kemferol 7-O-a-L-

ramnozit-3-O-4-D-((2-O-4-D-glukozil)-f-D-glukozit izolasyonu gergeklestirilmistir.

Anahtar kelimeler:  Antimikrobiyal, Antioksidan, Barbarea, Bitki Kimyasi,

Brassicaceae, Enzim Inhibisyonu, Sitotoksik Aktivite



2. SUMMARY

Investigation of Barbarea auriculata var. paludosa, B. integrifolia and B.

plantaginea (Brassicaceae)'s Biochemical, Phytochemical and Biological Activities

Barbarea genus has been presented about 20 species in Europe and Asia, 12
species, 9 taxon are endemic, in Turkey. The leaves of Barbarea species have been
used as food (for making salad), wound heailing and diuretic.

With PhD thesis, biological activities (antioxidant, antimicrobial, enzyme
inhibition and cytotoxic activity) and phytochemical studies have been carried out
on methanolic extracts from the aerial parts of B. auriculata var paludosa, B.
integrifolia, and B. plantaginea species and chloroform, ethyl acetate, and the
remaining aqueous phases prepared using by methanolic extracts for the first time.
Antioxidant capacity of the species have been determined by using Total Phenolic
Content, FRAP, CUPRAC, and DPPH Radical Scavenging Activity Tests. As a
result of these studies, it was observed that the species have been a good antioxidant,
antimicrobial capacity and cytotoxic effect, while the extracts have been moderate

tyrosinase, AChE and BuChE inhibitory activity.

In the biological activity studies, it has been observed that B. integrifolia have
been higher activity than other species. The isolation studies on its have been
performed using several chromatographic methods. The chemical structures of
isolated compounds have been identified by means of *H-NMR, **C-NMR, 2D-NMR
(COSY, HMQC, HMBC), and MS. 5 major compounds, 1 steroid (5-Sitosterol), 1
phenolic acid (Rosmarinic asit), 1 flavonol heteroside (Kaempferol 7-O-o-L-
rhamnoside-3-O-$-D-((2-O-4-D-glucosyl)-5-D-glucoside) and 2  glucosinolates
(Gluconasturtiin, it’s choline salt), belong to 4 different chemical groups have been
isolated from the aerial parts of the plant. Gluconasturtiin have been isolated as it’s

choline salt for the first time.

Key Words: Antioxidant, Antimicrobial, Barbarea, Brassicaceae, Cytotoxic Activity,

Enzyme Inhibition, Phytochemistry



3. GIRIS ve AMAC

Insanoglu ¢evresindeki bitkileri beslenme, korunma, barinma, 1stnma ve savunma
gibi degisik amaclar dogrultusunda kullandiklar1 bilinmektedir. Anadolu’da bitkilerle
insanlar arasindaki iliskiyi gosteren en eski kanitlarin 1957-1961 yillarinda Irak’in
Kuzeyinde, Zagros daglarinda bulunan Sinadar Magarasi’nda yapilan kazilarda ortaya
¢ikarildig: bilinmektedir. Bu kazilar sirasinda yaklasik 60 bin y1l 6ncesinden giiniimiize
gelen ve bir samana ait oldugu diisliniilen mezarda civanpergemi, kanarya otu, mor
stimbiil, hatmi, peygamber cicegi, giil ve efedra gibi tiirlere ait fosillesmis polenler
tespit edilmistir (1). Anadolu’da tibbi bitkilerin kullanildigini belgeleyen en eski yazili
kayitlar ise Hititler’in baskenti Hattugas’ta bulunan Hitit tabletlerinde yer almaktadir.
Bu kayitlardan mazi, hardal, meyan, badem, adamotu, sarimsak, {izerlik, sogiit ve
zeytinin yer aldig1 regete orneklerine ulagilmaktadir (2, 3). Bu bilgiler, halkin sosyal

yasaminda ve sagliginin korunmasinda bitkilerin 6nemli yer tuttugunu gostermektedir.

Tibbi bitkilere olan ilginin, 1900’li yillarda sanayi devrimi ile birlikte azaldigi
ancak sentetik ilaglarin yan etkilerinin fazla olmasi, bitkisel ila¢larin daha ucuz ve kolay
temin edilmesi, bitkisel {irlinlerin birden fazla etkiye sahip olmasi gibi sebeplerin tibbi
bitkileri ve bunlardan elde edilen biyolojik olarak aktif bilesikleri yeniden ilgi odagi
haline getirdigi kabul edilmektedir (4-6).

Ug fitocografik bdlgenin kesistigi Tiirkiye nin, tibbi ve endemik bitkiler agisindan
onde gelen iilkelerden biri oldugu bilinmektedir. Bugiin Tiirkiye florasinda 1000°den
fazlas1 ilag hammaddesi ve baharat olarak kullanilan, 174 familyaya ait 1251 cins ve
12000’1 agkin bitki taksonu yer almaktadir (6-8).

Brassicaceae familyasi, diinyada 338 cins ve 3709 tiir ile temsil edilirken,
Tiirkiye’de 91 cinse ait 571 tiir, 65 alttiir, 24 varyete ve 660 taksonu bulunmaktadir.
Doktora tez kapsaminda g¢alisilan Barbarea cinsinin Avrupa ve Asya’da yaklagik 20
tirii bulunmakta iken Tiirkiye’de 9’u endemik olmak iizere 12 tirii (15 takson)

bulunmaktadir (9).



Tablo 1. Tiirkiye’de yetisen Barbarea taksonlari

Tiirkiye’de Yetigsen Barbarea taksonlari Kaynak
1 Barbarea vulgaris Br. 10
2 B. verna (Mill.) Aschers. 10
3 B. intermedia Bor. 10
4 B. trichopoda Hausskn. Ex Bornm. (Endemik) 10
5 B. auriculata var. auriculata Hausskn. Ex Bornm. (Endemik) 10
6 B. auriculata var. paludosa Hausskn. Ex Bornm. (Endemik)* 10
7 B. lutea Cullen & Coode (Endemik) 10
8 B. plantaginea DC.* 10
9 B. platycarpa Hausskn. Ex Bornm. (Endemik) 10
10  B.integrifolia DC. (Endemik)* 10
11 B. minor var. minor C. Koch 10
12 B. minor var. robusta Cullen & Code (Endemik) 10
13 B. minor C. koch var. eriopoda 10
14 B. minor C. koch var. anfractuosa Hartvig & Strid(Endemik) 11
15 B. hedgeana 10

“ Doktora tezi kapsaminda ¢alisilmasi planlanan Barbarea taksonlar

Diinyada son zamanlarda dogal iiriinler ile tedavi yontemleri hakkindaki bilimsel
aragtirmalar artis gostermistir. Bu konuya ilginin artmasi dikkate alinarak, yapilan
literatiir taramalarinada biyolojik aktivite ve fitokimyasal igeriginin daha Once
calisilmadigi tespit edilen ve Brassicaceae ailesinin iiyelerinden biri olan Barbarea

cinsine ait 3 tiiriin doktora tez konusu olarak ¢alisilmasi amaglanmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda, Barbarea tiirlerinin glukosinolatlar ve hidroliz
tirtinleri (12-24), flavonoitler (25-27), saponozitler (21, 28-35), fenolik asitler (36), yag
asitleri, protein, seker ve seker tiirevlerini (20) igerdigine rastlanmaktadir. Barbarea
tirleri lizerinde yapilmis biyolojik aktivite ¢aligmalar1 bu tiirlerin antitiroit, tirozinaz
inhibitor, antifungal, antinérodejeneratif ve anti-inflamatuvar etkili olduklarimi

gostermektedir (14, 15, 21, 25, 28, 30, 31, 33, 37-42).

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren ve
endemizm orani yiiksek olan Barbarea tiirlerinin biyolojik aktiviteleri ve fitokimyasal
icerikleri ile ilgili yeterli ¢alismanin olmadig1 saptamistir. Tez kapsaminda daha dnce

calistimadigr tespit edilen, 2’si endemik olmak tizere, 3 Barbarea tiiriiniin (B.



auriculata var. paludosa, B. integrifolia ve B. plantaginea) kurutulmus ve toz edilmis
cigcekli toprakiistii kisimlarin hazirlanan metanol ekstresi ve metanol ekstresinden
hareketle elde edilen kloroform, etil asetat ve su alt fraksiyonlar1 tizerinde antioksidan,
antimikrobiyal, enzim inhibisyonu (tirozinaz, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz)
ve sitotoksik aktivite testleri ile biyolojik aktivitelerinin incelenmesi; biyolojik aktivite
calismalarinda daha yiiksek aktivite gosteren tiiriin metanol ekstresi ve alt fraksiyonlari
tizerinde c¢esitli kromatografik yontemler yardimiyla izolasyon c¢alismalarinin

gergeklestirilmesi amaglanmaistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Botanik Bilgiler
4.1.1. Brassicaceae (Cruciferae) Familyasi

Bu familyada bulunan bitkiler otsu, nadiren ¢ali seklindeki bitkilerdir. Yapraklar
altenan nadiren opozit ve stipulasizdir. Cigekler hermafrodit, hipogin, 2 simetri
diizlemine sahiptir. Sepaller 4 pargali, serbettir. Petaller 4 parcali, serbest, genellikle
tirnaklidir. Stamenler 6 tane, tetradinam, nadiren 4 veya 2 tane, filamentler siklikla
kanath, ekli veya dislidir. Nektaryumlar stamenlerin tabaninda yer alir. Ovaryum
sinkarp, 2 karpelli, genellikle bilokiilerdir. Meyve tipi kapsiildiir, iki ¢enetle asagidan

acilir, nadiren lomentuma benzer veya agilmaz. Cekirdekler miisilajhidir.

Bu familyanin meyveleri karekteristik olup, olgunlasmis meyveler tiirlerin

taninmasinda onemli yer tutar (43).
4.1.2. Barbarea Cinsi

iki yillik veya cok yillik bitkilerdir, tiiysiiz veya basit tiiyliidiir. Sepaller biraz
siskin. Petaller sar1, kurudugunda beyazdir. Filamentler eksizdir. Ovaryum yaklasik 30
oviile kadar bulundurabilir. Meyve 4 koseli veya diiz silikvadir. Cekirdekler her hiicrede
bir sira seklindedir. Stilus kisa, stigma bas seklindedir. Tiirlerin teshisi i¢in meyve ve
cicekleri ile birlikte taban yapraklari da bulunmalidir, toplama sirasinda gigeklerin rengi

not edilmelidir.

1. Taban yapraklar1 0-1(-2) pargali yan yaprakli

2. Silikva dik

3. Silikva diiz, 2 mm veya daha genis

8. platycarpa

3. Silikva silindirik, veya 4 agili, yaklagik 1 mm genisliginde
4. Silikva yer yer bogumlu; alt yapraklarin kulakgiklart yan yaprakgiklardan
daha genis

5. auriculata

4. Silikva diiz, alt yapraklarin kulak¢iklar: yan yaprakg¢iklardan daha kiigiik

6. lutea



2. Silikva dik-yayilmis
5. Silikva silindirik, (17-) 20-40 mm; taban yapraklar1 genis, diiz, kanatl petiol

7. plantaginea

5. Silikva diiz, 10-15(20-) mm; taban yapraklar1 genis, diiz, kanatl petiolsiiz
6. Tim yapraklar tam veya cogunda undulat-krenat, meyveler 2 mm
genisliginde
9. integrifolia
6. Baz1 yapraklar dentat veya pinnatifit; meyveler 1 mm genisligine kadar

10. minor
1. Yan yapraklari 2(-3)-10 pargali taban yapraklar

7. Ust gdvde yapraklari pinnatisekt
8. Govde asagr dogru sarkik uzun tiiylii; tiim yapraklarin segmentleri lineerden
lanseolata kadar

4. trichopoda

8. Govde ciplak; st yapraklarin segmentleri eliptikten orbikulata kadar
9. Silikva dik; taban yapraklari 3-5 parcali yan yaprakeikli

3. intermedia
9. Silikva yaygin; taban yapraklart 6-10 pargali yan yaprakeikl
2. verna
7. Ust gdvde yapraklari loblu veya dentat, pinnatisekt degil
1. vulgaris

4.1.3. Barbarea auriculata var. paludosa

Cok yillik, otsu, gévdesi 30 cm, dallanmus, diktir. Taban yapraklari uzun sapli, ug
yaprakeiklar1 orbikulattan ovat seklindedir. Alt yapraklar genis u¢ yaprake¢ikli ve 1-2
parcali yan yaprake¢ikli, uzak, semi-ampleksikaul kanatlar, yan yaprakgiklardan daha
genistir. Govde yapraklari genis kanatli tam veya dentatdan loblara ayrilabilir. Govde
asagida asagi sarkik sert tiiylii- kilsi tiylidir. Petaller sari, 6-8 mm’dir. Silikva dik,

bogumlu, 15-20x0.5-1 mm. Stilus 3 mm. Haziran ayx tiiriin ¢igeklenme dénemidir (10).



Endemik bir tiir olup; nemli yerlerde yetisir.

Bulundugu yer: B7 Erzincan: Tercan’dan Askale arasinda, 1650 m (Resim 1).

Resim 1. Barbarea auriculata var. paludosa

4.1.4. Barbarea plantaginea

Giir, iki yillik otsu bitkilerdir. Govdesi tiiysiiz, 25-60 cm, sik sik tst kisimda
dallanmistir. Ovat-orbikulat, genis U¢ yapraklari olan alt yapraklar, genis, diiz kanatli bir
sap ustiindedir, kanatciklar bazen 1-2 parcali kiigiik yan yaprakgiklara genigler. Daha iist
govde yapraklart ampleksikaul, krenattan dentata dogrudur. Petaller sari, 5-7 mm.
Silikva yaygin, silindirik, bazen bogumlu, 24-35x1,5-2 mm. Ci¢eklenme donemi Nisan-
Haziran aylaridir. Nemli yerlerde, nehir kenarlarinda, 1000-2100 m yiikseklikte yetigir
(10).

Bulundugu yerler: A4 Ankara: Hacikadin Vadisi, Kegioren, A5 Amasya:
Amasya, Akdag 1890:1896, A7 Giimiishane: Gilimilishane Sorda 1894:5654, A8
Erzurum: Pasinler’den Horasan’a giderken, 1650 m, A9 Coruh: Kiitiil, Ardanug, B3
Konya: Sultan Dag 1400-1900 m, B4 Ankara: Incesu, B6 Maras: Binboga Dagi,
Goksun, 1900 m, B7 Tunceli: Piiliimiir 1550 m, B8 Erzincan: Tercan’dan Askale’ye
giderken, 1650 m, B9 Van: Erek Dagi 2100 m, C7 Denizli: Honaz Dagi 1000 m, C3
Antalya: Bey Dagi, C5 Seyhan: Giilek Bogazi, C6 Hatay: Hasan Veyli 1000-1600 m
(Resim 2).



Resim 2. Barbarea plantaginea

4.1.5. Barbarea integrifolia

Ciplak, ¢ok yillik, otsudur. Govdesi 40 cm’e kadar, diktir. Daha alt yapraklar
oblong-eliptik veya oblong-spatulat, basit, tamdir. Govde yapraklar1 oblong- eliptik,
tamdir. Cicekler sari, petaller 8-9 mm. Meyveye doniisen ¢icekdurumu yogundur.
Silikva yassi, yaygm, 12-15x2 mm. Cigeklenme donemi Haziran ayidir. Gol

kenarlarinda yetigir. Endemik bir tiirdiir (10).

Bulundugu yer: A7 Giimiishane (Resim 3).

Resim 3. Barbarea integrifolia



4.2. Barbarea Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Barbarea tiirlerinde yapilan fitokimyasal ¢aligsmalarda, glukosinolatlar ve hidroliz
tirtinleri (12-24), flavonoitler (25-27), saponozitler (21, 28-35), fenolik asitler (36), yag

asitleri, protein, seker ve seker tiirevlerinin (20) bulundugu gdésterilmistir.
4.2.1. Barbarea Tiirlerinde Bulunan Glukosinolatlar ve Hidroliz Uriinleri

B. vulgaris’in yapraklar iizerinde yapilan ¢alismada 2’si fenolik izomer olmak
tizere 3 adet glukosinolat ile birlikte hidroliz {iriinlerinin izolasyonlar1
gerceklestirilmistir. Izole edilen Epiglukobarbarin [(R)-2-hidroksi-2-
feniletilglukosinolat] ve m-hidroksi Epiglukobarbarin’in hidrolizi sonucu oksazolidin-2-
tiyon, p-Hidroksi Epiglukobarbarin’in hidrolizi sonucu tiazolidin-2-on firiinlerinin

meydana geldigi saptanmistir (12, 24).

B. vulgaris’in tohumlar iizerinde elektrosprey iyonlastirma ile birlestirilmis ters
faz stv1 kromatografisi-Fourier doniisiimii iyon siklotron rezonans kiitle spektrometresi
(RPLC-ESI FTICR MS) ile yapilan analizlerde glukobarbarin, glukonasturtin ve

glukobrasisinin 6'-izoferul esterlerinin varligi saptanmistir (13).

B. wvulgaris ve B. verna yapraklarinda iretilen metabolitlerin incelendigi
calismada Nasturleksin C, Nasturleksin D ve bunlarin siilfoksit tiirevleri izole edilerek

spektroskopik yontemlerle yapilart aydinlatilmigtir (15).

B. verna tohumlarnn {zerinde yapilan c¢alismalarda glukonasturtin (2-

feniletilglukosinolat) izolasyonu gergeklestirilmistir (16, 18, 20).

Fahey ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada B. intermedia’nin glukoputranjivin,
glukoiberverin, glukonasturtin ve sinigrin; B. orthocerans’in glukonasturtin ve
glukobarbarin; B. praecox’un neoglukobrasisin, B. stricta’nin glukoputranjivin,
glukonasturtin ve sinigrin; B. verna’nin glukosinalbin ve glukonasturtin; B. vulgaris’in
glukobarbarin, glukobrasisin, glukoiberverin, neoglukobrasisin ve glukonasturtin

icerdigi belirtilmistir (17).

Matthaus ve ark. tarafindan HPLC-UV/ESI-MS-MS ile yapilan ¢alismada B.
vulgaris tohumlarinda desiilfoglukonasturtin, desiilfobarbarin, destiilfo-4-
hidroksiglukobrassisin ~ ve  desiilfoglukobrasisin; B.  verna  tohumlarinda

destilfoglukonasturtin varlig: tespit edilmistir (19).

10



Perez ve ark.’min Barbarae tiirlerinin yaprak yiizeyinde yapmis olduklari
calismada, preparatif HPLC yardimiyla, B. rupicola ve B. verna’dan glukonasturtin ve
glukobrassisinin; B. vulgaris’den glukonasturtin, glukobrasisin ve glukobarbarinin

izolasyonu gerceklestirilmistir (41).

Agerbirk ve ark. tarafindan yapilan calismada, B. wvulgaris var. arcuata
koklerinden yeni bir indol glukosinolat olan 1,4-dimetoksiglukobrassisin (1,4-dimetoksi
indol-3-ilmetilglukosinolat) izole edilmistir (23).

B. vulgaris var. arcuata, B. vulgaris var. vulgaris, B. intermedia, B. verna, B.
stricta, B. bracteosa, B. plantaginea ve B. australis tiirlerinin ¢ekirdekleri {izerinde
yapilan ¢alismada tiim tiirlerde glukonasturtin, glukosibarin, glukobarbarin,
glukobrassisin ve 6’-izoferulol- glukonasturtin varligi saptanmistir. Ayrica B. vulgaris
var. arcuata, B. intermedia, B. stricta, B. bracteosa, B. plantaginea ve B. australis
tirlerinde desiilfo glukosibarin ve glukobarbarinin 6’-izoferul tiirevlerinin varlig
saptanirken; B. plantaginea’da 6’-izoferulol- glukobrassisin varligi saptanmistir (33,
44).

4.2.2. Barbarea Tirlerinde Bulunan Flavonoitler

B. wulgaris’in toprakiistii kisimlari {izerinde yapilan ¢alismada ilk kez
Brassicaceae familyasindan kersetin 3’-O-metil-3-O-f-D-glukopiranozil- [(1-6)-a-L-
ramnopiranozit], kersetin 3-O-f-D-glukopiranozil-7-O-a-L-ramnopiranozit, kersetin 3'-
O-metil-7-O-a-L-ramnopiranozit, kersetin 3'-O-metil-3-O-4-D-glukopiranozit, kemferol
3-O-p-D-glukofuranozit, luteolin-6-C-f-D-glukopiranozit, luteolin 3'-O-metil-6-C-4-D-
glukopiranozit olmak iizere toplamda 7 adet flavonoit izolasyonu gergeklestirilmistir
(25).

Yapilan literatiir c¢alismalarinda B. arcuata’nin c¢iceklerinden izoramnetin,
izoramnetin 3-$-D-glukopiranozit, izoramnetin-3-D-glukozil-6-4-D-glukozit, kemferol

ve kersetin izole edildigine rastlanmistir (26).

B. vulgaris’in P ve G olmak iizere iki kemotipi bulunmaktadir. B. vulgaris’in G
kemotipinde yapilan caligmada 2’si yeni olmak iizere 4 adet flavonoit izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bunlar kemferol-3-0-(2,6-di-O-4-D-glikopiranozil)-5-D-
glikopiranozit ve kersetin-3-O-(2,6-di-O-f-D-glukopiranozil)-4-D-glukopiranozit-7-O-

R-L-ramnopiranozit’dir (27).
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4.2.3. Barbarea Tiirlerinde Bulunan Saponozitler

B. vulgaris yapraklart {izerinde yapilan izolasyon g¢alismasinda hederagenin ve

oleanolik asit sellobiyozit saflastirildigi kaydedilmistir (28, 30, 34, 41).

Nielsen ve ark. tarafindan B. vulgaris var. arcuata tohumlari {izerinde yapilan ¢alismada
3-O-sellobiyozil-kokalik asit, 3-O-sellobiyozil-gipsogenin ve 3-O-sellobiyozil-4-
epihederagenin izolasyonu gergeklestirilmistir (29).

Shinoda ve ark. tarfindan parazitlerin beslenmesini engelleyici aktivite
yonlendirmeli olarak yapilan izolasyon ¢alismasinda B. vulgaris yapraklarindan 3-O-
[O-p-D-glukopiranozil-(1—4)-f-D-glukopiranozil]-hederagenin elde edildigi
bildirilmistir (31).

B. verna yapraklarinin yiizeyinde yapilan c¢alismada 3-O-f-sellobiyozil-
hederagenin izole edilerek yap1 tayini gerceklestirilmistir (41).

B. vulgaris iizerinde yapilan ¢alismada hederagenin, 4-epihederagenin, oleanolik

asit ve gipsogenin sellobiyozit tiirevlerine rastlanmistir (33, 34).
4.2.4, Barbarea Tiirlerinde Bulunan Fenolik Asitler

Fraisse ve ark.’nin yapmis olduklar1 HPLC c¢alismasinda, B. intermedia’nin
icerdigi fenolik bilesiklerin klorojenik asit, 3,5-dikafeilkinik asit ve 1,5-dikafeilkinik
asit oldugunu saptanmstir (36).

4.2.5. Barbarea Tiirlerinde Bulunan Yag Asitleri, Protein ve Seker Tiirevleri

B. vulgaris ve B. verna tohumlarinin beslenme ve teknolojik Kkalitesini
degerlendirmek ic¢in yapilan calismada tiirlerin kimyasal bilesenleri incelenmistir.
Tirlerin aminoasit icerigi sistin, metiyonin, aspartik asit, treonin, serin, glutamik asit,
prolin, glisin, alanin, valin, 1zolosin, 16sin, tirozin, fenilalanin, histidin, lizin, arjinin ve
amonyum olarak belirlenirken; yag asitlerinden erusik asit, linoleik asit ve oleik asitin
bol miktarda bulundugu tespit edilmistir. Seker ve seker tiirevlerinden ramnoz, fukoz,

arabinoz, ksiloz, mannoz, galaktoz, glukoz ve {lironik asit tespit edilmistir (20).
4.3. Barbarea Tiirlerinin Kullanilis1 ve Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

Ulkemizde yetisen ve halk arasinda “Nicarotu” adi ile bilinen B. vulgaris

yapraklarinin yara iyi edici ve idrar arttirict olarak kullanilmakta oldugu, geng
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yapraklarinin ise salata olarak tiiketildigi bilinmektedir (45). Ayrica B. vulgaris’in
uyarici, diliretik ve balgam soktiiriicii olarak da kullanildig1 ve yapraklarindan elde

edilen suyun, tiitiin yapraklarindan nikotini uzaklastirmak i¢in kullanildigi
bildirilmektedir (25).

4.3.1. Antitiroit Etki

Barbarea ve Reseda’nin ¢esitli tiirlerinden elde edilen ve glukosinolat tiirevi olan
barbarin (feniltiyo-oksazolidon)’in antitiroidi etkisinin arastirildig1 ¢alismada, sigan ve
insanlarda, iyodun alimini inhibe ederek tiroit hormonunun sentezini baskiladig: bilinen

goitrinle karsilastirilmis ve barbarinin goitrin kadar etkili oldugu bulunmustur (37).
4.3.2. Tirozinaz inhibitor Etki

B. orthocerus toprak tistii kisimlarinda biyolojik aktivite rehberli izolasyon
calismalar1 sirasinda elde edilen barbarinin tirozinaz enzimi iizerine inhibitdr etkisi
incelenmistir. Pozitif kontrol olarak kojik asitin kullanildig1 ¢alismada, kojik asit mantar
ve sigan tirozinazi lizerine olan inhibitor etkisi 1Cso degerleri 3.4x10° M ve 6.0x10° M
olarak bulunurken; barbarinin ICsy degerleri 4.2x10° M ve 4.8x10° M olarak
bulunmustur. Sonuglara bakildiginda barbarinin de kojik asit kadar tirozinaz inhibitor

etkisinin oldugu gosterilmistir (14).
4.3.3. Antifungal Etki

Bitkilerin ¢esitli uyaranlara (mikroorganizmalar, funguslar, fiziksel ajanlar) kars1

tirettigi antimikrobiyal ve antifungal etkili bilesikler fitoaleksinler olarak bilinmektedir.

B. vulgaris ve B. verna yapraklarindan izole edilen glukosinolatlarin, Nasturleksin C,
Nasturleksin D ve bunlarin siilfoksit tiirevleri, Crucifer patojenleri olarak bilinen
Alternaria brassicicola, Leptosphaeria maculans ve Sclerotinia sclerotiorum iizerinde
antifungal etki gosterdigi; bitkilerin patojenlerle savunmasinda, diger bitkilere savunma
yolaklarinin aktarilabilmesi bu tiirlerin tarimsal agidan 6nemli birer kaynak haline

getirmis oldugu bildirilmistir (15).

B. wulgaris yapraklarinda bulunan {i¢ saponin ve iki sapogeninin
mikroorganizmalara karsi olan potansiyel rolleri bes bit bdcegi hatti kullanilarak
aragtirtllmistir. Bu ¢alismada parazitlerin  konak bitkinin besinini kullanabilme

yetenegine olan etkileri degerlendirilmistir. Bit boceginin bu bitki {izerinde yasama
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kabiliyeti, dominant R-genleri tarafindan kontrol edilmektedir. Duyarli bir genotip (rr)
bitki lizerinde yasayamazken diren¢li genotipler (RR ve Rr) yeni konake¢i bitkiyi
kullanabilmektedir. Bu tiirden izole edilen bilesikler arasinda hederagenin sellobiyozit
beslemeyi inhibe ederken, oleanolik asit sellobiyozitin etkisinin daha zayif olmasi

aglikonlarin aktif olmadigini gostermistir (28).

B. vulgaris var. arcuata tohumlarindan izole edilen 3-O-sellobiyozil-kokalik asit,
3-O-sellobiyozil-gipsogenin ve 3-O-sellobiyozil-4-epihederageninin tiirtin Phyllotreta

nemorum direnci ile iligkili bilesik oldugu bildirilmistir (29, 33).

B. vulgaris var. arcuata yapraklarindan izole edilen 3-O-f-sellobiyozil-oleanolik
asit ve 3-O-[O-p-D-glukopiranozil-(1—4)-p-D-glukopiranozil]-hederageninin Plutella
xylostella larvalarina karsi direngten sorumlu oldugu ve saponin miktaridaki azalmaya

bagli olarak tiiriin direncinin azaldig1 kaydedilmistir (30, 31).

Bugiine kadar elde edilen bilgiler, Barbarea tiirlerinin boceklere karsi olan
direncinin igerdigi saponinler ile ilgili oldugunu kapsamaktadir. Ancak yapilan bu
calisma ile birlikte bocek direncinde flavonol glikozitlerinin de sorumlu oldugu ve diger

sekonder bilesiklerle birlikte sinerjik etki gosterdigi bildirilmistir (27).

Brasicaceae flizerinde bulunan P. xylostella gibi konaker tiirlerin bitkiyi
tanimasinda glukosinolatlarin rol oynadigr bilinmektedir. Barbarea tiirlerinde
glukosinolatlarla birlikte larvalarin beslenmesini Onleyerek hayatta kalmalari
engelleyen saponinler bulunmaktadir. Barbarea tiirlerinin yapraklarinda iki se¢enekli
yumurtlama testlerinin yapildig1 ¢caligmada, tiirlerin glukosinolat ve saponin icerigindeki
degisikliklerin, konak¢min hem yapraklar lizerinde yumurtlamasini uyarict hem de

tiirlerin parazite kars1 gosterdigi direnci etkiledigi gosterilmistir (21, 41).
4.3.4. Antinorodejeneratif Etki

B. orthoceras tiiriiniin siilforafan igerigine bagl olarak, ¢esitli hiicre tiplerinde NO
sentezini inhibe ederek anti-inflamatuvar etkiye sahip oldugunun gosterildigi ¢alismada,
bu bitkiden alinan ekstrelerin ve ilgili tiirin Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastaligi
gibi NO'ya bagli norodejeneratif hastaliklarda Onleyici etkisinin olabilecegini

diistindiirmistiir (40).
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4.3.5. Anti-inflamatuvar EtKi

B. verna tohumlarindan hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yagin 2- Fenil
etilizotiyosiyanat (PEITC) acgisindan zengin oldugu ve bu tiiriin tohumlarindan
hazirlanan preparatin anti-inflamatuar etkisinin oldugu in vivo olarak deney
hayvanlarinda karragen ile olusturulan sigan pengesi 6demini azaltma, in vitro olarak
lipopolisakkaritle uyarilmis fare makrofaj hiicre dizisinde proinflamatuar gen
ekspresyonunu (COX-2, iNOS ve IL-1B) baskilama yetenegi ve nitrik oksit {iretimi
tizerindeki etkinligi bilinen non steroidal anti-inflamatuar ila¢ olan aspirin ile

karsilagtirilmis ve anti-inflamatuvar etkinliginin oldugu sonucuna ulagilmistir (38, 39).

Sekiz tiirden elde edilen ekstrelerin siilforafan igeriginin belirlendigi ve bu
bilesigin biyolojik aktivitesinin arastirildigi ¢alismada, BV-2 hiicrelerinde canlilik ve
NO inhibisyonu iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in LC-MS/MS ve MTT testleri
uygulanmistir. Deneylerin sonucunda NO iiretimini % 52 oraninda inhibe ederek en iyi

etkiyi gosteren tiirlerden birinin B. orthoceras’e ait ekstre oldugu saptanmistir (40).
4.4. Serbest Radikal Tiirleri ve Kaynaklar:

Dis orbitalinde bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron tasiyan molekiil ya da
atomlar serbest radikaller olarak adlandirilmaktadir. Bu molekiillerin, sahip olduklar
eslenmemis elektronlarindan dolay1 oldukea reaktif ve kararsiz olduklart bilinmektedir
(46). Bu sebeple protein, lipit, DNA, niikleotit ve koenzimler gibi ¢evrelerindeki birgok
molekiille reaksiyona girme egilimleri yiiksektir ve zararli etkiler meydana
getirmektedirler (3, 47, 48). Viicutta meydana getirmis oldugu zararlar sonucunda, basta
yaslanma olmak {izere, kalp damar hastaliklar1, katarakt, fel¢, romatoit artrit, diyabet,
cesitli kanser tiirleri, bagisiklik sisteminin zayiflamasi ve sinir sistemi hastaliklar1 gibi

bir¢ok kronik hastaligin meydana gelmesine neden olmaktadir (49).

Serbest radikaller oksijen, kiikiirt, klor ve azot kaynakli olmak tizere dort gruba
ayrilmaktadir (Tablo 2). Oksijen kaynakli ise reaktif oksijen tiirleri (ROS); azot
kaynakli ise reaktif azot tiirleri (RNS); kiikiirt kaynakli ise reaktif kiikiirt tiirleri (RST);
klor kaynakl1 ise reaktif klor tiirleri (RKT) olarak isimlendirilmektedir (50).

ROS ve RNS’nin bir kismi serbest radikal iken; bir kisminin patolojik ve
fizyolojik durumlar altinda canlilar tarafindan {iretilen ve canli organizmada kolaylikla

serbest radikal reaksiyonlarina yol acabilen nonradikalik molekiil tiirlerine doniistiigi
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bilinmektedir. Bu tiirler son orbitallerinde eslenmemis elektron bulundurmadigi igin

radikalik 6zellik gostermemektedirler (48, 51).

Tablo 2. Radikal-nonradikal oksijen ve azot tiirleri

Radikal Tiirleri

Nonradikal Tiirler

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Nonradikal Oksijen Tiirleri

o Hidroksil (OH)

e Siiperoksit (O;)

e Peroksil (ROO)

e Alkoksil (ROY)

o Hidroperoksil (HO;")
e Lipit peroksil (LOO)

o Hidrojen peroksit (H,0,)
e Singlet oksijen (*O,)

e Ozon (O3)

e Hipokloroz asit (HOCI)
e Hipobroméz asit (HOBr)

Reaktif Azot Tiirleri (RNS)

Nonradikal Azot Tiirleri

e Nitrik oksit (NO')
e Azot dioksit (NO, ")

o Nitrik asit (HNO,)

o Azotdioksit (NO,)

e Peroksinitrit (NOOO")

o Nitroksil katyonu (NO")

o Nitroksil anyonu (NO")

¢ Di azot tetroksid N,O,

e Diazot triksid N,O5

o Peroksinitrik asit (ONOOH)
e Nitronyum katyonu NO, *
e Nitril klorid NO,CI

o Alkil peroksinitrit (ROONQ)

Organizmada meydana gelen serbest

kaynaklarin sebep oldugu bilinmektedir (52-58).

radikallere endojen veya ekzojen

Serbest radikal iiretimine sebep olan endojen kaynaklar su sekilde 6zetlenebilir:

e Mitokondride oksijenli solunum sirasinda elektron transport sistemi tarafindan

katalize edilen oksijenler tarafindan serbest radikallerin yan iriin olarak

olusmasi,

e Herhangi bir inflamasyon durumunda sitokinlerin nétrofil ve makrofajlar

uyarmasiyla birlikte serbest radikallerin olusmasi,

o Lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel sitokrom oksidaz gibi

cesitli kaynaklarin serbest radikal olusturmasi,
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e Diiz kas hiicrelerinde, trombositler ve arasidonik asit metabolizmas1 sirasinda
serbest radikallerin iiretilmesi,

e Zihinsel stres veya yorgunlugun sebep oldugu serbest radikal iiretimi,

e L-DOPA, noradrenalin, adrenalin ve substratlari gibi biyomolekiillerin
oksidatif hasar olusturmasi,

e Immun sistem hiicrelerinin patojenlere cevap olarak ROS ve oksiradikallerin

uretilmesi.

Serbest radikaller, UV, gama, mikrodalga ve X 1sinlari, orman yanginlari ve
volkanik faaliyetler gibi meydana gelen cevresel felaketler, temizlik iiriinleri, sigara ve
egzoz dumani, alkol ve sigara kullanimi gibi sebeplere bagli olarak da meydana
gelmektedir. Serbest radikal tiretimine sebep olan bu kaynaklar, ekzojen kaynaklar
olarak bilinmektedir (59).

Oksijenin canlilarin hiicresel faaliyetlerini devam ettirebilmeleri igin kullandiklar
enerjinin Uretiminde yani yasamlarini = siirdiirebilmeleri i¢in gerekli oldugu
bilinmektedir. Bu enerjinin tiretimi sirasinda, serbest oksijen radikalleri kendiliginden
aciga cikan dogal yan triinlerdir ve hiicrede yiiksek miktarlara ulastiginda zararli
maddelere doniisebilmektedirler. Ug¢ énemli ROS olarak bilinen siiperoksit radikali,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali, mitokondride stirekli olarak gozlenen normal

metabolik tirtinlere 6rnek olarak verilmektedir (3).

Oksijen metabolizmasinin ilk ara tiirlinii olan siiperoksit radikali, molekiiler
oksijenin tek bir elektron indirgenmesiyle olustugu, hem oksitleyici hem de indirgeyici
ozellik gosterdigi ve diger radikallerle karsilagtirildiginda daha kararli oldugu
bilinmektedir. Siiperoksit radikalinin viicut i¢in Onemi, viicutta hidrojen peroksit
olusumundan ve ge¢is metallerinin indirgenmesinden sorumlu olmasindan ileri

gelmektedir.

Stiperoksit radikalinin diigsiik pH’da protonlanarak daha reaktif bir oksidan ajan
olan hidroperoksil radikalini olusturdugu bilinmektedir. Daha sonra bu radikal,
siiperoksit radikali ile birleserek birinin oksidasyonu s6z konusu iken digerinin
indirgenmesi sonucu molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelmektedir (60,

61).

17



O, +e— 0Oy stiperoksit radikali
O," + H,O — HOy + OH hidroperoksil radikali
HO, + 0"+ H" — 0, + H,0, hidrojen peroksit radikali

Stiperoksit radikali, viicutta baslica 4 sekilde tiretilmektedir:

1. Aktive edilen fagositik hiicreler mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi sirasinda
yiiksek miktarda siiperoksit tiretimine neden olmaktadir (62, 63).

2. Mitokondride solunum sirasinda zincir reaksiyonlarindan kagan bazi
elektronlar direk oksijenle reaksiyona girerek siiperoksit olusturabilmektedir
(64).

3. Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, indirgenmis niikleotitler, flavinler ve
tetrahidrofolat gibi indirgeyici 6zellik gosteren biyomolekiiler aerobik ortamda
oksijene elektron transfer ederek kendileri oksitlenirken siiperoksit radikalinin
olusmasina sebep olmaktakdir (65).

4. Demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi geg¢is metal iyonlarinin serbest radikal olusturan
etmenlerdendir. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu ile birlikte
stiperoksit meydana gelmektedir. Fe, oksijen tasinmasi, ATP iiretimi, DNA ve
klorofil sentezi gibi 6nemli canlilik faaliyetlerinde goérev almasina ragmen;
serbest halde iken hiicrelerde toksik ozellik gostererek lipit oksidasyonunu
tesvik edebilmekte veya DNA molekiillerine saldirabilmektedir (46).

Hidrojen peroksit (H,O;), siiperoksitin bir elektron ya da molekiiler oksijenin
cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucunda olusan nonradikal oksijen
tiiriidiir (66, 67). Hidrojen peroksit, membranlar1 gegerek sitozole diflize olabildiginden

dolay1 uzun 6miirlii oldugu kabul edilmektedir.

Oksitleyici ve indirgeyici kapasitesi olduk¢a zayif olmasina karsin; gegis metal
iyonlari varliginda Haber-Weiss reaksiyonu olarak da bilinen ve en reaktif oksidan olan

hidroksil radikalini meydana getirmektedir (64, 68).

Cu®/Fe** +0,° —— Cu'/Fe® + 0,
H,O, + Cu */Fe”* —— OH +OH+ Cu % /Fe** (Fenton reaksiyonu)

0,7+ H,0, —— O, + OH+ OH' (Haber-Weiss reaksiyonu)

18



Biyolojik ve kimyasal sistemlerde, hidroksil radikalinin olusumuna farkl
kaynaklarin ve mekanizmalarin sebep oldugu bilinmektedir. Bu mekanizmaardan biri,
sulu ortamda iyonize radyasyonla su molekiillerinin iyonlagmasi sonucu hidroksil
radikalinin olusumu; bir digeri hidrojen peroksitin metal iyonlar1 (Fe?*, Cu*, Mn vb.)
varliginda tek bir elektron araciligiyla indirgenmesi sonucu hidroksil radikalinin

olusumudur (69, 70).

Hidroksil radikalinin yarilanma &mriiniin 10 sn olmasi, ona ROS arasinda en

giiclii radikal olma 6zelligi kazandirmaktadir (48).

Son derece reaktif olan hidroksil radikali cogu canli hiicrede olugsmakta ve yiiksek
derisimlerde aminoasitler, lipitler, karbohidratlar ve niikleik asitler dahil tiim biyolojik

molekiilerle reaksiyona girerek hasarlar meydana getirebilmektedir (46, 71).

Hipoklorik asit (HOCI), viicutta bagisiklik sistemin aktif oldugu durumda
miyeloperoksidaz enzimi tarafindan, fagositik hiicrelerde (makrofajlar, notrofil ve
eozinofil gibi graniilositler) agiga ¢ikan ve dokularda hasarlar olusturan giiclii, oksidan
bir madde olarak taninmaktadir (63, 72).

H,0, + ClI'+ H'—— HOCI + H,0

Oksijen alkil radikalleri ile reaksiyona girerek alkil peroksitlerini (ROOH), alkil
peroksitleri de parcalanarak peroksil ve alkil radikallerini olusturdugu bilinmektedir.
Bazi peroksil radikalleri siiperoksit olusumu durdurabilir ya da tekrar peroksil

radikalleriyle reaksiyona girerek singlet oksijeni iiretimine neden olabilmektedir (46,
63).

Yapisinda eslesmemis elektron bulundurmadigindan nonradikal oksijen tiirleri
arasinda sayilan singlet oksijen (O,"), yiiksek enerji durumunda oksijen elektronlarmdan
bir tanesinin baska bir orbitale ge¢mesi sonucu meydana gelmektedir. Ayrica
hiicrelerde, O;’li ortamda, pigmentlerin 15181 absorblamasi, bazi sitokrom p450
tepkimeleri, hidroperoksitlerin metallerin katalizorliigiinde yikimi ve spontan olarak

olusan dismutasyon tepkimeleri sirasinda olusabildigi bilinmektedir (60, 61, 73, 74).

Organizmada hiicrelerin iletisiminde, kan basmcinin diizenlenmesinde, diiz
kaslarin gevsemesi ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde biyolojik sinyal molekiilii

olarak gorev aldigi bilinen nitrik oksit (NO), viicutta muskarinik, histamin reseptorleri
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gibi bazi reseptorlerin uyarilmasiyla nitrik oksit sentetazlar (NOS) tarafindan L-Arjinin
ve oksijenden iiretilmektedir (75-77). Sulu ortamdaki yar1t dmriiniin ¢ok kisa olmasi
sebebiyle oldukga reaktif bir radikal olarak taninmaktadir. NO’nun sebep oldugu toksik
etkinin siddeti, siiperoksit anyon ile birlesme yetenegine bagli oldugu ileri

stiriilmektedir (61).

NO, hiicre disinda su ve oksijenle reaksiyona girerek, nitrat ve nitrit anyonlariin
olusmasina sebep olmaktadir (48). Tek bir eslenmemis elektronu bulunmasina ragmen
birgok molekiille reaksiyona girmedigi, baz1 serbest radikallerle de reaksiyonu sonucu

daha az reaktif {irinlerin olugsmasini sagladigi bilinmektedir (61, 78).

Immiin sistem hiicrelerinde, inflamasyon varliginda siiperoksit ile nitrik oksit
olugmakta ve bu molekiillerin reaksiyonu sonucu ¢ok daha fazla oksidan 6zellige sahip
peroksinitrit anyonu (ONOO") meydana gelmektedir. Peroksinitrit anyonu potansiyel bir
oksidasyon ajani olarak fizyolojik pH’da azotdioksit ve hidroksil benzeri radikaller
meydana getirerek DNA’nin pargalanmasina ve lipit peroksidasyonuna neden oldugu

bilinmektedir (61, 79).
4.5, Serbest Radikallerin Yararh Etkileri

Biyolojik siireclerde, ¢ogu hiicresel yanita kars1 fizyolojik bir cevabin karsiliginda
027, H202 ve NO molekiilleri tiretilmektedir. Organizmada meydana gelen ROS ve
RNS’nin diisiik miktarlarda yararl etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu yararh etkilere
enfeksiyon durumunda fagositik cevabin olusturulmasi, kanserli hiicrelerin sitotoksik
lenfositler ve makrofajlar tarafindan yok edilmesi, sitokrom p450 tarafindan yabanci
maddelerin viicuttan uzaklastirilmasi, mitokondrilerde enerji iiretimi ve hiicre biiylimesi
ornek olarak verilebilir. Hiicresel sinyallerin diizenlenmesinde (g¢ekirdekte
transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasi, kalsiyumun intraselliiler depolardan serbest
birakilmasi, tirozinin fosfatlanmasinin uyarilmasi, tirozin kinaz aktivasyonu, bazi
sitokinler ve biiyiime faktorii sinyallerinin aktive edilmesi vb.) de rol aldiklar
sOylenmektedir. Bunlarla birlikte ROS; prostaglandin ve tiroid hormanlar1 gibi

biyomolekiillerin sentezinde de gorev almaktadirlar.

NO endotel hiicrelerinde, 16kosit adezyonu, trombosit kiimelesmesi, anjiogenezis,
pithtilasma ve damar diiz kaslarinda kan basmncini dengelenmesinde Onem arz

etmektedir. Noronlarda iiretilen NO’in sinir sisteminin cevresel degisikliklere ve
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hasarlanmaya kars1 nérofiziksel ve ndrokimyasal uyum gelistirme yetisinde (noral
plastisite) anahtar rol oynadig1 bilinmektedir. Makrofajlar tarafindan iiretilen NO ise

immun yanit olusturulmasinda gorev alan Onemli bir mediatér oldugu kabul

edilmektedir (48, 59, 80-82).
4.6. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Radikallerin  hiicrelerdeki  miktar1  onlarin  neden olduklart etkilerle
iliskilendirilmektedir. Dislik konsantrasyonlarda yararli etkilerinden bahsetmek soz
konusu iken; yiiksek konsantrasyonlarda lipitler, membranlar, proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler iizerinde zararli etkilerinin oldugu rapor edilmistir.
Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif hasar basta yaslanma olmak {izere
kanser, diyabet, norodejeneratif (Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi) bozukluklar,
aterogenez, amfizem, bronsit, alkolik karaciger hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
iskemi gibi birgok sorunun ve hastaliklarin komplikasyonlarinin etyolojisinde rol

alabildigi son yillarda yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur (83, 84).

Serbest radikaller, deoksiriboz sekeri ve bazlarla ¢ok kolay reaksiyona
girebildiginden DNA iizerinde hasarlar meydana getirmektedir. Aktive olmus
notrofillerden salinan H,O,, hiicre zarindan gegerek c¢ekirdege kadar ulasir ve meydana
getirdigi  hidroksil radikali DNA bazlariyla reaksiyona girmesi sonucu baz
modifikasyonlarina yol agtigi bilinmektedir (85). DNA’da meydana gelen hasarlar
onarim mekanizmalariyla diizeltilmesine ragmen; bazi durumlarda bu bozukluklar
onarilamamaktadir ve hiicrelerde fonksiyon kaybi, mutasyon, yaslanma ve hiicre

oliimiiniin meydana geldigi bildirilmektedir (86)

Serbest radikallerin hasara ugrattigi biyolojik molekiillerin basinda lipitler
gelmektedir. Serbest radikaller hiicre zarinda bulunan kolesterol ve doymamis yag
asitleri ile kolay bir sekilde tepkimeye girerek peroksidasyon iirlinlerini meydana
getirmektedir. Doymamis yag asitlerinin radikaller tarafindan oksidasyonu lipit
peroksidasyonu olarak isimlendirilir ve hiicrede kendiliginden devam eden bir siiregtir.
Serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonu enzimatik olmayan lipit

peroksidasyonu olarak bilinmektedir.

Lipit peroksidasyonu membranlarda doymamis yag asitlerinin konjuge ¢ift

baglarindan bir hidrojen atomunu uzaklastirarak lipite radikalik 6zellik kazandirmasiyla

21



bagladigi, daha sonra oksijen varliginda lipit radikallerinin lipit peroksi radikaline
dontistiigii bilinmektedir. Lipit peroksi radikalleri, baska bir lipit radikalinin olugmasi
sirasinda agiga c¢ikan hidrojenle birleserek lipit hidroperoksitlerine ve daha sonra

yeniden lipit radikallerine dontistiigii soylenmekedir.

Hiicrede olusan bu lipit peroksitlerinin yikimi sonucu, en basta MDA olarak
bilinen reaktif aldehit tiirlerinin agiga ¢iktig1 ve hiicrede veya difflize olarak hiicrenin
baska bir kisminda hasarlar meydana getirebildikleri bilinmektedir. U¢ veya daha fazla
cift baga sahip yag asitlerinin peroksidasyonu ile meydana gelen MDA hiicre zarinin
gecirgenligini  degistirerek iyon aligverisini bozarak membran yapisinda c¢apraz
baglanmalara ve enzim aktivitelerinde degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (69,
87)

Serbest radikallerin proteinlerle reaksiyona girme yetenekleri, igerdikleri amino
asitlerin yapilariyla yakindan iliskilendirilmektedir. Yapisinda triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi ¢ifte bag ve kiikiirt igeren amino asitlerin
bulunmasi, proteinlerin serbest radikallerle olan etkilesimini kolaylastirmaktadir (59,
88). ROS ve RNS’nin proteinlerde olusturdugu oksidasyon, kiikiirt ve karbon merkezli
organik radikallerin, kararli ve son derecede reaktif olan protein hidroperoksitlerinin
ortaya c¢ikmasma sebep olmaktadir. Serbest radikallerin proteinlerle etkilesimi,
immiinoglobiilin G ve albiimin gibi disilfit bagi iceren biyomolekiillerin tersiyer
yapilarinda degisiklikler meydana getirmekte ve fonksiyonlarin1 bozmaktadir.
Hemoglobin gibi hem yapisisindaki proteinler serbest radikallerin oksidatif etkisiyle
fonksiyonel olarak inaktif formlara  doniistiikleri bilinmektedir.  Ornegin;
oksihemoglobin siiperoksit radikali ile tepkimeye girerek oksijen baglayamadigi form

olan methemoglobine doniismektedir (60, 75-77).

Hidroksil gibi serbest radikaller, karbonhidratlar ile reaksiyona girer ve karbon
atomlarinin birinden bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon merkezli radikal iiretirler.

Bunlar hiyaliironik asit gibi 6nemli molekiillerde, zincir kirilmalarina yol agar (88).

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerinde meydana getirdikleri hasarlar
sonucunda polisakkarit depolimerizasyonu ve monosakkarit otooksidasyonu gibi karbon
merkezli radikal {iriinler meydana gelmektedir. Bu iiriinler viicutta diyabet ve diyabet

komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, psdriyazis, romatoit
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artrit, behget hastalig, ¢esitli deri ve goz hastaliklart gibi patolojik siire¢lerde 6nemli rol
oynadiklari ileri stirilmektedir (60, 75-77, 88). Ayrica olusan bu okzalaldehitlerin,
DNA, RNA ve proteinlerle kolayca reaksiyona girerek antimitotik etki gostermeleri

sonucunda kanser ve yaslanmanin meydana geldigi soylenmektedir (89).
4.7. Canh Sistemlerinde Bulunan Antioksidan Sistemler

Organizmada meydana gelen serbest radikallerin neden oldugu zararlar1 6nlemeye
ve onlar1 viicuttan uzaklagtirmaya g¢alisan savunma sistemlerine "antioksidan savunma
sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" adi verilmektedir. Serbest radikaller ve
antioksidanlar arasinda bir denge mevcuttur ve bu dengenin radikaller lehine bozuldugu
durumda, oksidanlarin viicuttaki miktarlar: artarak patolojik olaylar ortaya ¢ikmaktadir.
Viicutta meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve savunma sistemleri
arasindaki dengenin bozulmasi “oksidatif stres” olarak adlandirilirken; reaktif azot
tiirlerinin tiretimi ve savunma sistemleri arasindaki dengenin bozulmasi nitrozatif stres
olarak adlandirilmaktadir. Siddetli oksidatif stres hiicre hasari, hiicre 6liimii ve kanser
gibi birgok hastaligina sebep oldugu bildirilmektedir. Nitrozatif stres sonucunda ise,
nitrolizasyon reaksiyonlarina neden olur, bu reaksiyonlar da, proteinlerin yapisini

degistirerek fonksiyonlarini engeller (60, 75-77).

Antioksidanlarin dort farkli etki mekanizmasi bulunmaktadir ve etkilerini bir veya
birden fazla mekanizmayla gosterebildikleri bilinmektedir. ROS’lar1 etkileyerek onlari
tutma veya daha zayif yeni molekiile cevirerek gosterdikleri etki, antioksidanlarin
toplayici etkisi olarak tanimlanmaktadir. Ornegin; antioksidan enzimler, trakeobronsiyal
mukus ve kiiciik molekiiller antioksidan etkilerini bu sekilde gostermektedirler (60, 75-

77).

ROS’larla reaksiyona girerek onlarin oksidan 6zelliklerini azaltarak veya inaktif
hale c¢evirerek gosterdikleri etki, antioksidanlarin  bastirict  etkisi  olarak
tanimlanmaktadir. Omegin; vitaminler, a-tokoferol, metiyonin, iirik asit, f-karoten ve

flavonoitler antioksidan etkilerini bu sekilde gostermektedir (60, 75-77).

ROS’lar1 baglayip, onlarin oksidatif giiciinii ortadan kaldirarak gosterdikleri etki,
antioksidanlarin zincir kirict etkisi olarak tanmimlanmaktadir. Ornegin; hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller antioksidan etkilerini bu sekilde gostermektedir (60, 75-

77).
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Antioksidanlarin viicutta serbest radikallerin olusturduklar1 hasar1 onarmak
suretiyle goserdikleri etki, antioksidanlarin onarict etkisi olarak tanimlanmaktadir.
Ornegin; DNA onarim enzimleri ve metiyonin siilfoksit rediiktaz antioksidan etkilerini

bu sekilde gostermektedir (60, 75-77).

Viicutta etki gdsteren antioksidan sistemler, endojen kaynakli ve eksojen kaynakli

olmak tizere iki grupta siniflandirilmaktadir (60, 75-77).

Ekzojen Antioksidanlar
]

NADPH Oksidaz Ksantin Oksidaz Gida Bitkisel
inhibitorleri Inhibitorleri Antioksidanlar1 Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar

Melatonin

Stiperoksit dismutaz (SOD)

Seruloplazmin

Glutatyon peroksidaz

(GSH-Px)
Transferrin
Glutatyon S-Transferazlar
(GST) —
Ferritin
Katalaz (CAT)
Bilirubin
Mitokondriyal sitokrom oksidaz
sistemi Glutatyon
Hidroperoksidaz Urat

Laktoferrin

Albiimin

Sekil 1. Endojen ve ekzojen antioksidanlarin siniflandirilmast (Akkus’tan, 60;
Miser’den, 61)
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4.7.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak

iki alt grupta siniflandirilmaktadir (87).
4.7.1.1. Enzimatik antioksidanlar

e Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene katalizleyerek, ROS’lara karsi, savunmada ilk basamakta rol alan

enzimatik bir antioksidan olarak bilinmektedir (58, 90).

Insanlarda SOD’un ii¢ farkli izoenzimi bulunmaktadir. Bunlardan ilki sitozolde
lokalize oldugu bilinen bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) iceren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn-
SOD), ikincisi mitokondride oldugu bilinen manganez (Mn) iceren siiperoksit dismutaz
(Mn-SOD), tigiinciisii ekstraselliiler sivida bulunan bakir igeren siiperoksit dismutaz

(Cu-SOD) olarak tanimlanmaktadir (90, 91).

SOD’un oksijen tiiketiminin fazla oldugu dokularda aktivitesinin daha fazla

oldugu ve ekstraselliiler aktivitesinin diisiik oldugu bilinmektedir.

e Katalaz (CAT): Her birinde prostetik grup olarak bir hem grubu ve bir
NADPH molekiiliiniin  bulundugu 4 protein alt biriminden meydana gelen bir
hemoprotein olarak bilinmektedir (91, 92). Hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene
doniistimiini katalizlemektedir (93). Katalaz, peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde
ve daha az olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunmaktadir.

e Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz’in, H,O,’nin neden
oldugu oksidatif hasara karg hiicreleri korumakta esas gorevli olan sitozolik bir enzim
oldugu bilinmektedir. Her birinde bir selenyum atomu bulunan doért protein alt
biriminden meydana gelmektedir (90). Glutatyon peroksidaz, H,0,’in, lipit
hidroperoksitlerinin ve DNA hidroperoksitlerinin detoksifikasyonu sirasinda elektron

kaynagi olarak glutatyonu kullanmaktadir.

Memeli hiicrelerinde, aktif bolgesinde selenyum bulunduran selenyuma bagimli
glutatyon peroksidaz (Se-GPx) ve selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz

olmak tizere iki ana tipi bulunmaktadir (94-98).

Glutatyon peroksidazin eritrositlerde membran hasarina kars1 savunmada rol alan

en giiclii antioksidan oldugu bilinmektedir (91).
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e Glutatyon S-Transferazlar (GST): iki protein alt biriminden olusan ve lipit
hidroperoksitlerinin  detoksifikasyonunda selenyum-bagimsiz GSH-Px  aktivitesi
gosterdigi bilinmektedir. Bu gorevinin yaninda, hiicre i¢cinde metabolize edilemeyen
lipofilik ya da hidrofilik bilesiklerin baglanmasi, depolanmasi ve tagimasinda da gorev
almaktadir (60, 75-77, 98).

e Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Mitokondriyal sitokrom oksidaz, solunum
zincirinde son basamakta gorev alan ve siliperoksit radikalinin indirgenmesinde rol
oynayan antioksidan bir enzim olarak taninmaktadir. Organizmada bu reaksiyon

fizyolojik olarak siiregelerek hiicre i¢in gerekli enerjinin iiretilmesini saglamaktadir (60,
61, 75-77).

4.7.1.2. Non-Enzimatik Antioksidanlar

Enzimsel olmayan antioksidanlara glutatyon, melatonin, iirik asit, bilurubin,

albiimin, ferritin, seruloplazmin, laktoferin ve transferrin 6rnek olarak verilebilmektedir

(87).

Melatonin: Karanlik ortamda triptofandan sentezlenen melatonin (N-asetil-5-
metoksi-triptamin), pineal bezden {iretilebildigi gibi farkli bolgelerden de
tiretilmektedir. Serbest radikallerin zararli etkilerini azaltarak proteinlerin, lipitlerin ve

niikleik asitlerin oksidasyonunu onledigi bilinmektedir (99).

Seruloplazmin: Beyin dahil dokularin ¢ogunda bulunan seruloplazmin, kandaki
Cu’yu geri doniisiimlii olarak baglayarak taginmasini saglamaktadir. SOD gibi aktivite
gostererek eritrosit membranindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun

engelledigi binmektedir (100).

Transferrin, Laktoferrin ve Ferritin: Beyin dahil dokularin ¢ogunda bulunan
Transferrin, Laktoferrin ~ dolasimdaki  serbest Fe™’ii baglayarak hiicrelere
ulastirilmasinda, ferritin dokulardaki Fe*®iin baglanmasinda gorev almaktadir. Ferroz
demir (Fe*?)’in hiicredeki miktarinin azaltilarak Fenton reaksiyonunun olusumunun

onlenmesinde rol oynadiklar1 bilinmektedir (56).

Bilirubin: Yasl eritrositlerin hemolizi sonucunda hem proteinlerinin yikimiyla

birlikte meydana gelmektedir ve karacigerde biyotransformasyona sonucu safra veya
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idrarla  atilmaktadir.  Bilirubin,  siiperoksit ~ve  hidroksil  radikallerinin

detoksifikasyonunda gorev almaktadir (101).

Glutatyon: Glutamikasit-sistein-glisinden olusmus bir tripeptid yapisinda olan
glutatyon, okaryotik tiim hiicrelerde bulunmaktadir. H,O,, disiilfitler, askorbik asit ve
serbest radikalleri indirgeyerek, hiicrelerin oksidatif hasara karsi korunmasinda rol

oynamaktadir.

Glutatyon hiicrede proteinlerin tiyol gruplarmin (-SH) indirgenmis durumunu
korumada, eikosonoidlerin sentezlenmesinde, sinyal iletiminin diizenlenmesinde, gen

ekspresyonunda ve apoptozisde de gorev aldigindan s6z edilmektedir (102).

Urik asit: Insanlarda plrin katabolizmasinin son iiriinii olan iirik asit, hidroksil,
singlet oksijen, siiperoksit, peroksinitrit anyonu ve peroksinitrik asitin zararli etkilerini
yok edilmesinde gorev almaktadir. Giliglii antiradikalik etkisi ile birlikte Fe ve Cu gibi
gecis metallerinin selatlanmasinda da rolii oldugu bilinmektedir (87, 103, 104).

Albiimin: Plazmada en 6nemli ve en etkili antioksidanlardan oldugu kabul edilen
albuminin, aktive olmus fagositlerdeki myeloperoksidaz enziminin trettigi hipoklordz

asitin oksidatif giiciiniin soniimlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir (105).
4.7.2. Ekzojen Antioksidanlar

1. Ksantin oksidaz (XOD) inhibitorleri: Organizmada piirin katabolizmasinda
gorevli olan, hipoksantinin sirasiyla ksantine ve iirik aside oksidasyonu sirasinda
siiperoksit anyonu ve hidroperoksit radikallerinin olusumuna sebep olan enzim olarak
bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda ksantin oksidazin beyinde 6dem, iskemi, damar
gecirgenliginde degiskenlik gibi yikicr etkilerinin oldugu bildirilmektedir. Hepatit ve
beyin tiimori olan kisilerde bu enzimin serumdaki seviyesinin artmis oldugu
sOylenmektedir (49, 106). Allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten gibi
bilesikler XOD enziminin etkisini azalttig1 bilinmektedir (60, 75-77).

2. NADPH oksidaz inhibitorleri: Serbest radikal olusumuna sebep olan diger bir
enzim NADPH oksidaz enzimidir. Bu enzim nétrofillerin plazma zarinda yer

almaktadir.

Fagositlerde O, aliminin artmast NADPH oksidaz enzimini aktive etmektedir.

Aktive olan enzim, oksijeni siiperoksit anyonuna doniistiirerek ekstraseliiler sivilardaki
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miktarinin artmasia sebep olmaktadir (107). Bazi ilaglarin (lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokerleri, NSAIi gibi) NADPH oksidaz enzimini inhibe ettigi ve

enzimin neden oldugu zararl etkileri azalttig1 bilinmektedir (60).

3. Gida antioksidanlari: Gallik asitin esteri olan ve c¢ogunlukla gida
endistrisinde  kullanilan Propilgallat (PG)’in, hidroksil radikallerinin viicuttan
uzaklastirilmasinin yaninda demir iyonlar1 ile kompleks olusturabildigi i¢in demir ve
bakir katalizorlerini elimine ederek oksidatif etkinin azaltilmasinda kullanilan sentetik
bir antioksidan madde oldugu bilinmektedir. Biitil hidroksitoluen (BHT), Biitil
hidroksianisol (BHA) ve Ter-butilhidrokinon (TBHQ) bilinen diger gida antioksidanlari
arasinda yer almaktadirlar (61, 108, 109).

4. Bitkisel Antioksidanlar: Bitkiler (yagli tohumlar, tahillar, sebzeler, meyveler,
baharatlar ve cay), hayvansal iirlinler, enzimler ve bazi mikroorganizmalar en 6nemli
dogal antioksidan ajanlar olarak bilinmektedirler (110). Yapilan g¢alismalarda bu
ajanlarin antioksidan aktivitelerinin flavonoitler, fenolik asitler, karotenoitler (Vitamin
A), Vitamin E ve Vitamin C gibi dogal bilesiklerden kaynaklandig1 vurgulanmaktadir
(61, 86, 111).

E vitamini, yagda ¢oziinebilen ve tiim hiicre membranlarinda yer alan antioksidan
bir ajan olarak kabul edilmektedir. Sekiz izomeri oldugu bilinmesine ragmen; biyoaktif
sekli a-tokoferol oldugu bilinmektedir. Lipit peroksidasyonunu engelleyerek hiicresel
yapilarin korunmasinda rol oynamaktadir. Antioksidan aktivitesini radikallerin yok
edilmesi, zincirin kirilmasi, baskilama, bozulan yapilarin onarilmasi ve endojen
savunma sistemlerinin gii¢lendirilmesi gibi ¢esitli mekanizmalar1 bir arada kullandigi

i¢in giiclii bir ajan olarak bilinmektedir (112).

Askorbik asit, hiicrede ekstraseliiler ortamda bulunan ve suda ¢oziinebilen 6nemli
bir antioksidan ajan olarak bilinmektedir. ROS ve RNS’lerinin viicuttan
uzaklastirilmasinda ve lipitlerde ¢oziinen radikallerin temizlenmesi sirasinda olusan a-
tokoferoksilin  yeniden a-tokoferole doniismesinde koantioksidan olarak gorev
almaktadir (113).

Karotenoitlerin ¢oklu doymamis yapilart onlarin kolay okside olmalarini
saglamaktadir. Karotenoitler viicutta A vitaminine doniisebildikleri igin provitamin

olarak taninmaktadir ve singlet oksijenin viicuttan uzaklastirilmasinda en etkili olan
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antioksidan olarak bilinmektedir. Likopenin en etkili antioksidan aktiviteye sahip
Karotenoit oldugu kaydedilmektedir (114).

Fenolik bilesikler benzen halkasmna bagli -OH grubu igeren bilesikler olup,
peroksil  radikallerinin  viicuttan  uzaklastirlmasinda  gbérev  alarak, lipit
peroksidasyonunu inhibe etmektedirler (115). Flavonoitler bitkilerde yaygin olarak
bulunan  fenolik maddelerden olup, peroksil ve alkoksil radikallerinin
uzaklastirilmasinda radikal temizleyici ve zincir kirici mekanizmalarla antioksidan etki
gostermektedirler (116). Fenolik bilesiklerin diger bir iiyesi olan antosiyaninler, Fe ve
Cu gibi gecis metal iyonlariyla selat olusturarak ve protein baglama gibi farkl

mekanizmalarla antioksidan etki gostermektedirler (117).

Karotenoitler, fenolik bilesikler, alkaloitler, azot igeren bilesikler ve organosiilfiir
bilesikleri olmak {izere smiflandirilan fitokimyasallardan fenolik bilesikler ve

karotenoitler lizerine yapilan ¢aligmalarin daha fazla oldugu bilinmektedir (118).
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4.7.3. Total Antioksidan Belirleme Yontemleri

Bitkisel iiriinlerin ve gidalarin antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in
kullanilan farkli metotlar, elektronun ve hidrojen atomunun transferine dayali olmak

tizere iki grupta incelenmektedir.

Hidrojen atomunun transferine dayali (HAT) yontemler, azo bilesiklerin yikimi
sonucu meydana gelen peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat arasindaki
rekabetini temel almaktadir. Burada kullanilan yontemler ¢oziicii ve pH etkisinden
kismi olarak bagimsizdir ve analiz ¢ok kisa bir silirede ger¢eklesmektedir. HAT
yontemler oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC), toplam radikal yakalayici

antioksidan parametre (TRAP) ve krosin beyazlatma yontemlerini kapsamaktadir.

Elektron transfer yontemleri (ET), antioksidanin radikali indirgeme giiciinii
kolorimetrik olarak oOl¢mektedir. Baska bir deyisle, ET yontemleri antioksidanin
indirgeyici yetenegini, HAT yoOntemleri substratin hidrojen verebilme yetenegini
Olemektedir. ET reaksiyonlari; ¢oziicli ve pH'a baglimli olmasinin yaninda daha yavas
gerceklesmektedir (120, 121). Folin-Ciocalteu ayiraci ile toplam Fenolik yontemi
(FCR), Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), demir iyonu indirgeyici
antioksidan giic (FRAP), oksidan olarak bakir (II) kullanan toplam antioksidan
potansiyel yontemi (CUPRAC) ve DPPH yo6ntemi elektron transferine dayali yontemler
olarak bilinmektedir. Genellikle hidrojen atomunun transferini olgen yontemler,
elektron transferini Olgen yontemlerle kiyaslandiginda daha fazla tercih edildigi

gozlenmektedir (122).

4.7.3.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite
Tayini

DPPH radikal siiptirme kapasitesi analiz yontemleri, dogal bilesiklerin antioksidan
kapasitesini tayin etmek icin siklikla kullanilmaktadir (123). Brand-Williams ve
ark.’lar tarafindan ilk olarak 1995 yilinda gelistirilen metodun, daha sonra Sanchez ve
ark.’lart tarafindan 1998 yilinda modifiye edildigi bilinmektedir (124). Bu yontemin
temelini antioksidan tarafindan DPPH radikaline bir protonun aktarilmas: ve 517 nm’de

absorbansin spektrofotometrik olarak dlgiilmesi olusturmaktadir (122).
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DPPH radikal siiptirme kapasitesi analiz yontemi, basit, hizl1 ve farkli 6rneklerin
¢Oziiniirliiklerine imkan sagladigindan ¢ogu numunenin antioksidan aktivitesinin tayin
edilmesine izin vermektedir. Fakat bu metodun 1s1k, oksijen ve kirlilikten etkilemesi

kullanimini belli oranda sinirlandirmaktadir (123).

N N

NO NO,

Sekil 3. DPPH radikalinin indirgenme reaksiyonu (Ozkan’dan, 125)

4.7.3.2. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

Benzie ve Strain tarafindan gelistirilen bu yontemde Fe**iin indirgenme
kapasitesinden yararlanarak antioksidan maddelerin toplam miktar tayini saptanmaktadir.
Yéntem, diisiik miktarlarda olusan Fe*iin TPTZ ile tepkimesi sonucu Fe(lll)-TPTZ
kompleksinin, antioksidan varhginda Fe'®ye indirgenerek Fe(I)-TPTZ kompleksini
olugturmasi esasina dayanmaktadir. Meydana gelen Fe(ll)-TPTZ kompleksinin rengi
koyu mavi olup 593 nm’de maksimum absorbans vermektedir (126). Sonuglar, E
vitamininin suda ¢oziinebilen tiirevi olarak bilinen ve standart madde olarak kullanilan
Troloks esdegeri olarak verilmektedir. Yontem, diger antioksidan aktivite yontemlerine

gore daha basit, hizli ve ucuz olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (127).

whoksudan

(I11) N h N () SN

[ Fe(II(TPTZ),) [ F(IMNTPTZ) ). A= 593 it

Sekil 4. FRAP Reaktifi ile antioksidan molekiil arasindaki tepkime (Ozkan’dan, 125)
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4.7.3.3. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayin Yontemi (Folin-Ciocalteu Reaktifi,
FCR)

Singleton ve ark.’lar tarafindan antioksidanlarin toplam fenolik madde miktarinin
tayin edilmesi i¢in gelistirilen yontem, fenolik bilesikler ve diger indirgeyici
bilesiklerden molibdenyum’a elektron transfer edilmesi ile olusan mavi renkli
kompleksin 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir
(122, 128). Analiz sonuglar1 kullanilan standart bilesik esdegeri olarak verilmektedir.
Ornegin gallik asit kullanilirsa gallik asit esdegeri olarak belirlenirken; son yapilan
calismalarda, tannik asit, klorojenik asit, kafeik asit, protokatesik asit, vanilik asit ve

ferulik asitin de standart madde olarak kullanildigina rastlanmaktadir (126).

FCR yontemi, gidalarin ve bitkisel ekstrelerin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesinde basit, tekrarlanabilir ve giivenilir bir yontem olarak tercih edilmesine
ragmen; uygulama zamaninin uzun olmasi, reaksiyonun sulu ortamda olmasi lipofilik
bilesikler i¢in uygulanamamasi ve fenolik bilesenlerin sadece alkali ortamda reaksiyon

vermesi, yontemin kullanimini sinirlandirmaktadir (122, 126, 127).
4.7.3.4. Cu (II) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

Apak ve ark.’lar tarafindan bulunan yontem, Cu*®nin indirgenerek 2,9-dimetil-
1,10-fenantrolin (Nc) ile bakir(I)-neokuproin kompleksini olusturmast ve 450 nm’de
maksimum absorbansmin Olclilmesi esasina dayanmaktadir (76). pH’in kolay
ayarlanabilmesi, analizdeki maddelerin yeniden kullanilabilmesi, stabil olmasi, basit,
diisiik maliyetli olmasi ve lipofilik numunelere uygulanabilmesi yontemin tercih

edilmesini artirmaktadir (128).
Cu(Nc); *2 + Ar(OH), <> nCu(Nc)," + Ar(=0)n + nH*

4.8. Fitokimyasallar ve Antimikrobiyal Etkileri

Bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotiklerin asir1 ve bilingsiz
kullanimi, direngli bakteri suglarinin ortaya ¢ikmasina ve kiiresel boyutta antibiyotik
direnci sorununa sebep olmaktadir. (129). Bu durum, hastalik, 6liim ve saglik bakim
masraflari ile birlikte tedavi etkinligini diistirerek halk sagligini tehdit etmektedir (130).
Yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi veya mevcut antibiyotiklerin modifikasyonu

calismalarina ragmen; zamanla bakterilerin bunlara kars1 yeniden diren¢ olusturmalari
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ve direng faktorlerinin hizlica yayilma potansiyeli, bilim insanlarini yeni antimikrobiyal
kaynaklar kesfetme calismalarina yoneltmistir. Bu kaynaklardan en 6nemlileri bitki
tirlerinin yapisinda bulunan ¢esitli maddelerdir. (131). Yapilan bir¢ok arastirmada,
bitkilerin igerdigi fenolik bilesiklerin, terpenik bilesiklerin, esansiyel yaglarin,
alkaloitlerin, lektinlerin, polipeptitlerin ve poliasetilenlerin antimikrobiyal etkili
oldugunun tespit edilmesi, bitkileri yeni antibiyotik arayisindaki ¢aligmalarin odagi
haline getirmektedir (132-135).

Bitkilerde bulunan bilesiklerin direk ya da dolayli olarak, hiicrelerin biyokimyasal
stireclerinde etkili oldugu ve membranlarda meydana getirdigi degisikliklerle hiicrelerin
fizikokimyasal yapilarin1 bozduklar1 bilinmektedir. Dogal bilesiklerden biri olan
terpenler, hidrofobik yapilar1 sayesinde, hiicre membraninda bulunan lipitlerle
reaksiyona girerek, hiicre zarinin permabilitesini degistirmektedir. Bu durum
membranda ger¢eklesen madde transportunu etkileyerek, normal hiicresel isleyisi
bozmaktadir. Ayrica terpenlerin, hiicre zarinda bulunan proteinlerle de etkilestikleri

bildirilmektedir (135).

Bitkilerin {irettigi aromatik bilesiklerin cogunu fenolik bilesikler ve tiirevleri
olusturmaktadir. Bu sekonder metabolitlerle ilgili ¢ok sayida antimikrobiyal
aragtirmanin  yapildig:r bilinmektedir (135, 136). Ornegin; tanenlerin hidrofobik
etkilesimlerle, hidrojen bagi olusturarak veya kovalent olarak amino asit ve proteinler
gibi organik bilesiklere baglanabilen polifenolik bilesiklerden oldugu bilinmektedir.
Yapilan arastirmalarda tanenlerin substratlarla, enzimlerle ve metal iyonlariyla
kompleks olusturabilme 0Ozellikleri sayesinde, bakteriler iizerinde toksik etki

gosterebilecekleri vurgulanmaktadir (137, 138).

Flavonoitlerin antimikrobiyal etkileri ile ilgili farkli yaklagimlar bulunmaktadir.
Hipotezlerden birine gore, flavonoitlerin sitoplazmik membranin islevini bozarak hiicre
zarinin  akigkanligini  azalttigt ve bdylece mikroorganizmalarin inhibisyonunu
sagladiklar1  disliniilmektedir. Bagka bir yaklasimda, flavonoitlerin  enerji
metabolizmasini inhibe ettigi ve boylece enerji gerektiren molekiil sentezi veya madde
tasinim1  gibi fonksiyonlarin bozulmasina neden olarak antimikrobiyal aktivite

gosterdigi ileri stiriilmektedir (139). Flavonoitlerin proteinlere olan afinitesi onlarin
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antiviral etkileriyle iliskilendirilmekte; metil kersetinin, poliovirusun DNA

replikasyonunu ve protein sentezini engelledigi bildirilmektedir (140).

Ugucu yaglarin bakterisidal, viriisidal, fungisidal, antiparazit ve insektisidal etkili
olduklar1 ve bu oOzellikleri sebebiyle tip, kozmetik, farmakoloji, tarim ve gida
sanayisinde siklikla tercih edildigi bilinmektedir. Bitkilerden hidrodistilasyonla elde
edilen ugucu yaglarin terpenler, terpenoitler, fenolik ve alifatik bilesiklerden olusan
kompleks yapilari, onlarin bakterilerde g¢esitli hiicresel yapilar1 hedef alarak
antimikrobiyal etki gosterdikleri disliniilmektedir. Ucucu yaglarin, sitoplazma
koagiilasyonu ile lipit ve proteinlerle etkileserek hiicre zar gecirgenligini degistirdikleri
ve hiicrenin lizizine sebep olduklar1 bildirilmektedir. Yapilan c¢alismalarda, ugucu
yaglarin bakterilere ve funguslara olan toksik etkisinin, yapisinda bulundurdugu

fenoller, aldehitler ve alkollerden kaynakli oldugu da vurgulanmaktadir (141-143).

Alkaloitler, bitkiler tarafindan sentezlenen, azot ihtiva eden heterosiklik bilesikler
olup, alkaloit ve tiirevlerinin antimikrobiyal etkilerinin oldugu yapilan g¢alismalarla
gosterilmistir (136, 144). Alkaloitlerin antimikrobiyal etki mekanizmalar1 iizerinde
yapilan caligmalarda, alkaloitin mikroorganizmanin DNA’sia interkalasyonu sonucu

antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmektedir (136).

Antimikrobiyal peptitlerin nasil etki gosterdikleri hakkinda yapilan g¢alismalarda,
peptitlerin  antimikrobiyal ozelliklerinin, mikroorganizmalarin hiicre membran

proteinleri ve iyon kanallarini etkilemesi sonucu olusturduklari membran hasari ile

iligkili oldugu gosterilmektedir (136, 145).

Kinonlar yiiksek oranda reaktif 6zellige sahiptir ve yapisinda iki keton siibtitiienti
tastyan aromatik halka ihtiva etmektedirler. Kinonlarin antimikrobiyal etkileri,
proteinlerdeki niikleofilik amino asitlerle geri doniigiimsiiz olarak baglanmasina
dayanmaktadir. Mikroorganizmalarda membran proteinleri, yiizey adhezinleri ve
membrana bagli ¢cogu enzim, kinonlarin hedefledigi yapilar arasinda yer almaktadir

(146).
4.9. Enzimler Hakkinda Genel Bilgiler

Enzimler, organizmada meydana gelen metabolik reaksiyonlarin hizlanmasini ve
daha uygun sartlarda gerceklesmesini saglayan protein yapisindaki biyolojik katalizorler

olarak tanimlanmaktadir (147).
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Reaksiyonlarin hizi artiran baska katalizorler de bulunmaktadir. Ancak bu
kimyasal katalizorler ile enzimler arasinda belirgin farklarin oldugu agiklanmaktadir.
Enzimlerin katalitik etkinlikleri, kimyasal Kkatalizorlere kiyasla 10°-10% kat daha fazla
oldugu bilinmektedir. Enzimler substrat 6zgiinliigii a¢isindan son derece hassastir, bir
substrata veya ayni islevde gorevli substrat serisine karsi etkindirler. Bu 6zellik viicutta
ayni anda birden fazla metabolik reaksiyonun meydana gelmesini saglamaktadir.
Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH’da ve normal viicut sicaklifinda

gerceklesmektedir (147).

Enzimlerin spesifik ve ¢ok diisilk miktarlarda bile reaksiyonlar1 katalizlemeleri
gida ve kimya endistrisinde; tipta, eczacilikta, ziraat gibi alanlarda teshis ve tedavi
amaciyla kullanilmalarini saglamaktadir (148). Indirgenme ve yiikseltgenme olayini

katalizleyen enzimlerdir.

Enzimlerin etkiledikleri substratin sonuna -az eki getirmek suretiyle
isimlendirilmeleri karigikliklara sebebiyet verdiginden, Uluslararas1 Biyokimya Birligi
tarafindan olusturulan IEC, enzimlerin adlandirilmasinda ve smiflandirilmasinda
uygulanacak kurallar1 tespit ederek, enzimleri reaksiyon mekanizmalarina gore alti

siifa ayirmaktadir. Bunlar:

Oksidorediiktazlar: Oksidorediiktazlar, substratlarin indirgenme ya da
yiikseltgenme reaksiyonlarim1  katalizlemektedirler. Dehidrojenazlar, sitokromlar,
oksidazlar ve oksijenazlar bu gruba dahil olan enzimlerdir. Tirozinaz enzimi de

oksidorediiktaz sinifi bir enzim olarak bilinmektedir.

Transferazlar: Molekiilde bulunan hidrojen disinda, baska gruplarin (C, N ve
fosfor tasiyan gruplar) transferini katalizleyen enzimlerdir. Tek karbonlu gruplarini,
aldehit ve keton gruplarini, agil gruplarini, glikozil gruplarini, fosfat gruplarini, kiikiirt

igeren gruplarin transferini saglamaktadirlar.

Hidrolazlar: Su yardimiyla molekiilleri olusturan baglarin  yikilmasini
katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar, glikozil bilesiklerinin, ester, eter, peptit
baglarinin, diger C-N, asetanhidrit, C-C, C-P, C-halojen, C-S, P-N, S-S baglarinin
hidrolizini saglamaktadirlar. Kolinesterazlarin, hidrolaz enzim ailesine iiye oldugu

bilinmektedir.
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Liyazlar: C-C, C-O, C-N ve C-S baglarini oksadatif ve hidrolitik disinda farkli

bir mekanizma ile kiran reaksiyonlari katalizlemektedirler.

Izomerazlar: Molekiil ici diizenleme yaparak optik ve geometrik izomerlerin
rasemizasyonunu Kkatalizlemektedirler. Rasemazlar, epimerazlar, cis-trans izomerazlar,
intramolekiiler oksido rediiktazlar, intramolekiiler transferazlar, intramolekiiler liyazlar

ve diger bu aileye ait enzimler olarak bilinmektedir.

Ligazlar: ATP, ADP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden saglanan enerjiyi
kullanarak iki molekiiliin birlesmesini katalizlemektedirler (147, 149, 150).

4.9.1. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerle reaksiyona girmesine ragmen, substrat gibi yeni bir iirline donligmeyen
maddeler bulunmaktadir. Bu maddeler enzimle katalizlenen reaksiyonun hizini
azaltabilir ya da engelleyebilen maddelere inhibitor, enzim katalizinin engellenmesi

olayina ise inhibisyon adi verilmektedir (150, 151).
4.9.1.1. Geri Doniisiimlii (Reversibl) Enzim inhibisyonu

Geri doniisiimlii enzim inhibisyonlarinda substrat ya da enzim konsantrasyonunun

degismesi, enzim ile inhibitér madde arasindaki iligkiyi etkilemektedir.

Yanismal (Kompetatif) Enzim Inibisyonu: Yarismali inhibisyonda, yapisal
olarak substrata benzeyen bir madde, enzimin aktif bolgesine baglanarak, enzim ve
substrat arasindaki iligkiyi Onler ve enzimin katalitik etkisini yavaslatmaktadir. Klasik
bir 6rnek olarak siiksinik asitin siiksinat dehidrojenaz enzimi ile fumarik aside
doniistiiriildiigi sitrik asit donglisiinde, ortamda malonik asidin bulunmasi yapisal

benzerligi nedeni ile bu doniisiimii yavaglatmaktadir (151, 152).

Enzimle katalizlenen bir tepkimede ulasilmasi gereken maksimum hizinin
yarisinda substratin esit oldugu konsantrasyon, Ky, degeri olarak ifade edilmektedir ve
bu degerin artmasi enzimin substrata olan ilgisinin azaldigini ifade ederken; degerin
azalmasi enzimin substrata olan ilgisinin artigini ifade etmektedir. Yarigmali enzim
inhibisyonunda, inhibitér madde, enzimin substratina olan ilgisini azalttig1 icin K

degeri biiyiirken, Vyax degeri degismemektedir (150).
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Sekil 5. Yarismali enzim inhibisyonu (Ulakoglu Zengin’den, 150)

Yarismali Olmayan (Nonkompetatif) Enzim Inhibisyonu: Yarigmali olmayan
inhibisyonunda substrat ve inhibitér maddenin yapisal benzerligi s6z konusu degildir.
Inhibitér madde enzimin aktif bdlgesi disinda baska bir yere baglanarak enzimin
substratla reaksiyona girme hizinda degisiklik meydana getirmezken {iriin olusma hizina
engel olmaktadir (151). Bu inhibisyonda Ky, degeri degismez ancak tepkimenin Vmax
degeri azalmaktadir (150)

Baz1 enzimler, fonksiyonel olarak aktif olabilmesi i¢in yapilarinda -SH gruplari
tagimaktadirlar. Enzimin normal sekilde goérev yapabilmesi igin bu gruplarin
bozulmadan korunmasi gerekmektedir. Ag®, Hg®, ve Pb2" gibi agir metaller tiyol

gruplarina baglanarak enzim inhibisyonuna neden olmaktadir (151).
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Sekil 6. Yarigsmali olmayan enzim inhibisyonu (Ulakoglu Zengin’den, 150)

Yarismasiz (Ankompetitif) Enzim Inhibisyonu: Bu inhibisyonunda inhibitor,

yarismali olmayan inhibitérde oldugu gibi, enzim iizerinde substratin baglandig aktif
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bolgeden fakli bir yere geridoniisiimlii olarak baglanmaktadir. Bu inhibisyonda fark,
yarismali olmayan inhibitor, serbest enzime veya enzim-substrat kompleksine
baglanmasina ragmen; yarismasiz inhibitér, yalnizca enzim-substrat kompleksi
olustuktan sonra komplekse dahil olmaktadir ve inhibisyon sonucunda hem Vp,x hem

Km degeri azalmaktadir (150).
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Sekil 7. Yarismasiz enzim inhibisyonu (Ulakoglu Zengin’den, 150)

4.9.1.2. Geriye Déniisiimsiiz (Irreversibl) Enzim Inhibisyonu

Geriye doniisiimsliz enzim inhibisyonu, inhibitdriin enzim ilizerinde bulunan ve
katalitik aktivitesi igin gerekli fonksiyonel grubu koparmasi ya da ona geriye
doniisiimsiiz olarak baglanmasi sonucu gergeklesmektedir. Inhibitdr, aktif bolgeye
kovalent olarak baglanarak enzimin yapisinda degisime sebep oldugu icin doniistim
olmamaktadir (150). Ornegin; sinir gazlarindan diizopropil fosfofluoridat (DIPF),
asetilkolini pargalayan asetilkolinesteraz enziminin tersinmez olarak inhibe ederek
felglere neden olmaktadir (150, 151).

4.9.2. Tirozinaz Enzimi Hakkinda Genel Bilgi

Polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya katekolaz olarak da anilan bu
enzim, substrat olarak mono/di-hidroksifenilalanine segiciligi sebebiyle tirozinaz olarak

isimlendirilmistir (153).
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Bertrand tarafindan 1850°li yillarda bulunan tirozinaz enzimi, afinite
kromotografisi ile saflagtirilan ve organik bir molekiiliin yapisina oksijen transferi

yapabildigi tanimlanan enzimlerden ilki olarak bilinmektedir (154-156).

Tirozinaz enziminin elde edildigi kaynaga gore farkli sayida alt birimlerden
olusan oligomerik bir yapiya sahiptir ve aktif bolgesinde bakir atomunun aktivitesi i¢in

gerekli oldugu bildirilmektedir (157).

Tirozinaz enzimi, dogada memelilerde, bitkilerde, mikroorganizmalarda ve
mantarlarda bulunmdugu kayithdir. Hayvansal organizmalarin 6zellikle deri, sa¢ ve goz

pigmentlerinde yer almaktadir (154, 158, 159).

Tirozinaz, molekiiler oksijeni kullanarak monofenollerin o-difenollere ve o-
difenollerin o-kinona oksidasyonunu igeren ardisik iki farkli reaksiyonu katalizledigi
kabul edilmektedir. Tirozinaz enziminin bu reaksiyonlarda katalizledigi aktivitelere

sirasiyla kresolaz aktivitesi ve katekolaz aktivitesi ad1 verilmektedir (153, 160).

1

OH O
OH
Tirozinaz
+ 0 ——m4m8» + H0

Fenol Katekol
OH o
OH 0
Tirozinaz =
2 + 0 —2 b 21,0
Katekol o-Benzokinon

Sekil 8. Tirozinaz enziminin kresolaz ve katekolaz aktivitesi (Ozgelik’den, 161)
Tirozinaz, viicutta melanin sentezinde rol oynayan enzimlerden en 6nemlisi olarak

bilinmektedir. Sekil 9’da goriildiigii gibi, melaninin biyokimyasal eldesi, tirozinin

tirozinaz enzimi tarafindan oksidasyonu ile baslayarak devam etmektedir (153).

40



cOcH  Tirozinaz H cooy _ Tirozinzz 0CH
NH, 0, H I 'H: 0, ¥H,

Tirozin DOPA DOPA lanon
H &0
H N +co, COOH 0, mwm
= i ) 5 NH

5.6-Dihidroksimdol DOPA krom Léko-DOPA krom

Sekil 9. Tirozinaz tarafindan tirozinden melanin olusumu (Cortenlioglu’ndan, 157)

4.9.2.1. Dogal Kaynaklardan Elde Edilen Tirozinaz Inhibitorleri

Bugiine kadar yapilan calismalarda, tirozinaz enzim iizerine inhibitor etkisi
oldugu kanitlanan bilesiklerin bitkilerden ve mantarlardan elde edildigi belirtilmektedir

(152, 162).

Bitkiler zararli yan etkileri olmayan, biyolojik ortamda fizyolojik etkileri bulunan
bilesikler igermektedirler ve bu konuda calismalar giinlimiizde de devam etmektedir.
Tirozinaz enzim {izerine etkili bilesikler, arastirmalari devam eden konulardan biri

oldugu vurgulanmaktadir (152).

Yiiksek bitkilerden elde edilen tirozinaz inhibitdrleri fenoller, aldehitler ve diger

tiirevleri olmak tizere iki grupta toplanmaktadir (162).

Fenoller: Bitkilerde bulunan bu grup kimyasal bilesikler dogada yaygin olduklari,
bitkilerin kabugunda, kokiinde veya yapraklarinda kompleks ya da taze meyvalarda,
sebzelerde ve cayda basit bilesikler seklinde bulunabildikleri bilinmektedir.

Dogal kaynakli inhibitorlerin etkilerinin belirlenmesi hakkinda yapilan ¢alismalar,

flavonoitlerin enzim inhibisyonunu enzimin aktif bolgesinde yer alan bakirla selat
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olusturma yetenekleri ile iliskilendirmektedir (163, 164). Bugiine kadar g¢esitli
bitkilerden, tirozinaz inhibitor etki gosteren kemferol, kesretin, luteolin 4’-O-glukozit
ve luteolin 7-O-glukozit gibi farkli flavonoit tiirlerinin izolasyonu gergeklestirilmistir.
(165-168). D-glukozun ¢apraz esterlesmesiyle olusan gallik asit ve tiirevlerinin de gii¢lii
tirozinaz inhibitdr etki gosterdikleri bilinmektedir (169-171). Yapilan calismalarda
gallik asit ve esterlerinin optimum tirozinaz enzimin inhibisyonu, 3-pozisyonundaki

galloil kismi1 ve zincir uzunlugu ile iliskilendirilmektedir (172).

Tirozinaz enziminin kresolaz ve katekolaz aktivitesini inhibe eden p-Kumarik
asit’in para pozisyonunda bulunan hidroksi grubunun kresolaz aktivitesini arttirirken

katekolaz aktivitesini diisiirdiigti belirtilmektedir (173).

Oksiresveratrol giiglii tirozinaz inhibitor etki gosteren diger bir fenolik bilesik
olarak bilinmektedir. Bu etkinin yapisinda bulundurdugu maksimum hidroksi

gruplarinin varhigr ile ilgili oldugu bildirilmektedir (174).

Aldehit ve diger tiirevleri: Bitkilerden izole edilen aldehit ve tiirevlerinin biyolojik
olarak 6nemli siilfidril, amino ve hidroksi gruplar1 gibi niikleofilik gruplarla reaksiyon
verdigi bilinmektedir (175). Bu maddeler, enzimlerin yapisinda bulunan amino gruplari
ile etkileserek Schiff bazi1 olugturmasi sonucunda tirozinaz enzimi iizerine inhibisyon

ozellik gosterdigi soylenmektedir (176).

Kojik asit, Azelaik asit ve Metallotiyonin’in mantar kokenli tirozinaz enzim
inhibitorleri oldugu bilinmektedir (175-179). Aspergillus niger ve Penicillum tiirleri
tarafindan tretilen kojik asit, gecis metal iyonlar1 ile selat olusturabilme Ozelligine
sahiptir ve bu sayede tirozinaz enziminin yapisinda yer alan bakir iyonu ile etkileserek,
enzimin aktivitesini inhibe etmektedir (177, 178, 180).
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Tablo 3. Dogal kaynakli gesitli tirozinaz inhibitorleri ve elde edildigi kaynaklar

(Parvez’den, 175).

inhibitor Bilesik Kaynak

Arbutin Arctostaphylos uva-ursi
Aloesin Aloe barbadensis
Anakardik asit Anacardium occidentale
Anisik asit Pimpinella anisum
Anisaldehit Pimpinella anisum
Kumik asit Cuminum cyminum
Kuminaldehit Cuminum cyminum

5-Hidroksimetil-2-furfural
9-Hidroksi-4metoksipisoralin
4-Hidroksi-3metoksinnamik asit
p-Kumarik asit

ECG

EGCG

3,4-Dihidroksinnamik asit
Kemferol

Oksiresveratrol
Trans-Sinnamaldehit

La, Lb

Agaritin

Kojik asit

Azelaik asit

Metallotiyonin

Dictyophora indusiata
Angelica dahurica
Pulsatilla cernua
Panax ginseng

Thea ginseng

Thea ginseng
Pulsatilla cernua
Crocus sativus

Morus alba
Cinnamomum cassia
Agaricus hortensis
Agaricus bisporus
A.niger, A. penicillum
Pityrosporum ovale

Aspergillus niger

4.9.2.2. Tirozinaz inhibitorlerinin Uygulama Alanlar

Tirozinaz, proteinlerin amino ve siilfidril gruplarn ile etkileserek

sebze ve

meyvelerde irreversible olarak kahverengilesme reaksiyonlarini katalizlemektedir. Aktif

tirozinaz varligina, fenolik bilesiklerin konsantrasyonuna, oksijen varligina, pH ve

sicaklik kosullarina bagli meydana gelen bu durumun sebep oldugu istenmeyen tat ve

renk olusumunu 6nlemek i¢in uygulanan geleneksel yontemlerin, otoklav ve agartma,

yiyeceklerde besin kaybina sebep oldugu bilinmektedir. Giinlimiizde gida endiistrisinde

meyve ve sebzelerin ekonomik degerlerinin korunmasinda tirozinaz inhibitorlerinin

kullanim1 olmakla birlikte sentetik olanlarin yerine giivenle kullanilabilecek dogal

bilesiklere ihtiya¢ duyuldugu kabul edilmektedir (152, 175, 181).
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Tirozinaz enzim aktivitesinin baskilanmasi, tarimda haserelerle miicadelede
kullanilan ~ yontemlerden  biridir.  Ciinki{i, tirozinaz enziminin  haserelerde,
melanogenezde ve parazitlerin enkapsiilasyonunda gorevli bir enzim oldugu
bilinmektedir (182, 183).

Enzimlerin cevresel atiklarla olan miicadelede kullanimi faydalanilan ekonomik
ve verimli yontemlerden biri oldugu bilinmektedir. Atiklarda bulunan zararli fenolik
bilesiklerin  uzaklastirilmasinda, tirozinaz enziminin kresolaz ve katekolaz

aktivitesinden yararlanilabilmektedir (152).

Memelilerin cilt ve sa¢ rengini etkileyen faktorlerden en Onemlisi melanin
pigmentasyonudur. UV 1sinlar1 absorblayarak cildi UV hasarma ve ROS’lara karsi
koruyan melanin, viicutta epidermisde melanosit hiicrelerinde sentezlenmektedir (16,
184, 185). Hiicrelerde bulunan pigmentlerin  gelisigiizel dagilimi sonucu
hiperpigmentasyon veya hipopigmentasyon, aktinik hasarlar, melazma, ¢il ve yasa bagh
lekeler gibi farkli dermatolojik bozukluklar meydana gelmektedir. (186). Tirozinazin
melanin pigmentasyonunda gorevli en Onemli enzimlerden biri oldugu kabul
edilmektedir. Bu durum, kozmetik ve farmasétik endiistrilerinde, dogal kaynaklardan
elde edilen ve melanin olusumunu engelleyen tirozinaz inhibitorlerine olan ilgiyi

baglatmistir (175).

Tirozinaz cesitli otoimmiin bozukluklarda otoantijen olarak taninmaktadirr.
Vitiligo hastalarindan elde edilen serumlar ilizerinde yapilan c¢aligmalarda, melanosit
antijenlerine kars1 yonlendirilmis antikorlarin varligi ve sentezinden bahsedilmektedir.
Lokal ve yaygin vitiligolu hastalar karsilastirildiginda, yaygin vitiligolu hastalarda IgG
anti-tirozinaz antikorlarinin daha fazla oldugu bulunmustur. Bu antitirozinaz antikorlari
diger otoimmiin bozukluklarinin otoantijenleriyle herhangi bir capraz reaksiyona
girmedigi veya tirozinaz aktivitesini baskilamadig1 belirlenmistir. Bu durum, tirozinazin

vitiligonun tanisinda kullanilabilecek bir otoantijen olabilecegini agiklamaktadir (187).

Yapilan bir calismada, beyin hiicrelerinde L-DOPA’nin glutatyonun hiicre i¢i
seviyesini artirarak hiicresel antioksidan savunma mekanizmasimi diizenledigi

gosterilmektedir (175).

Tirozin, sinir hiicrelerinde hidroksilasyonla L-DOPA’ya; L-DOPA da
dekarboksilasyon tepkimesi ile dopamin’e doniismektedir. L-DOPA, katekolaminler
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olarak isimlendirilen tiirlerdendir ve norotransmitter bir madde olan Dopamin
sentezinde baglangi¢ maddesi olarak kullanilmaktadir (157). Tirozinaz, beyinde
dopaminerjik noronlarin tahrip olmasi vs bazi durumlarda katekolamin sentezinin
devamni saglamaktadir. Dopaminin oksidasyonu sonucu meydana gelen okside
dopamin tiirevleri dopamin kinon olarak bilinir ve bu iriinlerin Parkinson hastalig: ile
iliskilendirilen norotoksisiteye sebep oldugu bildirilmistir. Tirozinin dopakinona
doniisiimii tirozinaz tarafindan saglanmasi, enzim inhibitorlerinin parkinson tedavisinde
kullanilabilecek yeni yontemlerden biri olabilecegi diislincesini olusturmustur (188,

189, 190).
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Sekil 10. Tirozinaz tarafindan katekol o-kinonlarin ve diger ROS’larin iiretilmesi
Hasegawa’dan, 189)

4.9.3. Asetilkolin ve Metabolizmasi

Asetilkolin (ACh), Henry Hallet Dale tarafindan 1914 yilinda tanimlanan ilk
norotransmitter olarak bilinmektedir. ACh, merkezi sinir sistemi ile birlikte
parasempatik sinir sisteminde impulslarin iletilmesini ve sinir ve kas lifleri boyunca
biyoelektriksel akimin olugmasini saglayan ester yapisinda dnemli bir biyomolekiildiir

(191-193). Bunlarla beraber, ACh’nin iskelet kaslarinin kasilmasinda, parasempatik

45



Sinir sistemini uyararak kalp atisinin yavaslamasi, tiikiiriik salgisinin artmasi gibi

etkilerin ger¢eklesmesinde gorev aldigi bilinmektedir (194).

ACh, kolinerjik sinir hiicrelerinde kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimiyle
sentezlenmektedir. Sentezi sirasinda kullanilan asetil ve kolin (Ch), asetilkoenzim A
(Asetil-KoA)’nin hidrolizi ile meydana gelmektedir (194). Reaksiyonda kullanilan
asetil-KoA’nin ¢ogu, mitokondri i¢ membraninda, glikoliz sirasinda, piirivat
dehidrojenaz enzimi tarafindan sentezlenerek ChAT’in bulundugu sitoplazmaya
tasinmaktadir. Sentezde kullanilan Ch’in  kaynagini ise; besinler ve hiicre
membranindaki fosfolipitlerle birlikte ACh hidrolizi ile salinan kolin olusturmaktadir

(194).

Sentezlenen ACh, presinaptik noronlardaki vezikiillerde depolanmaktadir. Noron,
uyarildiginda vezikiiller sinaptik bosluga dokiiliir ve agiga ¢ikan ACh molekiillerinin
cogu postsinaptik ndronlarda bulunan reseptorlerine baglanarak impulsun postsinaptik
ndrona iletilmesini saglamaktadir. Sinir uyarisinin iletilmesinin ardindan reseptdrden
ayrilan ve reseptorlere baglanmayan ACh, asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan hidroliz
edilmektedir. Aciga c¢ikan kolin yeniden kullanilmak {zere presinaptik ndrona

taginmaktadir (195).

Acetate
-+

Choline

,G.ulm\ %

Pyruvate Chofies

AChE
i

Sekil 11. ACh metabolizmasi (Jack’dan, 195)
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4.9.3.1. Kolinesterazlar Hakkinda Genel Bilgi

Kolinesterazlar; ACh, biitirilkolin ve asetiltiyokolin (ATCh) gibi kolin tiirlerinin
yikimini sagladigr ve hidrolaz ailesinin bir iiyesi oldugu bilinmektedir (196, 197).
Kolinerjik ve kolinerjik olmayan dokularda bulunan Kkolinesterazlar substrat
Ozgulligline, asir1 substrat varligindaki davraniglarina  ve inhibitorlere karsi
duyarhiliklarmma gore, gercek kolinesteraz ve spesifik olmayan kolinesteraz

(ps6dokolinesteraz) olarak iki sinifta incelenmektedir (194).

Gergek kolinesteraz, ACh’1 hidrolizini katalizleyen asetilkolinesteraz (AChE; E.C
3.1.1.7); psodokolinesteraz ise ACh ve diger kolin esterlerinin hidrolizini katalizleyen
biitirilkolinesteraz (BChE; E.C 3.1.1.8)’dir (194, 198, 199). AChE, beyin ve
eritrositlerde; BChE serum, pankreas, karaciger ve santral sinir sisteminde daha fazla

bulundugu bildirilmektedir (194, 198).

AChE’m temel fonksiyonu kolinerjik sinir iletimini sonlandirmak olmasina
ragmen BuChE’in fizyolojik Onemi tam olarak bilinmemektedir (194, 201).
Kolinesterazlar ayni zamanda hiicre yenilenmesi, farklilasmasi, farkli etkenler
sonucunda olusan strese yanit ve amiloid (beyin v.b. dokularda sentezlenen ancak
diizensiz plaklar seklinde birikmesi sonucu bir¢ok ciddi rahatsizliga sebep olabilen bir

protein) olusumunda da rol oynamaktadirlar (194).

AChE’1n aktif bolgesi “Katalitik anyonik site (CAS)” ve “Periferik anyonik site
(PAS)” olmak {izere iki adet baglanma alt {initesinden olusmaktadir. CAS olarak
adlandirilan birim, katalitik ti¢lii adiyla bahsedilen histidin, serin ve glutamik asit
aminoasitlerini icermektedir ve ACh’deki ester baglarinin hidrolizinden sorumlu oldugu
sOylenmektedir. a-anyonik ve p-anyonik bolge olmak iizere iki alt birimden olusan
ikinci baglanma bolgesi olan PAS, triptofanca zengindir ve ACh kuaterner amonyum
atomu ile etkilestigi bilinmektedir (201, 202). AChE aktivitesinin belirlenmesine
yonelik yapilan ¢aligmalarda, ACh’nin iki asamada hidroliz oldugu belirlenmistir.
Oncelikle, Histidin ve Serin kalintilarindan bir proton uzaklasmasi enzime niikleofilik
bir 6zellik kazanir; sonra 6zgiil Ser-O- kalintisinin niikleofilik hidroksil grubu ACh’le

tepkimeye girerek hidrolizi saglanir (201) .
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Sekil 12. ACh’nin AChE tarafindan parg¢alanmasi (Koganci’dan, 201)

4.9.3.2. Alzheimer (AH) ve AChE enzim iliskisi

Halk arasinda “bunama” olarak bilinen ve 1906’da Dr. Alois Alzheimer
tarafindan adlandirilan Alzheimer, merkezi sinir sisteminin (MSS) baz1 bolgelerindeki
hiicrelerin ve sinapslarin yok olmasina bagh olarak; biligsel islevlerde azalma, 6z bakim
yetersizlikleri, c¢esitli noropsikiyatrik ve davranmigsal bozukluklar ile karakterize
ilerleyici norodejeneratif bir durum olarak agiklanmaktadir (203-205). Alzheimer
hastaliginda goriilen beyin hiicrelerindeki kaybolmanin sebebi tam olarak
aciklanamamis olmasina ragmen; Olim sonrast Alzheimer hastalarinin beyinleri
tizerinde yapilan ¢alismalara gore genetik faktorler, anormal proteinler (amiloidler) veya
otoimmiin reaksiyonlar gibi ¢esitli faktorlerin sebep olabilecegi ileri siiriilmektedir
(206). “Kolinerjik hipotez” olarak tanimlanan kolinerjik sistemdeki degisimler bu
nedenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Yapilan arastirmalarda, AChE seviyesinin
Alzheimer hastalarinda arttigi belirlenmistir. Artan AChE aktivitesi glikojen sentaz
kinaz 3 (GSK3)’ii harekete gecirdigi ve bdylece apoptozla iligkili proteinlerin (kaspaz3
ve kaspaz 9) artisina sebep olarak hiicreleri apoptoza siiriikledigi ileri siiriilmektedir

GSK3, periferik ve merkezi sinir sisteminde bulunan, hiicre ¢ogalmasi, hiicre i¢i sinyal
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iletimini degistirerek glukoz regiilasyonu ve apoptoz basta olmak iizere proinflamatuar
sitokin ve interlokin tiretimi, cesitli protein kinazlarin aktivasyonu gibi siireglerde rol

oynamaktadir (201).

Ayrica proapoptotik (Bax, Bac, Bad) ve antiapoptotik (Bcl-2 ve Bcl-xL) proteinler
gibi baz1 apoptotik belirteclerin miktarlarinin farkli olmasi, dnciil kaspaz 8, 9 ve efektor
kaspaz 3, 6’nin varligi, AChE seviyesinin arttig1 kolinerjik noronlarda meydana gelen

apoptozisin agiklanmasina olanak tanimaktadir (206).

Amiloid prekiirsor proteini (APP), 21. Kromozom iizerinden kodlanan bir
transmembran proteinidir ve amiloid B (AB)’'nin AChE ile iliskili oldugu
gosterilmektedir (211). APP sentezi sirasinda 3 ve y sekretazlarin aktivitelerinin artmasi
bolgesel norotoksik etkilere sebep olan B kivrimli plaklarin (AB-42) olusmasini
tetiklemektedir. Beyin dokusunda AB-42’nin birikimi amiloid plak olusumunu ve AChE
miktarin1 artirdigi  sdylenmektedir (207). Artan AChE bazi protein sentezlerini
degistirerek APP iiretimini ve dolayisiyla AP tretimini etkiledigi belirtilmektedir (208).

ACh’nin anti-inflamatuar etkili oldugu bilinmektedir ve AChE miktarindaki artisa
bagli olarak ACh hidrolizindeki artis noronal faaliyetlerin eksikligine sebep olmaktadir.
Anti-inflamatuar aktivitenin azalmasi ve buna bagh olarak da inflamatuar aktivitenin
artmast (IL-1 o, IL-1B, IL-6, TNF-a), hastaligin seyrinde onemli rol oynadigi
diistiniilmektedir (209).

4.9.3.3. Alzheimer Hastahginda AChE Inhibitérlerinin Kullanilmas:

Yapilan arastirmalar, Alzheimer hastaliginda, AChE’nin artigina bagli olarak ACh
miktarindaki azalmanin hafizanin koétiilesmesine sebep oldugunu vurgulamaktadir.
Ayrica bu enzimin Alzheimer hastaligin diger bulgulaniyla da iliskili oldugunun
kesfedilmesiyle birlikte, kolinesteraz inhibitorii olan ilaglarin (antikolinesterazlar) kesfi
baslamistir ve kullanilan en etkili ila¢ grubunu olusturmaktadirlar. Antikolinesteraz
ilaglar, AChE’yi geri doniistimlii veya geri doniisiimsiiz olarak inhibe ederek
asetilkolinin hidrolizini engelleyerek asetilkolinin reseptorler diizeyinde aktivitesinin

artmasini saglamaktadir (210).
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Sekil 13. AChE inhibitorlerinin etki mekanizmasi (Jeger’den, 210)

Huperzin B, hopeahainol A, salvianolik asit, birulokinon ve asetil sikonin gibi
AChE inhibitorii oldugu bilinen maddelerin, néron model hiicrelerinde yapilan
calismalarda, H,O;’in hiicrelerde olusturdugu sitotoksik etkilere kars1 koruyucu oldugu

ve hiicrelerdeki apoptoz oranini azattigi bildirilmektedir (211-213).

Giliniimiize kadarki calismalarda elde edilen AChE inhibitorleri ile hastaligin tam
anlamiyla tedavisi miimkiin olmamaktadir; fakat semptomlarin yavaslamasini
saglayarak hastaligin ilerleyisini yavaslatmaktadir. Bu sebeple, son yillarda, yeni ve
dogal kaynakli koruyucu ve tedavi edici potansiyeli olan antikolinesteraz ajanlarin

bulunmasi ie ilgili aragtirmalarin arttig1 belirtilmektedir (201).
4.9.3.4. Bitkilerden AChE inhibitorleri

AChE enziminin inhibisyonu, Alzheimer hastaligi, yaslilik demansi, ataksi ve
myastenia gravis gibi norolojik bozukluklarin tedavisinde kullanilabilecek hedef
yontemlerden biri oldugu diisliniilmektedir. Bitkiler, AChE inhibitorlerinin kesfinde
potansiyel kaynak olarak gériilmektedir (214).

Norodejeneratif hastaliklar ve farkli nérofarmakolojik rahatsizliklar gibi kognitif
bozukluklarin tedavisinde birgok bitkinin geleneksel olarak kullanildig: bildirilmektedir
(214). Kore tibbinda hafiza ve bilincin gelistirilmesi i¢in kullanilan Acorus calamus,
Acorus gramineus, Bupleurum falcatum, Dioscorea batatas, Epimedium koreanum,
Poria cocos ve Zizyphi jujube tiirlerinden elde edilen methanol ekstreleri, kolinesteraz

inhibitor etkinlikleri a¢isindan arastirillmis ve A. calamus ve E. koreanum’a ait
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orneklerin sonucglarmin anlamli oldugu bildirilmistir (215). Ayrica farkli arastirmalarda

Stephania  suberosa,

Tabernaemontana divaricata,

Rhododendron

ponticum,

Rhododendron luteum, Corydalis solida, Glaucium corniculatum ve Buxus

sempervirens

turlerinin

de

belirtilmektedir (216-219).

antikolinesteraz

inhibitor

etkinliklerinin

oldugu

Tablo 4. AChE inhibitor etkinligine sahip oldugu bilinen bitkiler (Mukherjee’den, 214)

Tiir ad1 Familyas: Etkili kism Referans
Abutilon indicum Malvaceae Tamami 217
Acanthus ebracteatus Acanthaceae Toprak istii 217
Aegle marmelos Rutaceae Meyve posast 217
Albizia procera Leguminosae Kabugu 217
Bacopa monniera Scrophulariacea Tamami 219
Butea superba Leguminosae Kok kabuklari 217
Buxus sempervirens Buxaceae Tamami 217
Carthamus tinctorius Compositae Cigek 217
Cassia fistula Leguminosae Kok 218
Corydalis solida Papaveraceae Tamami 217
Cyperus rotundus Cyperaceae Tamami 217
Fumaria capreolata Fumariaceae Kok 218
Euphorbia antiquorum Euphorbiaceae Kok 218
Fumaria vaillantii Fumariaceae Kok 218
Fumaria kralikii Fumariaceae Kok 218
Fumaria asepala Fumariaceae Kok 218
Fumaria densiflora Fumariaceae Kok 218
Fumaria flabellate Fumariaceae Kok 218
Fumaria petteri Fumariaceae Kok 218
Fumaria macrocarpa Fumariaceae Kok 218
Fumaria cilicica Fumariaceae Kok 218
Fumaria parviflora Fumariaceae Kok 218
Fumaria judaica Fumariaceae Kok 218
Ginkgo biloba Coniferae Kok 219, 220
Glaucium corniculatum Papaveraceae Kok 218
Lycopodium clavatum Lycopodiaceae Kok 218
Mammea harmandii Guttiferae Cicek 217
Melissa officinalis Lamiaceae Toprak tistii 220
Michelia champaca Magnoliaceae Yapraklar 217
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Tablo 4. (Devam)

Tiir ad1 Familyas1 Etkili kism Referans
Mimosa pudica Leguminosae Tamami 217
Mimusops elengi Sapotaceae Cigek 217
Musa sapientum Musaceae Meyvesi 217
Myricaria elegans Tamaricaceae Toprakiistii 221
Nelumbo nucifera Nelumbonaceae Stamenleri 217
Paederia linearis Rubiaceae Tamami 217
Piper interruptum Piperaceae Kok 217
Piper nigrum Piperaceae Cekirdekleri 217
Plumbago indica Plumbagineceae Kok 217
Ptychopetalum olacoides Olacaceae Kok 222
Rhododendron luteum Ericaceae Tamami 217
Rhododendron ponticum var. ponticum Ericaceae Tanami 221
Rhodiola rosea Crassulaceae Kok 223
Salvia lavandulaefolia Lamiaceae Tamami 224-226
Salvia officinalis Lamiaceae Tamami 224-226
Stephania suberosa Menispermaceae Kok 217
Streblus asper Moraceae Cekirdekleri 217
Tabernaemontana divaricata Apocynacea Koki 217
Terminalia bellirica Combretaceae Meyvesi 217
Tiliacora triandra Menispermaceae Koki 217
Vicia faba Fabaceae Tamami 218

Etnofarmakolojik arastirmalar ve biyolojik aktivite rehberli izolasyon caligmalari,
AChE inhibitorlerinin bitkisel kaynaklardan elde edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir
ve Tablo 5°de bitkisel kaynaklardan elde edilen AChE Inhibitérleri yer almaktadir
(214).
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Tablo 5. AChE inhibitor etkinligi olan fitokimyasallar (Mukherjee’den, 214)

Bilesik ismi Simif Kaynak Referans
Assoanin Steroidal alkaloit Narcissus assoanus 227
Buksamin B Steroidal alkaloit Bucus hyr_cana 228
Bucus papillosa
Koronaridin Indol alkaloit Tabernaemontana australis 229
Korinolin Izokinolin alkaloit Corydalis incisa 230
N,N-dimetilbuksapapin Steroidal alkaloit Bucus papillosa 228
Narcissus confuses
N. perezchiscanoi
Epinorgalantamin Steroidal alkaloit Narcissus leonensis 227

N.legionensis
Narcissus poeticus

Galantamin

Steroidal alkaloit

Galanthus nivalis
Narcissus confuses
Lycorus radiate

217,227, 231, 232

Huperzia serrata

(-)-Huperzin A Kinolizidin alkaloit @ ic gl sicana 218, 233, 234
11-Hidroksigalantamin Steroidal alkaloit Narcissus poeticus 227
Oksoassoanin Steroidal alkaloit Narcissus assoanus 227
Palmatin Izokinolin alkaloit Corydalis speciosa 235
Fizostigmin Indol alkaloit Physostigma venenosum 236
Protopin Izokinolin alkaloit Corydalis speciosa 235
Rupikolin Indol alkaloit Tabernaemontana australis 229
Sanguinin Steroidal alkaloit Eucharis grandiflora 227
Sarsalignon Steroidal alkaloit Sarcococca saligha 228
a-Solanine Gliko alkaloit Solanum tuberosum 237
Vaganin Steroidal alkaloit Sarcococca saligha 228
Voakangin indol alkaloit Tabernaemontana australis 229
Voakangin hidroksindolenin indol alkaloit Tabernaemontana australis 229
Sinatrozit A Pregnan glukozit Cynanchum atratum 228
Sinatrozit B Pregnan glukozit Cynanchum atratum 228
Norswertianolin ?]ﬁlllllglpr:ringzﬁ Gentiana cambpestris 239
Swertianolin %flzlllg:)r:ringz? t_ Gentiana cambpestris 239
(+)-a-Viniferin Stilben oligomeri Caragana chamlague 240
Bellidin Ksanton Gentiana cambpestris 239
Bellidifolin Ksanton Gentiana cambpestris 239
Hidroksi-heptametil
Ursolik asit Ikosahidropiken Origanum majorana 241

karboksilik asit
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4.10. Sitotoksisite ve Belirleme Yontemleri

Sitotoksisite, fiziksel, kimyasal veya biyolojik faktorlerin, hiicrelerde bazi
makromolekiillerin sentezlerini engelleyerek hiicresel fonksiyonlarin ve hiicre yapisinin
zarar gormesine sebep olmasi olarak ifade edilebilmektedir (242, 243). Sitotoksisitenin
hiicrede olusturdugu etki (apoptoz, otofaji, nekroz, sitostazis), sitotoksik maddenin
dozuna ve maruziyet siliresine bagli olarak degismektedir (244, 245). Kimyasal
maddelerin sitotoksisitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalar, bu maddelerin hiicre ve dokular
tizerindeki etki mekanizmalar1 hakkinda bilgi vermesi agisindan énem arz etmektedir.
Bunun yaninda kanser ve enflamasyon basta olmak iizere ¢ogu patolojik durumun

etyolojisinde sitotoksisite bulunmaktadir (246).

Bitkilerde bulunan fizyolojik ve morfolojik olarak onemi olan ¢esitli sekonder
metabolitlerin insan saglhigindaki etkileri arastirllmaya devam etmektedir. Yapilan
caligmalarda bitkilerde bulunan fenolik bilesikler, flavonoitler, glukosinolatlar,
tokoferoller ve karatenoitler gibi sekonder metabolitlerin antikanser etkilerinin oldugu

bildirilmektedir (247-251).

Sitotoksisite ¢alismalarinda hiicrenin canlilig, yasami, proliferasyonu ve
metabolik sitotoksisitesinin belirlenmesine dayali yontemlerin kullanildig1 bilinmektedir

(243, 252, 253):

1. Canhhk (viability) degerlendiren testler: Sitotoksik ajana maruz kalan
hiicrede, kisa vadede meydana gelen toksik reaksiyonlarin olusturdugu etkilerin
belirlenmesi soz konusudur. Membran yapist zarar gormiis hiicreler tripan mavisi,
eritrosin, naftalen siyahi ve propidyum iyodiir gibi bu hiicrelerin igerisine alinabilen
0zel boyalar ile membran biitiinliigli bozulmamis hiicreler ise diasetil floressein ve

ndtral kirmizist gibi vital boyalar kullanilarak belirlenmektedir.

2. Yasam (survival) degerlendiren testler: Sitotoksik ajana maruz kalan hiicrede
uzun vadede meydana gelen toksik reaksiyonlarin olusturdugu etkilerin belirlenmesi s6z
konusudur. Diliie tek tip hiicre slispansiyonundan izole edilmis hiicrelerin, yeniden

koloni olusturabilme yetenegi hiicre yagami olarak adlandirilmaktadir.

3. Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler: Sitotoksik ajana maruz kalan
hiicrede meydana gelen toksik reaksiyonlarin olusturdugu etkiler, canli hiicrelerdeki

yeni DNA sentezinin belirlenmesine bagli olarak degerlendirilmektedir. 3H-timidin
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veya Bromodeoksiuridin (BrdU) gibi hiicre ig¢ine alinarak DNA sentezinde kullanilan

ajanlar kullanilmaktadir.

4. Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri: Sitotoksik ajana maruz kalan
hiicrede, uzun vadede meydana gelen toksik etkiler, hiicrelerin metabolik 6zellikleri
veya proliferasyonunun takibi kolorimetrik, liiminesans veya enzimatik yontemlerle
belirlenmektedir (243, 254-257).

Metabolik aktivitenin belirlendigi testlere tetrazolyum tuzunun formazon
kristallerine dondistiiriilmesi esasina dayanan MTT, XTT ve WST testleri 6rnek olarak
verilmektedir. Canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince
parcalanip tetrazolyum halkasina elektron transfer edilerek renkli formazan kristalleri
meydana gelmektedir ve bu islemin canli hiicreler tarafindan gergeklestirilmesi 6lii-

canli hiicre sayisinin belirlenmesini saglamaktadir (245, 258).
4.10.1. Dogal Kaynakh Antikanser Ajanlar

Tiimdrler bazi kemoterapdtik ajanlarin sitotoksisik aktivitesine karsi hiicresel
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmektedirler. Bu durum, kanserin klinik tedavisinde
gbzlenen en Onemli sorunlardan birini olusturmaktadir. Ayrica kullanilan antikanser
ilaglarin saglikli hiicreler iizerinde zararli etkiler olusturmasi, daha secgici ve gicli

etkiye sahip bilesiklerin kesfini ihtiyag haline getirmektedir (259).

Kemoterapide onemli rolii bulunan dogal tiriinlerin ¢ok fazla biyolojik aktiviteye
ve kimyasal yapiya sahip oldugu; bu sayede arastirmacilara ¢ok sayida prototip sundugu
belirtilmektedir (259). Ayrica dogada karsilasilan biyogesitlilik ve kimyasal ¢esitlilik,
yeni kimyasal bilesik smiflarimin kesfini ve aym1 zamanda daha 6nce bilinmeyen

antikanser ajanlarinin ortaya ¢ikma imkanini artirdigi vurgulanmaktadir (259, 260).

Bitkilerde bulunan karotenoitlerin, alkaloitlerin, organosiilfiir bilesiklerinin
(izotiyosiyanatlar, indoller, allil siilfiir bilesikleri) ve polifenolik bilesiklerin
(flavonoitler, tanenler, stilbenler, kumarinler, kurkumin, resveratrol ve tanenler)
antikanser etkilerinin oldugu bilinmektedir (261-265). Brasinosteroitler, bitkilerde
hiicrelerin biliylimesini ve farklilagmasini, hastalik ve strese karsi direng ve tolerans
gelistirmesi gibi hormonal olaylarin diizenlenmesinde rol oynayan dogal bilesikler

olarak bilinmektedir. Bu bitkisel steroitlerden 28-homosastasteron ve 24-epibrasinolit’in
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cesitli kanser hiicrelerinde ¢ok diisiik miktarlarda bile etkili oldugu kanitlayan

calismalar mevcuttur (266-268).

Giliniimiizde klinik kullanimda olan, dogal kaynaklardan elde edilen antikanser
ajanlar1 vinka alkaloitleri, podofillotoksinler, taksanlar ve kamptotesinler olmak {izere
dort ana bilesik grubu olarak bilinmektedir. Bu kaynaklardan tiiretilen yar1 sentetik

antikanser ajanlar1 da bulunmaktadir (260, 269, 270).

Tablo 6. Antikanser etkinligi olan bazi fitokimyasallar

Bilesik ismi Siif Kaynak Referans
Vinblastin vinkristin Vinka alkaloitleri Catharanthus roseus 271
Kampotesin Indol alkaloit Camptotheca acuminata 272

Podophyllum peltatum

Epipodofillotoksin Lignan Podophyllum emodi 273
Paklitaksel Alkaloit Taxus brevifolia 274
Homoharringtonin Alkaloit Cephalotaxus harringtonia 275, 276
Elliptisin Indol alkaloit Bleekeria vitensis 277
Kombretastatin Stilben Combretum caffrum 278

4.11. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, 1900’li yillarin baglarinda Mikhail Tswett’in klorofil gibi bitki
pigmentlerini ayirmak i¢in kullandig1 bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Kromatografi,
bir karisimi olusturan bilesenlerin, biri hareketli digeri sabit olmak iizere iki fazli bir

ortamda farkli tutunma Ozelliklerinden yararlanarak gerceklestirilen ayirma islemi
olarak bilinmektedir (279).

Kromatografik yontemler ayirma mekanizmalarina, faz tiplerine ve uygulama

sekline bagli olarak siniflandirilmaktadir (279).
Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi:
Ayirma Mekanizmasina Gore

e Adsorpsiyon Kromatografisi

e Dagilma (Partisyon) Kromatografisi
e Iyon Degisimi Kromatografisi

o Jel Filtrasyon Kromatografisi

o Afinite Kromatografisi
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e Iyon Cifti Kromatografisi
Faz Tiplerine Gore

e Sivi Kromatografisi

e Gaz Kromatografisi
Uygulama Sekline Gore

e Diizlemsel Kromatografi

e Kolon Kromatografisi
4.12. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Yontemi (HPLC)

Kromatografik analizlerde, sabit fazin bulundugu kolonun boyu arttikca ve
partikiil boyutlart kiigiildiik¢e bilesenlerin ayirimlari artmaktadir. Partikiill boyutu ne
kadar kiigiik olursa, hareketli faz ile etkilesen sabit faz yiizey alan1 arttigindan hareketli
fazin kolondan gecisi de o kadar zor olmaktadir ve daha yiiksek basing uygulamasi

gerektirmektedir. Bu durum yiiksek basingli sivi kromatografisini meydana getirmistir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi ugucu olmayan veya sicaklikla
bozunmayan, siv1 fazda ¢oziinebilen kimyasal ve biyolojik numunelerin, kolay ve hizli
bir sekilde bilesenlerine ayrilabildigi oldukg¢a duyarli bir yontem olarak bilinmektedir.
Karisimi1 olusturan bilesenler, kolonda sabit faz tarafindan tutunurlar ve yiiksek basing
altinda kolondan gecirilen hareketli fazin akisi ile birlikte bilesenlerine ayrilmaktadirlar.
Karigimi olusturan bilesenlerin kolona olan tutunma giicleri de farklidir ve boylece
bilesenler kolonu farkli siirelerde terk etmektedirler. Kolonu terk eden bilesenler,
dedektor araciligiyla algilanir ve kolondan c¢ikis zamanin karsi dedektdr sinyali

kaydedilerek kromatogramlar elde edilmektedir (280).

HPLC cihaz1 genel olarak pompa, enjektor, kolon, dedektér ve kaydediciden

olusmaktadir.
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Sekil 14. Bir HPLC cihazinin sematik gosterimi (281)

Pompanin gorevi analiz boyunca kararl bir akis saglayarak, sabit bir basingta

hareketli fazin kolon ve dedektorden gegmesini saglamaktadir (282, 283).

Kolon HPLC sistemin performansini belirleyen pargalardan biridir ve kolondaki
ayrim kullanilan kolon dolgu maddesinin yapisina, parcacik boyutuna ve uzunluguna
bagli olarak degismektedir (283). HPLC kolonlar1 polaritelerine gore normal faz ve ters
faz olarak tercih edilmektedir. Kolon dolgu maddesini olusturan sabit faz, silikajel gibi
polar bir madde ise normal faz; silikajelin icerdigi SiOH gruplarmin alkil zincirleriyle
baglanmasi sonucu elde edilen daha apolar bir madde ise ters faz olarak bilinmektedir.
Normal fazda daha apolar organik ¢oziicliler hareketli faz olarak secilirken; ters fazda

daha polar ¢o6ziiciiler kullanilmaktadir (283, 285).

Polifenolik bilesikler icerdikleri hidroksil gruplarindan dolay:r polar yapidadirlar
ve ters faz kolonlar yardimiya ayrimlari saglanmaktadir. HPLC ile yapilan fenolik
bilesiklerin analizlerinde ¢ogunlukla hareketli faz olarak asetonitril, metanol ve su
kullanilmakla birlikte zayif asidik 6zellik gosteren asetik asit ve formik asitin diisiik
miktarlarda bulundugu ¢ozeltileri de tercih edilmektedir. Fenolik bilesikler UV-Goriiniir
bolgedeki (200-800 nm) dalga boylarinda absorbans verdiginden HPLC analizlerinde
dedektor olarak UV-Vis dedektorlerinden yararlanilmaktadir. Fenolik maddelerin
yapilarina bagli olarak farkli dalga boylarinda maksimum absorbansa sahip oldugu
bilinmektedir. Ornegin; fenolik asitlerden benzoik asit tiirevleri 270 nm’de maksimum
absorbans verirken, sinamik asit tiirevleri 315 nm’de maksimum absorbans vermektedir
(283, 286).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi, Teshisi, Kurutulmasi ve (")giitiilmesi:

B. auriculata var. paludosa Erzincan yoresi Poske Dagi’ndan (2100 m), B.
plantaginea Kelkit (Glimiishane), Cimen Koyii’nden (1750 m) ve B. integrifolia Kelkit
(Glimiigshane), Uzunkol Koéyli'nden (1900 m) toplanmistir. Toplanan tiirlerin tayinleri
Prof. Dr. Ali Kandemir tarafindan yapilmistir. Bitkilere ait herbaryum ornekleri
Erzincan Universitesi Biyoloji Béliimii Herbaryumu’nda saklanmaktadir (Kandemir
10863, 10864, 10865).

Tez caligmalarinda bitkilerin golgede ve hava akimi bulunan serin bir alanda
kurutulmus ¢igekli toprakiistii kisimlar1 kullanilmistir. Calisma materyalleri 6giitiicti

degirmen yardimiyla toz edilmistir.
5.2. Tiirlerin Ekstraksiyonu

Tiirlerin metanolle yapilan ekstraksiyonu sonucu elde edilen ham ekstrenin kismi
fraksiyonlandirilmasi, artan polarite derecesine gore, Kloroform, etil asetat ve su ile

yapilmistir.

Bitkilerin toz edilmis toprakiistii kisimlari (en az 250’ser g) 1000 mL metanolde,
oda sicakliginda c¢alkalayicida ekstre edilmis, siiziilmiis ve siiziinti 30 °C’de,
evaporatorde yogunlastirilmigtir. Bu islem her bir tiir igin iki defa yapilmis ve elde

edilen ekstreler birlestirilmistir.

Yogunlastirilmig ekstrenin 3/4°l, su:metanol (9:1) karistminin 300 mL’sinde
siispande edilerek ayirma hunisinde 300 mL kloroform eklenip calkalanarak 2 tekrarl
partitisyon gerceklestirilmistir. Kloroformlu faz alindiktan sonra evaporatorde
yogunlastirilmis ve bdylece kloroform ekstresi elde edilmistir. Ayirma hunisinde arda
kalan sulu ¢ozeltiye 300 mL etil asetat eklenip c¢alkalayarak 2 tekrarli partitisyon
gerceklestirilmis, etil asetat fazi ayrilip, evaporatdrde yogunlastirilarak etil asetat
ekstresi elde edilmistir. Ayirma hunisinde arda kalan sulu ¢6zelti yogunlastirilarak su

ekstresi elde edilmistir.

Elde edilen metanol ekstreleri ve bu ekstrelerden hareketle hazirlanan kloroform,
etil asetat ve su alt fraksiyonlar1 biyolojik aktivite ve fitokimyasal caligmalarinda

kullanilmistir.
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5.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

Tiirlerden elde edilen metanol ekstrelerinde ve bu ekstrelerden hareketle
fraksiyonlanan kloroform, etil asetat ve arta kalan su ekstrelerinde antioksidan,
antimikrobiyal ve sitotoksik aktivite ile enzim inhibisyonu (tirozinaz, asetilkolinesteraz

ve biitirilkolinesteraz) tayini ¢alismalari gergeklestirilmistir.
5.3.1. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda calisilan biyolojik aktivite c¢alismalar1 sirasinda kullanilan

cihazlar marka/model olarak asagida belirtilmistir.

Tablo 7. Kullanilan cihazlar ve marka/modelleri

Cihaz Ad1 Marka/Model

pH metre Starter 3000, OHARUS

Hassas Terazi OHAUS Pioneer

Saf Su Cihazi Thermo Scientific

Vorteks karistirici Heidolph Reax Top Vortex Mixer
Etiiv Ecocell

Magnetik karistirict Heidolph MR

Rotary evaporator Heidolph Hei-VAP Precision
Vakum Pompasi Millipore

Yar1 otomatik pipetler Eppendorf

Inkiibatér Memmert

Mikro plate okuyucu BMG Labtech Spectrostar Nano
Inkiibator (CO,’li) Memmert

5.3.2. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda calisilan biyolojik aktivite calismalar1 sirasinda kullanilan

kimyasal madde ve malzemeler asagida belirtilmistir.
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Tablo 8. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Ad Marka
Asetonitril-LC Saflikta Merck

Asetik Asit Merck

HCI Merck
MFarland Cozeltisi Merck
Metanol-LC Saflikta Sigma-Aldrich
Etanol Sigma-Aldrich
Kloroform Sigma-Aldrich
Etil asetat Sigma-Aldrich
Folin-Ciocalteu’sFenol Reaktifi Sigma-Aldrich
DMSO Sigma-Aldrich
DPPH Sigma-Aldrich
Gallik asit Sigma-Aldrich
Sodyum karbonat Sigma-Aldrich
Troloks Sigma-Aldrich
BHT Sigma-Aldrich
a-Kojik asit Sigma-Aldrich
Tirozinaz Sigma-Aldrich
NaH,PO, Sigma-Aldrich
Na,HPO, Sigma-Aldrich
L-DOPA Sigma-Aldrich
Asetilkolinesteraz Sigma-Aldrich
Biitirilkolinesteraz Sigma-Aldrich
Asetiltiyokolin iyodiir Sigma-Aldrich
Biitiriltiyokolin iyodiir Sigma-Aldrich
DTNB Sigma-Aldrich
DMEM Thermo Fisher
HI-FBS Capricorn
Penisilin-Streptomisin (10000 U/ml /10000 pg/ml) Wisent

L-Glutamine Thermo Fisher
Tripsin/EDTA Bionest
MTT cell proliferation kit Roche

5.3.3. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

Tez kapsaminda c¢aligilan biyolojik aktivite calismalari sirasinda kullanilan

cozeltiler asagida belirtilmistir.
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Tablo 9. Kullanilan ¢ozeltiler

Cozelti Hazirlanisi

Toplam Fenolik Madde Miktari i¢in Kullanilan Cézeltiler

2 N’lik hazir olarak satin alinmis c¢ozeltiden 1:10 oraninda saf suyla seyreltilerek

0.2 N Folin-Ciocalteu
hazirlanmistir.

% 7.5’luk Na,CO; 7.5 g Na,;C0O3 90 mL suda ¢oziilmiistiir ve 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

1 mg gallik asit 1 mL metanolde ¢6ziiliirek stok ¢6zelti hazirlanmustir. Daha sonra
Gallik Asit (1 mg/mL) 0.5-0.25- 0.125- 0.0625- 0.03125 mg/mL olacak sekilde metanolle seyreltilerek
diliie 6rnekleri hazirlanmigtir.

FRAP Tayini icin Kullanilan Cézeltiler

HCI (100 mM) 25 mL saf suyun iizerine % 37’lik HCI’den 205 pL ilave edilerek hazirlanmistir.

46.8 mg TPTZ stok maddeden tartilmistir, 6 mL 100 mM’lik HCI iginde
TPTZ (10 mM) ¢Oziilmiistiir ve lizerine 9 mL metanol ilave edilmistir

FeCl, (20 mM) 48.6 mg FeCl; 6 mL saf suyla ¢oziilmiistiir, tizerine 9 mL metanol ilave edilerek
8 hazirlanmistir.

Asetat Tamponu 2.325 g NaCH3;COO0.3H,0 iizerine 12 mL glasiyel asetik asit ilave edilmistir.750
(300 mM, pH 3,6) mL’ye saf suyla tamamlanmigtir.

FRAP Reaktifi 300 mM pH 3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl; (10:1:1) oraninda
karigirilarak taze hazirlanmistir.

Troloks (0.25 mg/mL) 2.5 mg troloks 10 mL etanolde ¢oziiliirek stok ¢6zeltisi hazirlanmustir.

DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi icin Kullanilan Cézeltiler

DPPH’ Reaktifi 100 mL’si i¢in; 3,94 mg DPPH’ tartildi, 90 mL metanolle ¢oziillmiistiir ve 100
(100 mM) mL’ye tamamlanmstir.

0.1 mg BHT tartilmustir, 10 mL metanolde ¢6ziiliirek stok ¢ozeltisi hazirlanmustir.
BHT (0.01 mg/mL)  Stok ¢ozelti metanolle 1:1 oraninda seyreltirelerek 10-5-2.5-1.25-0.625ug/mL
konsantrasyonlari hazirlanmistir.

CUPRAC Tayini i¢in Kullanilan Cézeltiler

Troloks (0.25 mg/mL) 25 mg Troloks 100 mL metanolde ¢oziiliirek stok ¢6zeltisi hazirlanmustir.

7.5 mM Nc Cozeltisi 78 mg Neokuproin 50 mLmetanol ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

10 mM CuCl,.2H,0 92.4 mg CyCIZ.ZHzo 50 mL distile su ile ¢oziilerek hazirlanmistir (NaOH ile pH 7
olacak sekilde ayarlandi.).

3.8 g NH,CH;COO™ 50 mL distile su ile ¢6ziilerek hazirlanmistir (NaOH ile pH 7

1 MNH,CH,COO olacak sekilde ayarlanir.).

Antimikrobiyal Aktivite Tayini I¢in Kullanilan Cozeltiler

Mc Farland 0.5 0.5 ml BaCl, ( %1.175) ve 99.5 ml H,SO, ¢6zeltisi karigtirilarak hazirlanmustir.
bulaniklik standardi
BaCl, (%1.175) 1.175 g BaCl, tartild1 ve 100 ml saf suda ¢6ziilmiistiir.

Tirozinaz Enzim inhibisyonu Tayini i¢in Kullanilan Cézeltiler

L- DOPA ¢ozeltisi 0.004925g L-DOPA 10 mL (pH 6.8) fosfat tampon iginde ¢6ziilerek hazirlanmustir.
(2.5 mM)

Kojik asit standardi 2.5 mg kojik asit 5 mL fosfat tamponu ¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir ve elde edilen 500
(500, 100, 50,25 mg/mL konsantrasyonundaki kojik asit ¢ozeltisinden, tampon c¢ozelti ile diliie
mg/mL) ornekleri hazirlanmustir.

Kolinesteraz Enzim Inhibisyonu Tayini I¢in Kullanilan Cézeltiler

32.8 mg asetiltiyokolin iyodir 8 mL distile suda ¢ozilmistir ve kullanmadan

Asetiltiyokolin iyodir hemen 6nce 8 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilmistir.

4 mg asetiltiyokolin iyodiir 8 mL distile suda ¢oziilmiistiir ve kullanmadan hemen

Butiriltiyokolin iyodiir once 8 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilmistir.

Asetilkolinesteraz 0.2 mg enzim tartilmistir, 3 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilerek hazirlanmugtir.

Biitirilkolinesteraz 0.2 mg enzim tartildi, 1.8 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilerek hazirlandi.

DTNB cézeltisi 16 g DTNB ve 7.5 g NaHCO3; 4 mL fosfat tamponunda (pH 7) ¢6ziilmiistir ve
¢ kullanmadan hemen 6nce 4 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilmistir.

8.75 g sodyum fosfat dihidrat (NaH,PO,4.2H,0) 950 mL distile suda ¢oziildiikten
sonra 1N NaOH ¢ozeltisiyle pH 8 olacak sekilde ayarlanmistir ve son hacmi 1 L’ye
distile suyla tamamlanmstir.

Fosfat Tamponu
(pH 8)
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5.3.4. Barbarea Tiirlerinde Antioksidan Aktivite Calismalari

Tiirlerin oksidasyonu engelleme kapasiteleri Toplam Fenolik Madde Miktar
Tayini, Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Olgiimii, Cu (II) Iyonu Indirgeyici
Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini ve DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini
ile test edilmistir.

5.3.4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

Toplam fenolik madde miktar1 tayini, suda ve organik ¢oziiclilerde ¢ozlinmiis olan
fenolik bilesiklerin, alkali ortamda FCR ile renkli kompleksler olusturmasi esasina

dayanan Singleton ve Rossi’nin modifiye ettigi yontem esas alinarak gerceklestirilmistir
(287).

Calismada, standart madde olarak fenolik bir bilesik olarak bilinen gallik asit
kullanilmigtir. Calismada 10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmig bitki ekstrelerine
ait numuneler ve farkli konsantrasyonlarda (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ve 15.63
ug/mL) gallik asit ¢ozeltileri kullanilmistir. Deneyde kor olarak numunelerin kendi
coziiciileri kullanilmistir. Gallik asit ve numune c¢ozeltilerinden 50°ser pL alinip,
lizerine strastyla 2,5 mL distile su ve 250 pL FCR ilave edilmistir. Vortekslenen
karisgimlar oda 1sisinda 3 dk bekletildikten sonra iizerine 750 pL % 20’lik Na,COg3
cozeltisi eklenmistir. Tim tiipler vortekslendikten sonra 2 saat oda 1sisinda
bekletilmistir. Siire sonunda Orneklerin absorbanslart 765 nm dalga boyunda

spektrofotometre araciligiyla ol¢iilmiistiir.

Farkli konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltilerine karsilik gelen absorbans
degerleri kullanilarak standarda ait grafik elde edilmistir. Cizilen grafige gore bitki
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 mg GAE/g cinsinden hesaplanarak mg/g

ekstre & standart sapma olarak verilmistir. Her 6rnek 3 paralel olarak ¢alisilmistir.
5.3.4.2. Ferrik indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

FRAP metodunda Fe(lll)-TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridly)-S-triazin) kompleksinin
antioksidan madde varliginda indirgenmesi ile olusan mavi renkli Fe(II)-TPTZ
kompleksinin 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesi esas alinmistir
(288). Kalibrasyon i¢in Troloks’un degisen konsantrasyonlarda (62.5, 125, 250, 500,
1000 pM) hazirlanmis etanoliik ¢ozeltileri kullanilmustir. Bitki ekstrelerine ait
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numuneler 10 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanmistir. FRAP reaktifi
kullanmadan hemen Once taze olarak hazirlanmis ve c¢alisma boyunca manyetik
kanistiricida  bekletilmistir. Deneyde kor olarak numunelerin  kendi ¢oziiciileri
kullanilmistir. Gallik asit ve numune ¢ozeltilerinden 50°ser uL alinip, lizerine 1,5 mL
FRAP reaktifi pipetlenmistir. Tiipler vortekslendikten sonra oda sicakliginda 20 dk
bekletilmistir. Siire sonunda Orneklerin absorbanslari 565 nm dalga boyunda
spektrofotometre yardimiyla belirlenmistir. Numunelerin FRAP degerleri standart

madde olarak kullanilan Troloks ile karsilastirilarak TEAC (uM) olarak ifade edilmistir.

5.3.4.3. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite
Tayini

DPPH radikali ticari olarak satin alinabilen bir radikaldir ve deney sirasinda bu
radikalin metanol ile hazirlanan 100 pM’hik c¢ozeltisi kullanilmistir. Antioksidan
bilesiklerin varliginda mor menekse renkli DPPH’ radikalinin rengi agilir ve 517 nm
dalgaboyunda maksimum absorbansindaki azalis tespit edilir. Standart madde olarak
metanol kullanilarak 0.01 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmis olan BHT

kullanilmigtir (122).

Oncelikli olarak analizi yapilacak numunelerin ¢aligma igin  uygun
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. On denemelerde hazirlanan numune ve DPPH
¢oOzeltisinden 1:1 oraninda pipetlenerek 40 dk beklenmistir. Siire sonunda radikalin mor
menekse rengi kalici ise konsantrasyonun numune i¢in uygun oldugu belirlenmis,
rengin kaybolmas: durumunda numune konsantrasyonu seyreltilerek ayni sekilde 6n
denemeye devam edilmistir. Numunelerin belirlenen konsantrasyonlari kendi ¢oziiciileri
ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlanirken;, BHT stok c¢ozeltisinin de
yariyartya seyreltilmis 5 farkli diliisyonu hazirlanmistir. Esit hacimde (750 uL) DPPH
¢ozeltisi ve numune ¢ozeltileri karigtirthp vortekslendikten sonra oda sicakliginda,
karanlik ortamda, ilk pipetlemeden sonra 55 dakika olacak sekilde bekletilmistir. Siire
sonunda Orneklerin absorbansi, 517 nm dalga boyunda, kore karsit spektrofotometre
yardimiyla okunarak belirlenmistir. Kor olarak DPPH' ¢6zeltisi ve numunelerin
cozildigl ¢oziiciiler  kullanilmigtir.  Bulunan  absorbanslara  karsilik  gelen
konsantrasyonlar grafige gegirilerek 1Cso degerleri hesaplanmistir. Tiim numuneler 3

tekrarl olacak sekilde calisilmistir.
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5.3.4.4. Cu (II) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

Cuprac metodunda 2,9- dimetil-1,10-fenantrolin (Nc)’in Cu(Il) ile olusturmus
oldugu Cu(Il)-Nc’nin, antioksidan madde varliginda olusturdugu selatin [bakir(I)-
neokuproin (Cu(l)-Nc)] 450 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesi esas

alinarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir (120).

Kalibrasyon icin Troloks’un degisen konsantrasyonlarda (62.5, 125, 250, 500,
1000 puM) hazirlanmis metanoliikk ¢ozeltileri kullanilmustir. Bitki ekstrelerine ait
numuneler 10 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanmistir. Deneyde kor
olarak numunelerin kendi ¢oziiciileri kullanilmistir. Numune ¢ozeltilerinden 500°ser pL
aliip, iizerine 1000 pL NH4CH3COO™ ve 1000 puL CuCly.2H,0 pipetlenmistir. Daha
sonra test ¢ozeltilerine 1000 pL Nc reaktifi pipetlenirken numune korii i¢in 1000 pL
reaktif ¢oziiciisii (metanol) 20 sn arayla pipetlenmistir. Tiipler vortekslendikten sonra
karanlikta ve oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir. Siire sonunda Orneklerin
absorbanslart 450 nm dalga boyunda spektrofotometre yardimiyla belirlenmistir.
Numunelerin antioksidan kapasitesi standart madde olarak kullanilan Troloks ile
karsilastirilarak TEAC (uM) olarak ifade edilmistir.

5.3.5. Barbarea Tiirlerinde Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Tez kapsaminda calisilan tiirlerden elde ekstrelerin antimikrobiyal aktivitelerinin
tayin edilmesinde Agar Kuyucuk Diflizyon Yéntemi ve Minimal Inhibisyon Yontemi
kullanilmigtir. Calismalar sirasinda kullanilan test mikroorganizmalari Gram (+) koklar
[Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Listeria
monocytogenes (ATCC 43251)], Gram (+) sporlu basiller [Bacillus cereus (702 Roma),
Sporsuz basil [Mycobacterium smegmatis (ATCC607)], Gram (-) enterik basil
[Escherichia coli (ATCC 25922)], Gram (-) non fermentatif bakteri [Yersinia
pseudotuberculosis (ATCC 911), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853], Maya
mantart [Candida albicans (ATCC 60193), Saccharomyces cerevisiae (RSKK 251)]

olarak belirlenmistir.
5.3.5.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Tiirlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonlarin antimikrobiyal aktivitelerinin

olup olmadiginin belirlenmesinde 1ilk olarak agar kuyucuk diflizyon metodu

kullanilmustir (289).
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Gram (+) ve gram (-) bakteriler i¢in Mueller Hinton Agar ve broth, mantarlar i¢in
maya ekstreli sivi besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI) ve Potato Dextrose agar (PDA)
(Difco, Detriot, MI), M. smegmatis i¢in Brain Heart Infusion (BHI) agar ve broth
(Merck, ABD) kullanilmistir. Test edilecek bakteriler bir gece inkiibe edildikten sonra
kiiltiir bakterilerinden siv1 besiyeri iginde yaklasik olarak 10°kob/ml (koloni olusturan
birim=colony forming unit) olacak seklinde diliisyonlar: yapilmistir. Onceden
hazirlanmis kat1 besiyerlerine yaygin ekimleri yapilarak besiyerleri {izerinde steril cam
boru yardimiyla 2 cm araliklarda, 5 mm capinda kuyucuklar agilmistir. Tiirlere ait
ekstre ve alt fraksiyonlarin ¢oziiciileri uzaklastirildiktan sonra, DMSO ile her bir
ornegin konsantrasyonu 10.000 (ug/mL) olacak sekilde yeniden ¢ozilmiistiir. Her bir
kuyucuga 50 uL test edilecek 6rneklerden ilave edilmistir. Bakteri ihtiva eden petriler
24 saat, maya ihtiva eden petriler 48 saat, M. smegmatis kiiltiirii yapilan petriler ise 3
gin 36 °C’de inkiibasyona birakilmistir (290). Siire sonunda bir cetvel yardimiyla
inhibisyon zonlar1 Olgiilmiistiir. Analizde standart madde olarak bakteriler igin
Ampisilin (10 pg), Streptomisin (10 pg) ve mayalar igin Flukonazol (5 ug)
kullanilmistir. Tiim testler iki tekrarli olarak calisilmistir ve ayrica ¢oziicii kontrol

numunesi olarak DMSO kullanilmistir.
5.3.5.2. Minimal Inhibisyon Yontemi

Agar kuyucuk metodunda tiirlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonlarinin
etkinligini kantitatif olarak belirleyebilmek igin siv1 besiyerlerinde mikrodiliisyon sivi

yontemi uygulanarak, MIK (ug/mL) olarak belirlenmistir (290).

MIK yontemi, “National Committee for Clinical Laboratory Standard” (NCCLS)
standartlarinin belirledigi kriterler g6z Oniine alinarak yapilmistir. Bu amacla kullanilan
besiyerleri; bakteriler i¢in Miiller Hinton agar (MHA) ve sivi (MHB) (H.7.3) (Difco,
Detroit, MI), maya mantarlar1 i¢in Yeast Nitrogen Base sivi (YNBB, pH 7.0) (Difco,
Detroit, MI) ve PDA (Difco, Detroit, MI), M. smegmatis i¢in Brain Heart Infusion (pH
7.2) besiyerleri kulanilmigtir. Kiltiirler 3-5 giin 35°C’de aerobik kosullarda inkiibe
edilmistir (291).

Mikrodiliisyon test i¢in ELISA pleytleri kullanilmistir. Ekstrelerin 0.1 mL’si sivi
besiyerleri ile seri sulandirmalari yapilarak inokiile edilen mikroorganizmalarin bir

gecelik kiiltiirlerinden McFarland 0.5 bulanikliliginda (1X108 kob/ml) stiapansiyonlar1
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hazirlanmistir. Siispansiyonlar 1:10 oraninda seyreltilerek her bir kuyucuga final test
konsantrasyonu 5X10* kob/kuyucuk olacak sekilde 0.005 mL mikroorganizma
konulmustur. Pleytler 35 °C’de 16-72 saat siire ile aerobik kosullarda etiivde beklemeye
birakilmistir. Standart ¢oziicli kontrolii yaninda kontrol ilag olarak bakteriler igin
Ampisilin (10 pg), Streptomisin (10 pg) ve mayalar i¢in Flukonazol (5 png)

kullanilmistir.
5.3.6. Barbarea Tiirlerinde Tirozinaz Enzim Inhibisyonu Tayini

B. auriculata var. paludosa, B. plantaginea ve B. integrifolia’nin toz edilmis
cicekli toprakiistii kisimlarindan, 10 mg/mL olarak hazirlanan metanol ekstreleri ve alt
fraksiyonlari (kloroform, etil asetat ve arta kalan su) potasyum fosfat tamponu (pH 6.8)
ile 25, 50, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde diliie edilmistir.
Orneklerin tirozinaz inhibisyon kapasitesi, substrat olarak L-DOPA’nin kullanildig1
modifiye edilmis metot yardimiyla spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (4). Fungal
bir metabolik iiriin olan ve bakir ile selasyon sonucu gii¢lii tirozinaz inhibitdr 6zellik
gosteren a-Kojik asit pozitif kontrol i¢in kullamilmistir. a-Kojik asitin farkli
konsantrasyonlar1 (25, 50, 100 ve 500 pg/mL hazirlanmistir (292). Orneklerin lgiimleri
96-kuyucuklu mikroplak kullanilarak, ELISA okuyucu yardimiyla gerceklestirilmistir.

Deney protokolii A, B, C ve D olmak {izere kodlanarak olusturulmustur. A, 120
puL fosfat tamponu (pH=6.8), 40 pL tirozinaz soliisyonu (46 {inite/ mL); B, 160 pL
fosfat tamponu (pH 6.8); C, 80 uL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 uL tirozinaz soliisyonu
(46 tinite/ mL), 40 uL ornek soliisyonu; D, 120 pL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 pL
ornek soliisyonu eklenerek ve karigimlar 23 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildiktan
sonra her bir karisima 40 uL L-DOPA ¢ozeltisi konularak tekrar 23 °C’de 10 dk
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra mikroplaklar ELISA cihazina yerlestirilerek,
ornekler ve kontrol numunesinin absorbanslart 490 nm dalga boyunda okunmustur.
Absorbans degerleri asagidaki formiilde yerlerine yazilarak 6rneklerin tirozinaz enzim

inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Her 6rnek 3 paralel olarak calisilmistir .
% Inhibisyon = [ (A-B)- (C-D) ]/ (A-B) ] x100

Elde edilen sonuglar madde miktarinin logaritmasi - % enzim inhibisyon (absis-
ordinat) olacak sekilde grafige ge¢irilmis ve elde edilen denklemden ekstrelerin enzim

tizerine olan ICso degerleri hesaplanmistir.
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5.3.7. Barbarea Tiirlerinde Kolinesteraz Enzim Inhibisyonu Tayini

Asetil ve biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu tayini, Ellman tarafindan
gelistirilen spektrofotometrik yontem yardimiyla belirlenmistir (293). Deney sirasinda
enzim olarak elektrik baligindan elde edilen Asetilkolinesteraz (AChE) ve at
serumundan elde edilen Biitirilkolinesteraz (BChE) kullanilmistir. Kolinesteraz
aktivitesinin Ol¢iilmesinde asetiltiyokolin iyodiir (Sigma, ABD) ve biitiriltiyokolin
iyodiir substrat olarak kullanilirken; DTNB (5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit)
renklendirici madde olarak kullanilmistir. Kontrol ve test bilesikleri sodyum fosfat
tamponu (pH 8) ile ¢oziilerek son konsantrasyonlar1 25-200 pg/mL olacak sekle diliie
edilmistir. Calisilan mikroplaktaki tiim kuyucuklara 130 pL sodyum fosfat tamponu
(pH 8) pipetlendikten sonra kor olarak ayrilan kuyucuklar belirlenmis ve diger
kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda 10 pL ornek ¢ozeltileri ilave edilmistir. Daha
sonra tiim kuyucuklara 20 pL enzim ¢ozeltisinden pipetlenerek 25 °C de 15 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiim kuyucuklara 20 pL DTNB ve hemen arkasindan
20 pL substrat (asetiltiyokolin iyodiir veya biitiriltiyokolin iyodiir) eklenerek reaksiyon
baslatilmistir. Substratlarin hidrolizi ile meydana gelen tiyokolin, DTNB ile reaksiyona
girerek sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu meydana getirmistir. Olgiimler 412
nm dalga boyunda, ELISA cihazinda spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir.
Orneklerin AChE ve BChE inhibisyon yiizdeleri asagida verilen formiile gore
hesaplanmis ve standart olarak kullanilan galantamin ile karsilastirilmistir. Deneyler {i¢

tekrarl olarak caligilmistir.
% Inhibisyon = 100 - [ (A1 /A2) x 100 ]

Al= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A2= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Elde edilen sonuglar madde miktarinin logaritmasi - % enzim inhibisyon (absis-
ordinat) olacak sekilde grafige gecirilmis ve elde edilen denklemden 6rneklerin enzim
tizerine olan ICsy degerleri hesaplanarak sonuglar ICsy + standart sapma olarak

verilmistir.
5.3.8. Barbarea Tiirlerinde Sitotoksisite Tayini

Barbarea tiirlerinden elde edilen metanol, etil asetat, kloroform ve su ekstrelerinin

sitotoksik Ozellikleri ve antikanser aktiviteleri MTT testi ile belirlenmistir. MTT testi,
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biyolojik aktivite i¢in marker olarak dehidrogenaz enzim aktivitesi Olciilerek hiicre
canliligimin belirlenmesi esasina dayanan bir yontemdir. Bu calismada, insan meme
kanser (MDA-MB-231 ve MCF-7), insan hepatoseliiler karsinom (Hep3B), insan
prostat kanser (PC-3), insan akciger kanser (A549) ve insan kolon karsinom (HCT116)
olmak tizere 6 farkli kanser hiicre hatt1 ve saglikli normal fare fibroblast (L-929) hiicre
hatti kullanilmistir. Negatif kontrol grubu olarak hiicre hatlarmma herhangi bir
muamelede bulunulmamis sadece medium eklenmistir. Pozitif kontrol ajani olarak

Vinkristin kulanilmistir.

Hiicre hatlar1 ticari olarak temin edilmistir ve sivi azot tankinda muhafaza
edilmistir. Calismada kullanilan hiicre hatlarmin gelisimi %5 CO; ve %95 nem igeren
inkiibatorde, 37 °C’de, %10 FBS, 100 mM L-glutamin ve 100 mM antibiyotik ¢ozeltisi
iceren DMEM doku kiiltiirii besiyerinde ve T-25 ve T-75 cm? hiicre kiiltiirii flasklarinda
gerceklestirilmistir. Doku kiiltiirii besiyeri giin asir1 degistirilerek hiicrelerin gelisimleri
gozlenmigtir. Canli hiicre sayimi i¢in 50 pL hiicre siispansiyonu alinarak thoma lami
lizerine aktarilarak Inverted mikroskop kullanilarak yapilmistir. Hiicre hatlarmmn
pasajlanmasi hiicrelerin yogunluguna ve caligma planina bagli olarak 3-4 giinde bir

yapilmustir.

Flasklarda %80-90 yayilma gosteren hiicreler Tripsin/EDTA ile kaldirilarak
sayimi yapildiktan sonra 96 kuyucuklu platelere 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
aktarilmigtir. Numuneler uygulanmadan 6nce tutunmalari i¢in 24 saat inkiibe edilmistir.
Bitki ekstrelerinin son konsantrasyonunda % 0.1 olan DMSO ile ¢6ziilmiistiir. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda, doku kiiltiirii besiyeri 25, 50, 100 pg/ml konsantrasyonlarinda

ornekleri iceren taze besiyeri ile degistirilmistir.

Numunelerin uygulandig: hiicre plateleri 37 °C’de ve %5 CO;’li inkiibatorde 48
saat inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda hiicrelerin iizerine 10 uL. MTT labeling ajani
ilave edilerek 37 °C’de 4-6 saat inkiibe edilerek formazon kristallerinin olusumu
saglanmustir ve siire sonunda kuyucuklara 100 uL solubilizasyon tamponu ilave edilerek
kristallerin ¢6ziinmesi i¢in plateler bir gece boyunca inkiibatorde tutulmustur. Siirenin
sonunda her bir kuyucukta olusan mor rengin absorbans degerleri 550 ve 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak olgiilerek degerlendirilmistir. Orneklerin  tiim

konsantrasyonlar1 i¢in elde edilen absorbans degerlerinin, negatif kontrol grubunun
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absorbans degerine orani 100 ile carpilarak, her drnegin tim konsantrasyonlar1 i¢in %
hiicre canlilik degerleri hesaplanmigtir. Her bir 6rnek 3 tekrarli olarak ¢alisilmig ve

sonuglar ortalama % canlilik degeri + standart hata olarak verilmistir.
5.4. Fitokimyasal Calismalar

Tez kapsaminda fitokimyasal g¢alisma olarak, tiirlerden elde edilen metanol
ekstreleri tizerinde HPLC ile fenolik bilesiklerin analizi ve B. integrifolia’da bulunan

major bilesiklerin saflastirma c¢alismalar1 ger¢eklestirilmistir.
5.4.1. Fitokimyasal Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Fitokimyasal ¢aligsmalarda kullanilan cihazlar cihazlar marka/model olarak Tablo

10’da belirtilmistir.

Tablo 10. Fitokimyasal ¢alismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka/Model

Hassas Terazi OHAUS Pioneer

Etiiv Ecocell

Rotary evaporator Heidolph Hei-VAP Precision

UV Lambasi Mineralight UVGL -58

Vakum Pompasi Millipore Model No: WP6122050

Ultrasonik Banyo Bandelin Sonorex RK 255 H

Kolon C18 kolonu (RP-C18, Waters Spherisorb, Milfort)
HPLC Cihazi Shimadzu Corporation, LC 20 AT

NMR Spektrometresi Agilent 400 MHz (*H-NMR), 400 MHz (*C-NMR)

5.4.2. Fitokimyasal Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Fitokimyasal ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler, adsorbanlar ve ¢oziicii

sistemleri asagida belirtilmistir.

Tablo 11. Fitokimyasal ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Markasi

Etil Asetat Sigma-Aldrich
Formik Asit Sigma-Aldrich
Metanol Sigma-Aldrich
Siilfurik Asit (H,SO,) Sigma-Aldrich
n-Hegzan Sigma-Aldrich
Kloroform Sigma-Aldrich
Vanilin Sigma-Aldrich
Toluen Riedel-Dehaen

70



Tablo 12. Fitokimyasal ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar

Yontem Adsorban

o Normal faz silika jel

(Hazir aluminyum plak, Kieselgel 60 Fjs4, 0.2 mm, 20x20 cm, Merck 5554)

ITK
o Ters faz silika jel
(Hazir aluminyum plak, RP-18 Fys4, 20x20 cm, Merck 5559)
o Normal faz silika jel
(Kieselgel 60, 0.040-0.063 mm Merck 9385 ve Kieselgel 60, 0.063-0.2 mm,
Kolon Merck 7734)

Kromatografisi

o Sefadeks (Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich, LH-20-100)

o Ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 25-40 um, Merck 9303)

Tablo 13. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan ¢oziicii sistemleri

Coziicii sistemi

Yontem

CHCl;:MeOH (80:20)
CHCl3:MeOH (70:30)
CHCIl;:MeOH (60:40)
CHCl;:MeOH (50:50)
n-Hekzan:EtOAc (95:5)
n-Hekzan:EtOAc (90:10)
n-Hekzan:EtOAc (80:20)
n-Hekzan:EtOAc (85:15)
n-Hekzan:EtOAc (75:25)
n-Hekzan:EtOAc (70:30)
n-Hekzan:EtOAc (60:40)
n-Hekzan:EtOAc (50:50)
CHCl3:MeOH:H,0 (90:10:1)
CHCl3:MeOH:H,0 (80:20:2)
CHCI3:MeOH:H,0 (70:30:3)
CHCl3:MeOH:H,0 (50:50:5)
Etil asetat

Silika jel kolon kromatografisi
ITK

H,0:MeOH (100:0-0:100)

Ters faz silika jel kolon kromatagrafisi

Asetik asit: Formik Asit: (25:2:2:4)
Toluen: EtOAc: Formik Asit (5:4:1)
EtOAc: MeOH: Su (7:2:1)

ITK

MeOH
Kloroform: MeOH (1:1)

Sefadeks kolon kromatagrafisi
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5.4.3. Barbare Tiirlerinin Fenolik Bilesiklerinin HPLC ile Belirlenmesi

Barbarea tiirlerinin metanol ekstrelerinin igerdigi fenolik bilesiklerin analizi
kurutulmus ve toz edilmis ¢igekli toprakiistii kisimlarindan elde edilen ham metanol
ekstrelerinden  hareketle yapilmistir.  Kuru ekstrelerden alinan numuneler
konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde HPLC saflikta metanolde yeniden
¢oziildiikten sonra 0.45 pm membran filtreden gecirilerek analiz Grnekleri

hazirlanmustir.

HPLC ¢alismalarinda p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, siringaldehit, p-kumarik
asit, sinapik asit, benzoik asit ve kersetin olmak tizere 7 fenolik bilesik standart olarak
kullanilmistir. HPLC saflikta metanolle her bir standartin konsantrasyonunun 100
pg/mL olacak sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve 0.45 pm membran filtreden
gecirilmstir. Daha sonra kalibrasyon egrisi olusturulmasi i¢in standartlar igeren stok
cozeltiden hareketle 5-10-25-50-100 pg/mL konsantrasyonlarindaki dillisyonlar

hazirlanmstir.

Fenolik bilesiklerin analizinde DAD dedektorii kullanilmistir ve analiz 270 nm
dalga boyunda ger¢eklestirilmistir. Fenolik bilesiklerin tespitinde C18 (RP-C18, 150
mmx4.6 mm, 5 um) kolon kullanilmistir. Ayirim A ¢dzeltisi %100 metanol, B ¢ozeltisi
%2’lik sulu asetik asit (pH 2.8) oldugu ikili ¢dziicli sistemiyle gradient program
uygulanarak 16 dk.’da ger¢eklestirilmistir. Gradient program bittikten sonra kolonu

dengeye getirmek amaciyla kolondan 16 dakika boyunca mobil faz gegirilmistir (295).

Fenolik bilesiklerin analizinde kullanilan HPLC sartlari:

Kolon : C18 kolonu (RP-C18, 150 mm % 4.6 mm, 5 um),
Akis hizi - 1.5 mL/dk,

Enjeksiyon hacmi  : 20 uL,

Kolon sicakligi : 25°C

Dalga boyu : 270 nm,

Dedektor . DiodeArrayDetector (DAD)

Yontem . Gradient eliisyon

Hareketli faz : A %100 metanol

B: %2 sulu asetik asit ¢ozeltisi (pH 2.8)
Siire : 16 dk
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Tablo 14. Gradient eliisyonda kullanilan ¢6ziicli oranlar1 ve zaman

Zaman (dk) Solvent A % Solvent B %
0.01 20 80
4.00 30 70
7.00 40 60
8.00 40 60
10.00 45 55
11.00 45 55
12.00 50 50
13.00 50 50
14.00 60 40
15.45 80 20
16.00 Stop

5.4.4. Izolasyon Calismalarinda Kullamlan Kromatografik Yontemler
5.4.4.1. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

izolasyon ¢aligmalarinda kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin
izlenmesi icin, normal faz ve ters faz silika jel kapli hazir aliminyum plaklar

kullanilmuastir.

Ornekler, pastor pipeti yardimiyla, plagin alt ucunun 1 cm yukarisinda ve 0.5-0.7
cm araliklarla olacak sekilde tatbik edilmistir. Daha sonra ITK plaklari mobil faz olarak
kullanilan ¢6ziicti tankina konularak oda sicakliginda 7-10 cm yiiritiilmistir. Plaklar
tanka konulmadan 6nce, tank atmosferinin ¢oziicii buhariyla doymus olmasina dikkat
edilmistir. Plaklar tanktan ¢ikarildiktan sonra kurutulmustur. Lekeler UVys4 / UV36 NM

dalga boyunda UV lambasi altinda ve/veya revelator kullanilarak belirlenmistir.
5.4.4.2. Acik Kolon Kromatografisi (KK)

On saflastirlma calismalarinda  kullanilan yéntemlerden biri de kolon
kromatografisidir. Kolon kromatografisinde, seliiloz, iyon degistirici regineler, silika jel,
poliamid ve sefadeks gibi adsorbanlar kullanilmaktadir. Calismalarimizda adsorban
olarak normal faz silika jel, ters faz silika jel ve sefadeksten yararlanilmstir.
Fraksiyonlar toplandiktan sonra kontrolleri ITK plaklari ile gerceklestirilmistir. Plak
tizerinde Rf degerleri ayni olan maddelerin bulundugu fraksiyonlar birlestirilerek

kuruluga kadar ugurulmustur.
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5.4.4.3. Kullanilan Kolonlarin Hazirlanmasi
- Normal faz silika jel kolon kromatografisi

Istenilen miktarda tartilan silika jel, yeterli miktarda ¢dziicii sistemi ile siispande
edilerek, uygun boyutlara sahip, alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona
aktarilmigtir. Kolondan yeterli miktar uygun ¢oziicii sistemi gecirilerek, adsorbanin
kolon i¢inde hava bosluklar1 kalmayacak sekilde yerlesmesi saglanmistir. Kolondaki

adsorban tam olarak yerlestiginde kolona numune tatbik edilmistir.
- Sefadeks kolon kromatografisi

Istenilen  miktarda  sefadeks, yeterli —miktarda  ¢oziicii  (metanol,
kloroform:metanol) ile karistirilarak alt ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona
doldurulmustur. Adsorban kolona iyice yerlesinceye kadar kolondan ¢oziicii
gecirilmeye devam edilmistir. Coziicli adsorbanin iizerinde 1-2 mm kalincaya kadar

akitildiktan sonra, kolona numune tatbik edilmistir.
- Vakum likit kromatografisi (Ters faz silika jel kolon kromatografisi)

Istenilen miktarda ters faz silika jel, yeterli miktarda metanol ile karistirilarak alt
ucuna pamuk yerlestirilmis cam kolona doldurulmustur. Adsorban iyice yerlesene kadar
su kolondan negatif basing uygulayarak gecirilmistir. Kolon dengeye ulastiginda

numune tatbik edilmistir.
5.4.4.4. Numunenin Kolona Tatbik Edilmesi
Numuneler kolona ¢oziicli yardimi veya kuru tatbik yontemi ile yliklenmistir.

Coziicii yardim ile tatbik: Numune az miktardaki uygun ¢oziicli/¢oziicii
sisteminde c¢oziildiikkten sonra pastdr pipeti yardimi ile kolona tatbik edilmistir.
Adsorbanin iist ylizeyinin bozulmamasina dikkat edilerek, yavas yavas mobil faz olarak

kullanilacak ¢6ziicii ilave edilmis ve eliisyona baglanmistir.

Kuru tatbik: Silika jel ile hazirlanan kolonlara tatbik edilen numuneler i¢in bu
yontem kullanilmistir. Numune iyi ¢0zindigii ¢oziicl ile ¢ozildiikten sonra yeterli
miktardaki silika jel ile karistirilmistir. Coziicii uzaklastirilmistir. Elde edilen kuru
haldeki nunmune silika jelle dnceden hazirlanmis kolona ilave edilerek uygun ¢oziicii

sistemi ile ellisyona baglanmistir.
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5.4.5. Kloroform Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Cahsmalari

Kloroform ekstresi (9.5 g), 6n ayirim igin silika jel (100 g, 0.063-0.2 um) ile
hazirlanmis kolon kromatografisine uygulanmistir. Bu islem i¢in, 9.5 g kloroform
ekstresi kloroformda ¢oziildiikten sonra 10 g silika jel (0.063-0.2 um) ile karistirilmis ve
kloroform tamamen uzaklasana kadar kurutulmustur. Kuru haldeki numune kolona
tatbik edilerek artan polaritedeki n-hekzan:etil asetat (100:0, 95:5, 90:10, 85:5, 80:20,
50:50, 0:100) ¢oziicii sistemleriyle eliisyon gerceklestirilmistir. Fraksiyonlar 50 mL
seklinde toplanmustir ve toplam olarak 39 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlar ITK ile
etil n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3) ve toluen:etil asetat:formik asit (5:4:1) ¢oziicli

sistemlerinde kontrol edilmistir. Benzer fraksiyonlar birlestirilmistir.

13-23. fraksiyonlar birlestirilerek ugurulmus ve 1.2 g olarak belirlenmistir. Ekstre
kloroform ile yeniden c¢oziilerek 10 g silika jel (0.04-0.063 pum) ile karistirilmis ve
¢Oziiciisii tamamen uzaklasana kadar kurutulmustur. Cam kolona kloroform:metanol:su
(90:10:1) ile karistirilan silika jel (40 g, 0.04-0.063 pm) alinarak kolon hazirlanmistir.
Kurutulan numune kolona ilave edilerek artan polaritedeki kloroform:metanol:su
(90:10:1, 80:20:2, 73:30:3, 50:50:5) coziicli sistemleriyle eliisyon gerceklestirilmistir.

Yapilan ITK analizleri sonunda 5-6. fraksiyonlar birlestirilmesine karar verilmistir.

5-6. fraksiyonlar birlestirilerek ucurulmus ve 192.6 mg olarak belirlenmistir.
Kloroform: metanol (1:1) ile ¢oziilerek sefadeks kolona tatbik edilmis ve eliisyon
kloroform: metanol (1:1) ¢oziicii sistemiyle gergeklestirilmistir. Toplam 14 fraksiyon
toplanmistir. Fraksiyonlar ITK plaga tatbik edilerek kloroform: metanol: su (90:10:1)
¢oOziicii sisteminde siiriiklenmis ve 7-8. fraksiyonlar birlestirilerek ugurulduktan sonra
(147.1 mg) tekrar sefadeks kolona tatbik edilmistir. Eliisyon kloroform: metanol (1:1)
¢oziicii sistemiyle gergeklestirilmistir. Toplam olarak 12 fraksiyon toplanmustir.
Fraksiyonlar ITK plaga tatbik edilerek kloroform: metanol: su (90:10:1) ve n-hekzan:
etil asetat (8:2) coziicii sistemlerinde siirliklenmistir. Toplanan fraksiyonlardan 3-7.

fraksiyonlar birlestirilerek ucurulmustur ve 116.8 mg (Bi-1) olarak elde edilmistir.
5.4.6. Etil Asetat Ekstresi Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalari

Etil asetat ekstresi (1.2 g) metanol ile az miktarda ¢oziilmiis, 10 g silika jel ile
karistirilmis ve ¢oziiciisii tamamen uzaklastirilmistir. Daha sonra silika jel (30 g, 0.063-

0.2 pum) kloroform: metanol: su (90:10:1) ile karistirilarak uygun boyutlardaki cam
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kolona almmistir ve kuru numune hazirlanan kolona tatbik edilmistir. Eliisyona
kloroform: metanol: su (90:10:1) ile baglanmig ve artan polaritedeki kloroform:
metanol: su (80:20:2, 70:30:3, 50:50:5) ¢oziicii sistemleriyle devam edilmistir.
Fraksiyonlar 10 mL olacak sekilde toplanmistir ve toplamda 67 fraksiyon elde
edilmistir. Fraksiyonlar ITK ile etil asetat: metanol: su (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3)
¢oziicli sistemleriyle kontrol edildikten sonra 21-24 nolu fraksiyonlarin birlestirilmesine
karar verilmistir. Yogunlastirilan 21-24 nolu fraksiyon (167.8 mg) az miktarda metanol
ile c¢oziilerek sefadeks kolona tatbik edilmistir. Eliisyon %100 metanol ile
gerceklestirilmistir. Toplam olarak 13 fraksiyon almmustir. Fraksiyonlar ITK plaga
tatbik edilerek etil asetat: metanol: su (7:2:1) ¢oziicti sisteminde siiriiklenmigtir. 17-19.

Fraksiyonlar birlestirilerek yogunlastirilmistir (60.1 mg, Bi-2).
5.4.7. Arta Kalan Su Fraksiyonu Uzerinde Yapilan izolasyon Calismalar:

Arta kala su fraksiyonundan 5 g alinarak az miktarda suda siispande edilmis ve
ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 25-40 pum) ile hazirlanmis kolona (2x27 cm)
uygulanmistir. Eliisyona 50 mL su ile baglanmis, daha sonra metanoliin artan
oranlarinda (su: metanol 99:1— 0:100) eliisyona devam edilmistir. 20’ser mL halinde
toplanan 122 fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlar ITK plagma tatbik edilerek etil
asetat: metanol: su (7:2:1) ¢oziicii sisteminde siiriiklendikten sonra benzer fraksiyonlar

birlestirilmistir.

11-17. fraksiyonlar birlestirilerek yogunlastirilmis (160 mg) ve az miktarda
metanolle c¢oziilerek sefadeks kolona tatbik edilmistir. Eliisyon %100 metanolle
yapilmis ve 12 fraksiyon toplanmustir. Fraksiyonlar ITK plaga tatbik edilerek etil asetat:
metanol: su (7:2:1) ¢oziicii sisteminde siiriklenmistir. 4-5. fraksiyonlar ile 8-9.

fraksiyonlar yogunlastirilmistir (sirastyla 106.7 mg, BI-3; 8.6 mg, Bi-4).

62-64. fraksiyonlar birlestirilerek yogunlastirikmis (78.7 mg) ve az miktarda metanolle
coziilerek sefadeks kolona tatbik edilmistir. Eliisyon %100 metanolle yapilmis ve 11
fraksiyon toplanmustir. Fraksiyonlar ITK plaga tatbik edilerek etil asetat: metanol: su
(7:2:1) ¢bziici sisteminde siiriiklenmistir.  6-7.  Fraksiyonlar  birlestirilerek

yogunlastirilmistir (38.7 mg, Bi-5).
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5.5. Istatistiksel Olarak Verilerin Degerlendirilmesi

Sonuglar 1ii¢ bagimsiz deneyin ortalamast ve standart sapma alinarak
hesaplanmistir. Deney sonuglari, SPSS (Statistics Program for Social and Science) 20
istatistik programina yiiklenerek normal dagilima uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov
testi, Shapiro Wilk testi, Basiklik ve carpiklik degerleri ile kontrol edilmistir (294).
Normal dagilima uygun olduklart goriildiikten sonra analizi yapilan her bir 6rnek i¢in
elde edilen sonuglarin kendi arasindaki iligkileri T-testi ile degerlendirilmistir ve

sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
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Silika jel KK
n- Hekzan:EtOAc
(100:0)—(0:100)

Silika jel KK
CHCl;3:MeOH:H,0
(90:10:1)—(50:50:5)

Sefadeks LH-20 KK
CHCl5:MeOH (1:1)

Sefadeks LH-20 KK
CHCl;:MeOH (1:1)

B. integrifolia

Toprak iistii kismi (560 g)

3 L. Metanol x 2

Metanol ekstresi

(70.72 9)

Kloroform fazi

(10 9)

Etil Asetat fazi
(1.29)

Fr. 13-23 (1.2 g)

Fr. 5-6 (192.6 mg)

Fr. 7-8 (147.1 mg)

Fr. 3-7. (116.8 mg)

Silika jel KK

1) H,O:Metanol (9:1) x1
2) Sirasiyla kloroform ve etil asetat ile partitisyon

CHCl3:MeOH:H,0
(90:10:1)—(50:50:5)

Fr. 21-24 (167.8 mg)

Sefadeks LH-20 KK
MeOH

Fr. 17-19 (60.1 mg)

Sekil 15. B. integrifolia izolasyon semasi

Su fazi
(549)

alind1

Su fazindan 5 g

Ters faz silika jel KK

H,O:MeOH

Fr.11-17
(160 mg)

Sefadeks LH-20 KK

MeOH

Fr. 4-5 (106.7 mg)

Fr. 8-9 (8.6 mg)
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6. BULGULAR

6.1. Barbarea Tiirlerinde Antioksidan Aktivite Calismalarma Ait Bulgular

6.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini Sonuclar:

Tez kapsaminda c¢alisilan Barbarea tiirlerinden elde edilen ekstrelerin toplam
fenolik madde miktar1 tayinleri, standart madde olarak kullanilan gallik asit igin
hazirlanan kalibrasyon egrisinden yararlanilarak bulunmustur. Gallik asit i¢in hazirlanan
kalibrasyon egrisi Sekil 16’da verilmistir. 1 g bitkinin icerdigi toplam fenolik madde
miktar1t GAE (mg/g) olarak Sekil 17°de ve Tablo 15’de belirtilmistir.

09 1 y = 0,0008x
08 1 R? = 0,9944

0,7 1
0,6 -
0,5 1
04 -
0,3 A
0,2 1

Abs (765 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200
GA Kkonst. (ug/mL)

Sekil 16. Fenolik madde miktar tayininde kullanilan gallik asit’e ait grafik

35

30
25
20
15
o I . |

BiS BIM BIE BIK BAS BAM BAE BAK BPS BPM BPE BPK

GAE (mg/g)

o o1 o

Sekil 17. Barbarea tiirlerine ait ekstrelerin fenolik madde miktar tayini sonuglarinin
karsilastirilmasi
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6.1.2. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini Sonugclar

Tez kapsaminda calisilan Barbarea tiirlerinden elde edilen ekstrelerin FRAP
tayinleri standart madde olarak kullanilan troloks i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak bulunmustur. Troloks i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisi Sekil 18’de
veilmistir. Numunelerin FRAP degerleri Troloks ile karsilastirilarak, TEAC (uM)
olarak Sekil 19°da ve Tablo 15’de gosterilmistir.

0.9 7 y = 0,0005x - 0,012
0,8 1 R>=0,996

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Abs (595 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200

Trolox konst.

Sekil 18. FRAP tayininde kullanilan troloks’a ait grafik

3770

3520

3270

3020

2770

2520

2270

2020

1770

1520

1270

1020
770
520 III_
270 = lll- [P

BiIM BIE BIK BPS BPM BPE BPK BAS BAM BAE BAK

TEAC (M)

Numuneler

Sekil 19. Barbarea tiirlerine ait ekstrelerin FRAP tayini sonuglarinin karsilastiriimasi
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6.1.3. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini Sonuclari

Tez kapsaminda ¢aligilan tiirlerden elde edilen ekstrelerin DPPH radikali giderme
aktivitesi tayinleri sonucunda elde edilen veriler, standart madde olarak kullanilan
BHT nin verileri ile karsilastirilmistir. Orneklerim 517 nm dalga boyunda elde edilen
konsantrasyon-absorbans degerlerine ait grafikler Sekil 20-24’de gosterilmistir.

Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gegirilerek,ekstrelere ait

hesaplanan 1Csq degerleri Sekil 25°de ve Tablo 15°de belirtilmistir.

Abs (517 nm)

0,600
0,500
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -

y =-67,794x + 0,4894
R2=10,9919

0,000 T T !

0,00000 0,00200 0,00400 0,00600

Konst.

Sekil 20. DPPH radikali giderme aktivitesi tayininde kullanilan BHT a ait grafik

0,7 y = -0,8574x + 0,5948
0,6 R? = 0,9908
~ 05
= v y = -0,4856x + 0,4949
~ 0,4 - B R2=0,9972
e ;3. y=-1,6251x + 0,5421 o BPS
8 R? =0,9293
< 0,2 -
01 - B BAS
0 T T 1 .
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 A BIS
Konst.

Sekil 21. Tiirlerin su ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini sonuglari
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0,700 -
=-0,317x + 0,5791
0,600 - Y = 09953
- S S— ,

0500 | ¢4—& = N y = -0,9684x + 0,5601
€ 0.400 - y =-0,3461x + 0,5026 R?=0,9955
S R2 = 0,9943
2 0,300 1 ¢ BiM
< 0,200 -

B BAM

0,100 -

BPM

0,000 : : : : : .

0,00000 0,02000 0,04000 0,06000 0,08000 0,10000 0,12000
Konst.

Sekil 22. Tirlerin metanol ekstrelerinin  DPPH radikali giderme aktivitesi tayini

sonuglari
0,250 ~
y = -0,2031x + 0,195
0,200 - Mm
E 0150 | y = -0,9054x +0,1781
S R2=10,9435
(L‘,"; 0,100 -
3 ¢ BIE
< 0.050 4 y = -0,7535x + 0,164
' Rz=0,9879 B BAE
0,000 : : : : : . BPE
0,00000 0,02000 0,04000 0,06000 0,08000 0,10000 0,12000

Konst.

Sekil 23. Tiirlerin etil asetat ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini
sonuglari

1,200 +

e, 0 yFosselxrliam
R? = 0,8952

y =-0,4744x + 0,6477

0,600 - !N.\'\.L_,, R? = 0,9769

1,000 -
0,800 -

Abs (517 nm)

0,400 - y =-1,5151x + 0,6515
R?=0,9689 .
0,200 - ¢ BIK
0,000 . . . . . . B BAK
0,000 0020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120

BPK
Konst.

Sekil 24. Tirlerin kloroform ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini
sonuglari
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I1C;, degeri (mg/mL)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
o0 _BBe s

BHT BIS BIM BIE BIK BAS BAM BAE BAK BPS BPM BPE BPK

Numuneler

Sekil 25. Barbarea tiirlerine ait ekstrelerin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini
sonuclariin karsilastirilmasi

6.1.4. CUPRAC Tayini Sonuglari

Tez kapsaminda galisilan Barbarea tiirlerinden elde edilen ekstrelerin Cuprac
tayinleri standart madde olarak kullanilan troloks i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak  bulunmustur. Numunelerin  CUPRAC  degerleri  Troloks ile
karsilagtirilarak TEAC (uM) olarak Sekil 26’da ve Tablo 15°de ifade edilmistir.

6000
5000
4000
3000

2000
1000 | l l '
A ay - —

0
BiS BiIM BIE BIK BAS BAM BAE BAK BPS BPM BPE BPK

TEAC (uM)

Sekil 26. Barbarea tiirlerine ait ekstrelerin  CUPRAC tayini  sonuglarinin
karsilastirilmasi
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Tablo 15. Barbarea tiirlerine ait ekstrelerin antioksidan aktivite tayini sonuglari

ORNEKLER pTO‘;ﬁggl FRAP CUPRAC DPPH
GAE (malg) TEAC(uM) TEAC(uM) ICs (Mg/mL)
BiS 32.8+1.02 1556+7.86 1878.667 + 0.05 0.17750.01
BIiM 12.3+0.98 3436+2.14 5946.533 +7.33 0.2907:0.06
BIiE - 1638+1.46 127.067+ 1.37 0.10830.01
BiK - 3816+7.55 33.400 +1.09 0.6837+0.02
BAS 11.8£0.96 44146 35 1491,400 + 3.21 0.35710.01
BAM 6.6:0.15 187+2.45 4593,467 +2.78 0.90210.01
BAE - 414125 120,667 + 5.32 0.09830.01
BAK - 2242 34 65,600 + 2.45 0.21510.02
BPS 31.6:0.42 132144.02 1460.533 + 4.93 0.5096+0.06
BPM 14+1.23 4888.79 2426.800+ 2.16 0.72610.01
BPE - 40+2.57 927.533 +3.98 0.48010.03
BPK - 123+3.24 26.133£2.32 0.6702+0.05
BHT 0.0036+0.01

6.2. Barbarea Tiirlerinde Tirozinaz Enzim Inhibisyonu Tayini Sonuclar

Tez kapsaminda calisilan Barbarea tiirlerinden elde edilen ekstrelerin tirozinaz

enzim inhibisyonuna ait sonuglar Sekil 27-39 ’da ifade edilmistir.

Tirozinaz inhibisyon (%)

120
100
80
60
40
20
0

2
Log [C]

y =22,79x + 37,64

R?=10,988

Sekil 27. a-Kojik asit’e ait tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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60 y =30,484x - 29,764
50 R*=0,9952

40
30
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10

Tirozinaz inhibisyon (%)

Log [C]

Sekil 28. B. integrifolia’nin metanol ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

y=27,169x - 31,01
45 R?=0,9794
40
35
30
25
20
15
10

Tirozinaz inhibisyon (%)

Log [C]

Sekil 29. B. integrifolia’nin etil asetat ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

y = 30,085x - 34,073
50 R2=0,9888
45
40
35
30
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20
15
10

Tirozinaz inhibisyon (%)

Log [C]

Sekil 30. B. integrifolia’nin kloroform ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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y =25,103x - 17,321
60 R2=10,9974

50
40
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10

Tirozinaz inhibisyon (%)

Log [C]

Sekil 31. B. integrifolia’nin su ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

y = 39,764x - 57,402
R?=0,9785

A O o
o O o

=N
o O

Tirozinaz inhibisyon (%)
w
o

o

Log [C]

Sekil 32. B. auriculata var. paludosa’nin metanol ekstresinin tirozinaz enzim
inhibisyonu grafigi

y =33,007x - 41,383

60 R2=10,9977

50
40
30
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10

Tirozinaz inhibisyon (%)

Log [C]

Sekil 33. B. auriculata var. paludosa’nin etil asetat ekstresinin tirozinaz enzim
inhibisyonu grafigi
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y = 29,959x - 37,886
50 R2= 0,996

Tirozinaz inhibisyon (%)
N
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Log [C]

Sekil 34. B. auriculata var. paludosa’nin kloroform ekstresinin tirozinaz enzim
inhibisyonu grafigi

y =31,493x - 37,073

R2 = 0,9844
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Sekil 35. B. auriculata var. paludosa’nin su ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu
grafigi

y = 28,878x - 37,324
50 R>=0,9943
40
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Sekil 36. B. plantaginea’nin metanol ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi



y =21,163x - 21,619
40 R?=0,9959
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Log [C]

Sekil 37. B. plantaginea’nin etil asetat ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

y =-4,6185x + 2,861
R?=0,9929

Tirozinaz inhibisyon (%)
>

Log [C]

Sekil 38. B. plantaginea’nin kloroform ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

y =22,999x - 18,619
50 R2=0,9752

Tirozinaz inhibisyon (%)
N
()]

Log [C]

Sekil 39. B. plantaginea’nin su ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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Tablo 16. Barbarea tiirlerine ait ekstrelerin tirozinaz enzim inhibisyonu sonuglari

ORNEKLER Tirozinaz inh. 1Cs, degeri (ug/mL)
BIS 480.9188+1.02
BiM 413.8071+1.13
BIE 623.563+0.95
BIK 960.9375+2.03
BAS 587.1096+0.32
BAM 502.5824+3.68
BAE 582.6123+3.26
BAK 859.456+1.67
BPS 964.5861+2.32
BPM 10%%+3.65
BPE 10°%+6.41
BPK 10"*+0.96
a-Kojik asit 3.4819+1.19

6.3. Barbarea Tiirlerinde Kolinesteraz Enzim Inhibisyonu Tayini Sonuglari

Tez kapsaminda ¢alisilan Barbarea tiirlerinden elde edilen ekstrelerin kolinesteraz

enzim inhibisyonuna ait sonuglar Sekil 40-52°de ifade edilmistir.
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Sekil 40. Galantamin’in kolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 41. B. integrifolia’nin su ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 42. B. integrifolia’nin etil asetat ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 43. B. integrifolia’nin kloroform ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu
grafigi
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Sekil 44. B. integrifolia’nin metanol ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 45. B. auriculata var. paludosa’nin su ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu

grafigi
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Sekil 46. B. auriculata var. paludosa’nin etil asetat ekstresinin kolinesteraz enzim

inhibisyonu grafigi
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Sekil 47. B. auriculata var. paludosa’nin kloroform

inhibisyonu grafigi

ekstresinin kolinesteraz enzim
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Sekil 48. B. auriculata var. paludosa’nin metanol ekstresinin Kkolinesteraz enzim
inhibisyonu grafigi
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Sekil 49. B. plantaginea’nin metanol ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 50. B. plantaginea’nin su ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 51. B. plantaginea’nin etil asetat ekstresinin Kolinesteraz enzim inhibisyonu

grafigi
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Sekil 52. B. plantaginea’nin kloroform ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu

grafigi
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Tablo 17. Barbarea tiirlerine ait ekstrelerin ChE enzim inhibisyonu sonuglari

Ornekler AChE BuChE
ICs; degeri (ug/mL) 1Cs; degeri (ug/mL)

BiS 189.5929+2.18 69.17957+2.25
BiM 206.94+4.48 247.68+3.89
BIE 202.7765+1.23 147.0933+1.79
BIK 193.4644+1.25 133.8981+1.79
BAS 152.1257+2.81 161.9107+2.03
BAM 150.95+2.65 679.04+9.36
BAE 203.176+6.02 158.8892+4.31
BAK 269.9255+0.86 165.9243+1.61
BPS 202.0273+2.08 243.0346+1.15
BPM 243.26+4.18 308.14+5.21
BPE 379.94+1.38 229.7585+1.02
BPK 320.4593+1.25 200.0563+1.16

Galantamin 1.4454+0.06 7.1154+0.21

6.4. Barbarea Tiirlerinde Antimikrobiyal Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

Tiirlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonlarin antimikrobiyal aktiviteleri,

patojen 6zellige sahip 8 bakteri ve iki maya iizerinde ¢alisilmistir.
6.4.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi Sonuclar

Tirlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonlara ait inhibisyon zon ¢aplar1 cetvel
yardimiyla Olgiilerek mm olarak belirlenmistir. Standart ¢oziicii olarak her bir 6rnegin
kendi ¢oziiciisii kullanilmistir. Kontrol ila¢ olarak, bakteriler i¢gin Ampisilin (10 pg),

mayalar i¢in flukonazol (5 pg) kullanilmistir. Sonuglar standart olarak kullanilan ilaglar

ile karsilastirilarak Tablo 18’de verilmistir.
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Tablo 18. Barbarea tiirlerine ait ekstrelerin inhibisyon zon ¢aplari

Mikroorganizma ve Zon Caplari (mm)

Ornek
Gram (-) Gram (+) Maya mantari
Ec Yp Pa Sa Ef Lm Bc Ms Ca Sc
BAS - - - - - - - - - -
BIS - - - - - - - - - -
BPS - 12 - 6 - - - - - 7
BAM 10 6 10 6 - 6 - 12 - -
BPM 15 6 12 10 8 8 - 15 6 6
BiM 16 6 10 10 10 8 - 15 - -
BAK 12 10 - 12 8 - 12 - 8
BPK 15 12 - 12 8 - 12 - 8
BiK 15 10 - 12 12 12 - >20 6 8
BAE 15 12 15 12 15 14 15 15 18 12
BPE 15 12 12 12 15 14 15 15 18 12
BIiE 16 10 12 10 15 6 12 15 12 10
Amp 10 10 10 18 35 10 10 15
Str 10 35
Flu 5 25 25

Ec: Escherichia coli, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Sa: Staphylococcus
aureus, Ef: Enterococcus faecalis, Lm: Listeria monocytogenes, Bc: Bacillus cereus, Ms: Mycobacterium
smegmatis, Ca: Candida albicans, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Amp.: Ampisilin, Str.: Streptomisin,
Flu.: Flukonazole

6.4.2. Minimal Inhibisyon Yontemi Sonuglar

Tiirlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonlarn MIK degeri, mikrodiliisyon
kuyucuklarindaki mikroorganizmanin iiremesi tamamen engellemis ve ciplak gozle
belirlenebilen en diisiik antimikrobik madde konsantrasyonu, cinsinden ifade edilmistir.
Standart ¢oziicli kontrolii yaninda kontrol ilag¢ olarak, bakteriler icin Ampisilin (10 pg),
mayalar i¢in Flukonazol (5 pg) kullanilmistir. Sonuglar standart olarak kullanilan ilaglar

ile karsilastirilarak Tablo 19°da verilmistir.
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Tablo 19. Barbarea tiirlerine ait ekstrelerin MIK degerleri

MiK Degerleri (ug/mL)
Ornek Gram (-) Gram (+) Maya mantar1
Ec Yp Pa Sa Ef Lm Bc Ms Ca Sc
BAS - - - - - - - - - -
BIS - - - - - - - - - -
BPS - 125 - 700 - - - - - 700
BAM 125 700 125 700 - 700 - 62,25 - -
BPM 125 700 125 125 350 350 - 62,25 700 700
BiM 16 700 125 125 125 350 - 62,25 - -
BAK 441 882 - 441 1260 882 - 441 - 882
BPK 343 686 - 686 2744 1372 - 686 - 1372
BiK 62,5 125 - 125 125 125 - 125 500 250

BAE 353 707 353 707 353 353 353 353 353 12
BPE 218 437 437 437 218 218 218 109 54 437
BIiE 62 125 125 125 62 500 125 125 125 125

Amp 10 10 18 >128 35 10 10 15
Str 10 4
Flu 5 <8 <8

Ec: Escherichia coli, Yp: Yersinia pseudotuberculosis, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Sa: Staphylococcus
aureus, Ef: Enterococcus faecalis, Lm: Listeria monocytogenes, Bc: Bacillus cereus, Ms: Mycobacterium
smegmatis, Ca: Candida albicans, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Amp.: Ampisilin, Str.: Streptomisin,
Flu.: Flukonazole

6.5. Barbarea Tiirlerinin Sitotoksisite Tayinine Ait Bulgular

Tez kapsaminda yer alan Barbarea tiirlerinden elde edilen metanol, kloroform,
etil asetat ve su ekstrelerinin L929, Hep3B, MCF-7, HCT116, MDA-MB-231, A549 ve
PC-3 hiicre hatlar1 lizerinde gosterdigi sitotoksik etkileri MTT yontemi ile incelenmistir.
Sonuglar ii¢ c¢alismadan elde edilen ortalama absorbans degerleri esas alinarak

hesaplanmuistir.
6.5.1. Barbarea Tiirlerinin 1929 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisite Sonuclari

Calismada, 25-200 pg/mL konsantrasyon aralifinda hazirlanan tiirlere ait
orneklerin L929 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile karsilagtirilarak
belirlenmistir. MTT deney sonuglarina gore, saglikli fibroblast hiicresi iizerinde en
giicli sitotoksik etkiyi B. integrifolia ve B. plantaginea’nin kloroform ekstresi
gostermistir (Tablo 20) (Sekil 53).
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Tablo 20. Barbarea tiirlerinin 1929 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi

Numune Konsantrasyon (ng/mL) % canhhk 1Cs0 (ug/mL)
NK 5 100+0.12
10 87.0640.094
25 87.56+40.048
ve 50 85.0740.18 >200
100 81.00-0.16
25 90.47-0.11
. 50 95.52-0.02
BIM 100 102.36+0.03 >200
200 99.10+0.03
25 84.89:0.17
. 50 87.8340.16
BIS 100 91.35+0.16 >200
200 92.89+0.12
25 96.430.13
. 50 82.6340.25
BIK 100 17.93+0.022 62.47
200 22.3140.02
25 106.8140.12
. 50 96.9640.25
BIE 100 72.7040.62 125.30
200 26.56-0.16
25 98.1120.18
50 97.90+0.15
BPM 100 92.80+0.17 >200
200 76.46:0.11
25 97.5620.11
50 91.73+0.25
BPS 100 93.23:0.07 >200
200 87.83:0.09
25 103.92+0.15
50 63.45-0.78
BPK 100 19.09:0.02 62.37
200 25.79+0.03
25 91.200.6
50 67.31-0.59
BPE 100 50.7320.66 9731
200 24.85+0.63
25 87.1420.01
50 90.75:0.12
BAM 100 95.40+0.11 >200
200 96.83+0.10
25 82.070.31
50 83.29+0.27
BAS 100 99.63+0.11 >200
200 96.11-0.19
25 90.34+0.16
50 91.8540.05
BAK 100 79.37+0.22 109.50
200 20.03+0.02
25 92.3120.05
50 86.73+0.10
BAE 100 74.55+0.08 115.79
200 24.85+0.04
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Sekil 53. Barbarea tiirlerinin L929 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi

6.5.2. Barbarea Tiirlerinin Hep3B Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisite Sonuglari

Calismada, 25-200 pg/mL konsantrasyon aralifinda hazirlanan tiirlere ait
orneklerin Hep3B hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile karsilastirilarak
belirlenmistir. MTT deneyine ait sonuglara bakildiginda, kanser hiicresinde Barbarea
tirlerinden elde edilen su ve metanol ekstrelerinin onemli bir sitotoksik etki

olusturmadigr gozlenirken; en giiglii sitotoksik etki B. integrifolia’nin etil asetat
ekstresinde goriilmiistiir (Tablo 21) (Sekil 54).
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Tablo 21. Barbarea tiirlerinin Hep3B hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi

Numune Konsantrasyon (ng/mL) % canhhk 1Cs0 (ug/mL)
NK 5 100 +0.26
10 71.92 £0.20
25 69.95 +0.06
ve 50 71.64 £0.07 >100
100 58.78 +0.14
25 89.55 £0.08
. 50 96.46 +0.02
BIM 100 95.37 +£0.02 >200
200 82.84 40,27
25 86.64 £0.04
. 50 89.93 +0.16
BIS 100 94.98 +0.14 >200
200 92.61 +0.06
25 63.89 2045
, 50 48.91 £0.29
BIK 100 14.99 0.02 41.08
200 18.01 +0.03
25 91.99 20.08
. 50 47.60 +0.57
BIE 100 28.68 +0.07 26.45
200 20.07 +0.01
25 85.28 0.19
50 84.27 +0.04
BPM 100 70.98 +0.13 >200
200 56.34 +0.08
25 93.49 1027
50 91.64 4023
BPS 100 91.3740.15 >200
200 85.25 +0.13
25 56.90 20.10
50 32.0840.11
BPK 100 19.13 £0.07 49.96
200 22.68 £0.03
25 51.94 20.05
50 33.100.13
BPE 100 2276 +0.11 29.67
200 21.76 0.04
25 92.17%0.10
50 88.61 £0.07
BAM 100 100.42 +0.13 >200
200 91.95+0.12
25 98.10 20.06
50 103.19 +0.05
BAS 100 110.96 +0.12 >200
200 102.70 +0.19
25 85.19 2030
50 76.73 +0.34 84.57
BAK 100 44.46 +0.12
200 16.93 +0.05
25 93.30 £0.04
50 75.25 +0.28
BAE 100 47.24 4025 90.49
200 18.63 0.01
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Sekil 54. Barbarea tiirlerinin Hep3B hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi
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6.5.3. Barbarea Tiirlerinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisite Sonuclar

Calismada, 25-200 pg/mL konsantrasyon aralifinda hazirlanan tiirlere ait
orneklerin MCF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile karsilastirilarak
belirlenmistir. MTT deneyine ait sonuglara bakildiginda, kanser hiicresinde Barbarea
tirlerinden elde edilen su ve metanol ekstrelerinin onemli bir sitotoksik etki
olusturmadigi gozlenirken; en giiclii sitotoksik etki B. auriculata var. paludosa’nin

kloroform ekstresinde goriilmiistiir (Tablo 22) (Sekil 55).
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Tablo 22. Barbarea tiirlerinin MCF-7 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi

Numune Konsantrasyon (ng/mL) % canlihk I1Cs (ng/mL)
NK - 100£0.02
10 96.78+0.03
25 93.02+0.07
ve 50 93.1740.02 >200
100 90.18+0.01
25 85.39£0.10
. 50 89.14+£0.20
BIM 100 90.74+0.15 >200
200 86.20+0.26
25 87.30£0.14
. 50 96.64+0.02
BIS 100 99.22+0.03 >200
200 97.07+0.01
25 88.7420.07
. 50 90.040.18
BIK 100 81.92+0.32 105.10
200 17.6340.01
25 84.60£0.04
. 50 84.90+0.03
BIE 100 86.32+0.12 158.41
200 39.9440.22
25 93.4340.06
50 90.52+0.06
BPM 100 $8.65+0.04 >200
200 83.03+0.04
25 93.01£0.02
50 88.88+0.03
BPS 100 86.55+0.05 >200
200 84.44+0.01
25 86.7220.11
50 87.38+0.12
BPK 100 80.32+0.14 111.62
200 22.44+0.04
25 87.9120.23
50 92.09+0.23
BPE 100 82.25+0.31 122.38
200 21.64+0.04
25 92.5820.00
50 95.84::0.09
BAM 100 95.9940.16 >200
200 95.15+0.13
25 93.7240.05
50 94.5140.04
BAS 100 94.03+0.06 >200
200 92.38+0.11
25 29.80£0.20
50 88.13+0.28
BAK 100 36.3840.28 86.06
200 17.67+0.06
25 92.0020.12
50 90.20+0.06
BAE 100 83.16+0.13 138.06
200 19.8240.02
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Sekil 55. Barbarea tiirlerinin MCF-7 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi

6.5.4. Barbarea Tiirlerinin HCT116 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisite Sonuclar

Calismada, 25-200 pg/mL konsantrasyon aralifinda hazirlanan tiirlere ait
orneklerin  HCTI116 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile
karsilagtirilarak belirlenmistir. MTT deneyine ait sonuglara bakildiginda, Barbarea
tiirlerinden elde edilen su ve metanol ekstrelerinin kanser hiicrelerinde 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi gozlenirken; en giiglii sitotoksik etki B. integrifolia’nin
kloroform ekstresinde goriilmiistiir (Tablo 23) (Sekil 56).
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Tablo 23. Barbarea tiirlerinin HCT116 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi

Numune Konsantrasyon (ng/mL) % canhihk 1Cs (ng/mL)
NK n 10040.06
10 100.27£0.07
25 95.09-0.05
ve 50 96.93+0.03 >200
100 84.96+0.13
25 52.2140.52
. 50 83.38-0.38
BIM 100 98.90+0.28 >200
200 106.03+0.18
25 66.90-0.09
. 50 98.41+0.19
BIS 100 108.54+0.18 >200
200 110.57+0.18
25 60.12:0.47
. 50 61.0540.08
BIK 100 49.34+0.51 92.44
200 19.64+0.03
25 81.38:0.24
. 50 64.31-0.16
BIE 100 51.27+0.12 100.8
200 22.18+0.03
25 93.9000.12
50 90.89-:0.08
BPM 100 91.58-0.02 >200
200 77.7040.06
25 97.93:0.09
50 92.0740.05
BPS 100 90.87+0.04 >200
200 85.28+0.08
25 89.31:0.17
50 84.04+0.15
BPK 100 62.14:0.16 131.61
200 34.94+0.07
25 52.93:0.54
50 79.90+0.05
BPE 100 80.73+0.18 137.37
200 32.85:0.06
25 61.75:0.05
50 83.45:0.23
BAM 100 94.36+0.11 >200
200 106.36+0.16
25 62.58:0.10
50 91.92+0.21
BAS 100 100.06+0.07 >200
200 105.60+0.15
25 43.50-0.41
50 77.0540.10
BAK 100 68.04::0.37 115.15
200 24.9740.26
25 72.8240.15
50 74.3140.17
BAE 100 73.18+0.41 141.61
200 37.44+0.21
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Sekil 56. Barbarea tiirlerinin HCT116 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi

6.5.5. Barbarea Tiirlerinin MDA-MB-231 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisite
Sonuclari

Calismada, 25-200 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan tiirlere ait
orneklerin MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile
karsilastirilarak belirlenmistir. MTT deneyine ait sonuglara bakildiginda, Barbarea
tirlerinden elde edilen su ve metanol ekstrelerinin kanser hiicrelerinde 6nemli bir
sitotoksik etki olugturmadigi gozlenirken; diger orneklerin Vinkristin’den daha giicli
sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir. En giiglii sitotoksik etki B. auriculata var.
paludosa’nin kloroform ekstresinde gortilmiistiir (Tablo 24) (Sekil 57).

104




Tablo 24. Barbarea tiirlerinin MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi

Numune Konsantrasyon (ng/mL) % canhhk I1Cs0 (ng/mL)
NK n 10040.17
10 93.30+0.18
25 105.50+0.02
ve 50 104.1540.06 >200
100 103.99+0.05
25 59.50£0.28
. 50 63.48+0.23
BIM 100 75.67+0.07 >200
200 76.24+0.20
25 72274031
. 50 94.77+0.20
BIS 100 99.9640.27 >200
200 103.810.24
25 85.07£0.05
. 50 91.29+0.14
BIK 100 57.59+0.08 117.79
200 26.6140.05
25 62.3140.03
. 50 60.15+0.14
BIE 100 63.48+0.11 104.7
200 38.40:£0.06
25 %6.53£0.16
50 80.040.15
BPM 100 79.5940.15 >200
200 77.4440.15
25 97.6720.07
50 93.3240.03
BPS 100 89.88+0.13 >200
200 88.400.09
25 86.6120.08
50 89.39+0.17
BPK 100 59.9140.10 123.02
200 31.5340.02
25 68.0020.10
50 68.9240.15
BPE 100 66.53+0.18 127.94
200 35.2940.14
25 67.8120.14
50 75.420.06
BAM 100 75.9740.05 >200
200 76.58+0.11
25 73.7240.45
50 86.59+0.16
BAS 100 90.53+0.24 >200
200 90.67+0.17
25 74.9820.13
50 60.13+0.32
BAK 100 50.70+0.28 84.06
200 23.70+0.05
25 62.86£0.04
50 67.16+0.32
BAE 100 69.9940.18 >200
200 69.79+0.16
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Sekil 57. Barbarea tiirlerinin MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi

6.5.6. Barbarea Tiirlerinin A549 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisite Sonuclar

Calismada, 25-200 pg/mL konsantrasyon aralifinda hazirlanan tiirlere ait
orneklerin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile karsilagtirilarak
belirlenmistir. MTT deneyine ait sonuglara bakildiginda, Barbarea tiirlerinden elde
edilen su ve metanol ekstrelerinin hiicrelerde 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi
gozlenirken; diger orneklerin kanser hiicresinde, Vinkristin’den daha gii¢lii sitotoksik
etki gosterdigi gozlenmistir. En giicli sitotoksik etki B. integrifolia’nin etil asetat
ekstresinde goriilmiistiir (Tablo 25) (Sekil 58).
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Tablo 25. Barbarea tiirlerinin A549 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi

Numune Konsantrasyon (ng/mL) % canhhk 1Cs0 (ug/mL)
NK n 100£0.07
10 101.3320.01
25 90.79+0.25
ve 50 98.44+0.10 >200
100 87.8620.10
25 68.5740.58
. 50 84.33+0.14
BIM 100 74.46+0.49 >200
200 69.34:40.48
25 81.7220.05
. 50 91.20+0.12
BIS 100 95.1940.12 >200
200 81.22+0.17
25 79.0820.39
. 50 59.2540.72
BIK 100 16.9040.03 411
200 19.12+0.03
25 87.76£0.28
. 50 46.2940.28
BIE 100 36.8740.07 45.99
200 15.0540.02
25 97.30+0.19
50 94.49:0.09
BPM 100 92.18+0.24 >200
200 81.32+0.09
25 103.2420.04
50 90.710.18
BPS 100 95.49:40.04 >200
200 83.57+0.14
25 100.11£0.09
50 95.74+0.11
BPK 100 76.0240.85 122.78
200 25.65+0.13
25 93.400.08
50 85.20+0.18
BPE 100 70.75+0.21 110.79
200 22.60+0.02
25 99.43+0.06
50 84.940.09
BAM 100 97.29+0.09 >200
200 96.46:0.07
25 98.32+0.04
50 98.08+0.12
BAS 100 106.3640.10 >200
200 103.7640.33
25 93.56£035
50 97.60+0.42
BAK 100 103.6740.03 112.86
200 18.5740.02
25 95.99£0.25
50 95.76+0.03
BAE 100 99.04+0.08 123.49
200 29.57+0.30
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Sekil 58. Barbarea tiirlerinin A549 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi

6.5.7. Barbarea Tiirlerinin PC-3 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisite Sonuclari

Calismada, 25-200 pg/mL konsantrasyon aralifinda hazirlanan tiirlere ait
orneklerin PC-3 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri Vinkristin ile karsilastirilarak
belirlenmistir. MTT deneyine ait sonuglara bakildiginda Barbarea tiirlerinden elde
edilen su ve metanol ekstrelerinin kanser hiicrelerinde 6nemli bir sitotoksik etki
olusturmadigi gozlenirken; en giiclii sitotoksik etki B. integrifolia’nin kloroform
ekstresinde gozlenmistir (Tablo 26) (Sekil 59).
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Tablo 26. Barbarea tiirlerinin PC-3 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi

Numune Konsantrasyon (ng/mL) % canlihk I1Cs (ng/mL)
NK . 10040.27
10 53.0340.21
25 61.33£0.32
ve 50 61.80+0.21 >100
100 61.4240.28
25 50.8541.05
. 50 104.04+0.30
BIM 100 110.1040.11 >200
200 105.52+0.14
25 97.16£0.04
. 50 107.90+0.04
BIS 100 107.20+0.41 >200
200 105.66-0.11
25 64.08+0.187
. 50 50.14+0.03
BIK 100 21.80+0.09 60.83
200 27.57+0.03
25 75.9840.23
. 50 63.5940.05
BIE 100 33.6540.11 71.25
200 21.42+0.02
25 104.40+0.04
50 100.4620.06
BPM 100 100.68+0.11 >200
200 79.03+0.16
25 98.50-0.09
50 99.80--0.14
BPS 100 96.2040.11 >200
200 89.6640.12
25 86.5840.30
50 76.38+0.23
BPK 100 32.8740.04 69.43
200 38.880.02
25 68.74=0.40
50 71.17+0.039
BPE 100 31.2340.02 75.79
200 26.99+0.02
25 79.34%0.12
50 84.8840.09
BAM 100 89.840.12 >200
200 76.310.21
25 $2.7020.05
50 89.44-0.14
BAS 100 97.91+0.16 >200
200 96.79-0.04
25 76.5620.12
50 67.79+0.23
BAK 100 27.84+0.02 89.47
200 25.08+0.05
25 73.52+0.09
50 73.3940.21
BAE 100 28.85+:0.27 90.90
200 24.82+0.008

109



120

100 -y 1171 +1

80 - 111

60 111 1

40

% Canhlik

|25 10 50,200 50 200 50 20D 50 200 50 200 50 200 50 20D 50 200 50 200 50 200 50 20D 5 200

NK VC | BIM | BiS | BIK | BIE | BPM | BPS | BPK | BPE | BAM | BAS BAK| BAE

Sekil 59. Barbarea tiirlerinin PC-3 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisi

6.6. Barbarea Tiirlerinin Fenolik Bilesiklerinin HPLC Analiz Sonuclar:

10 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanan her bir analiz 6rnegi 3
kez yukarida kosullar1 belirtilen HPLC ydntemiyle siiriiklenmistir. Bitki numunelerinin
fenolik icerigi, 7 farkli fenolik bilesigin alikonma zamanlartyla karsilagtirilarak ve
dedektor sinyalleri degerlendirilerek belirlenmistir. 5-100 pg/mL konsantrasyonundaki

standart ¢ozeltisi ile olusturulan kalibrasyon egrisi yardimiyla tiirlerin icerdigi fenolik

bilesiklerin miktarlar1 (mg/g) hesaplanmistir.

Tablo 27. Tirlerin igerdigi fenolik bilesiklerin miktarlar

p-OH

. . Vanilik - .. Kumarik Sinapik Benzoik .

TiirAd: Benz_0|k Asit Siringaldehit Asit Asit Asit Kersetin
Asit

. B.‘ . 12.535 9.245 19.543 76.180 97.261 90.589
integrifolia
B. auriculata - 66.445 60.553 22342 170443  48.754
var. paluosa

B. : - : : . 16.784
plantaginea

110




3004

100

p i FR \

v T ) T T A

v L s
00 25 50 75 100 125 150 Min

Sekil 60. Fenolik  bilesiklerin  standartlarinin =~ HPLC  kromatogramu, piklerin
tanimlanmasi: 1. p-OH benzoik asit, 2. vanilik asit, 3. siringaldehit, 4.
kumarik asit, 5. sinapik asit, 6. benzoik asit, 7. kersetin.
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Sekil 61. B. plantaginea’nin metanol ekstresine ait HPLC kromatogrami
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Sekil 62. B. auriculata var. paludosa’nin metanol ekstresine ait HPLC kromatogrami
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Sekil 63. B. integrifolia’nin metanol ekstresine ait HPLC kromatogrami

6.7. izolasyon Cahsmasina Ait Sonuclar

B. integrifolia’dan elde edilen su fazi iizerinde yiiriitiilen izolasyon ¢aligmalarinda
3 adet, etil asetat fazi iizerinde yiiriitiilen izolasyon calismalarinda 1 adet ve kloroform
faz1 lizerinde yiiriitiilen izolasyon g¢aligmalarinda 1 adet olmak iizere toplamda 5 adet
ana bilesik izole edilmistir. Bilesiklerin kimyasal yapilar gesitli spektroskopik [*H-
NMR, *C-NMR, 2D-NMR (COSY, HMQC, HMBC) ve MS] yontemler kullanilarak

gergeklestirilmistir. Izole edilen ana bilesiklerin ait oldugu kimyasal gruplar fenolik asit,

steroit, flavonol glikozit ve glukosinolat olarak belirlenmistir.
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6.7.1. p-Sitosterol

C29H500 (Molekiil Agll‘llgl: 414)
'H-NMR (CDCls, 400 MHz) Spektrumu: Sekil 64, 65; Tablo 28

B3C-NMR (CDCls, 100 MHz Spektrumu: Sekil 66-68; Tablo 29

Tablo 28. g-Sitosterol (Bi-1) bilesiginin ‘H-NMR spektral degerleri

H o (ppm)

H-3 3.52 (1H, m)

H-4 2.27 (2H, m)

H-6 5.35 (1H, d, J= 5.2 Hz)
H-12 1.99 (2H, m)

H-18 0.68 (3H, s)
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Tablo 29. g-Sitosterol (Bi-1) bilesiginin **C-NMR spektral degerleri

CH 8¢ (ppm)
1 37.3
2 31.7
3 71.8
4 42.3
5 140.8
6 121.7
7 31.9
8 31.9
9 50.1
10 36.5
11 21.1
12 39.8
13 42.3
14 56.8
15 24.3
16 28.2
17 56.0
18 11.9
19 19.0
20 36.1
21 18.8
22 33.9
23 26.1
24 45.8
25 29.1
26 194
27 19.8
28 23.1
29 11.9

Beyaz renkli olan BI-1 bilesigi, ITK da vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirtmeden 6nce
UV lamba altinda goriilmezken; reaktif piiskiirttiikten sonra 1sitildiginda pembe mor

renkli lekeler olarak goriinmiistiir.
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Bilesigin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda, 8= 0.68-2.27 ppm bolgesinde
bulunan, birbirinden tam olarak ayrilmamig alifatik proton sinyalleri gériinmektedir.
Oon= 3.52 ppm’de oksijen atomuna komsu protonlara ait multiplet sinyaller ve o= 5.35
ppm’de olefinik protonlara ait dublet sinyaller bulunmaktadir. Bu veriler molekiiliin
alifatik yapili oldugunu, yapisinda cifte bagin ve hidroksil grubunun yer aldigini isaret

etmistir.

Bilesigin BC-NMR spektrumuna bakildiginda, 29 karbon sinyalinin olmasi
yapisinin stigmastan steroit oldugunu disiindiirmiistiir. dc= 140.8 (C-5) ve d¢c= 121.7
(C-6) ppm’de yer alan sinyaller yapida gifte bagin bulundugunu dogrulamistir. 6¢c= 71.8
(C-3) ppm’de yer alan sinyal oksijen atomunun yapida yer aldigin1 gostermektedir. d¢c=
11.9 (C-29), 11.9 (C-18), 18.8 (C-21), 19.0 (C-19), 19.4 (C-26) ve 19.8 (C-27) ppm’de

yer alan sinyaller yapidaki 6 metil grubunu isaret etmektedir.

'H-NMR ve ®C-NMR spektrumlarindan elde edilen degerler literatiirlerle
desteklenerek molekiiliin yapis1 S-Sitosterol (Bi-1) olarak belirlenmistir (296-298).
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Sekil 65. A-Sitosterol ( Bi-1) *H-NMR (CDCls, 400 MHz) Spektrumu-II
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Sekil 66. g-Sitosterol ( Bi-1) **C-NMR (CDCls, 100 MHz) spektrumu-|
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Sekil 67. g-Sitosterol ( Bi-1) **C-NMR (CDCls, 100 MHz) spektrumu-I|
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Sekil 68. S-Sitosterol ( Bi-1) **C-NMR (CDCls, 100 MHz) Spektrumu-111



6.7.2. Rozmarinik Asit

C1sH160g (Molekiil Agirhigi: 360)

'H-NMR (CD50D, 400 MHz) Spektrumu: Sekil 69, 70; Tablo 30

B3C-NMR (CDs0D, 100 MHz) Spektrumu: Sekil 71-73; Tablo 31

Tablo 30. Rozmarinik asit (Bi-2) bilesiginin *H-NMR spektral degerleri

H o (ppm)

H-2 7.05 (1H, d, J=2.4 Hz)

H-5 6.78 (1H, d, J= 7.6 Hz)

H-6 6.94 (1H, dd, J= 8.4 Hz, J= 2.0 Hz)
H-7 7.54 (1H, d, J= 15.6 Hz)

H-8 6.26 (1H, d, J= 16 Hz)

H-2' 6.76 (1H, d, J = 2 Hz)

H-5' 6.70 (1H, d, J= 7.6 Hz)

H-6" 6.61 (1H, dd, J= 8 Hz, J= 2 Hz)
H-7'a 3.00 (1H, dd, J=14.4 Hz, J=4.4 Hz
H-7'b 2.94 (1H, dd, J=14.2 Hz, J=8.4 Hz
H-8" 5.18 (1H, dd, J= 8.6, J= 4.2 Hz)
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Tablo 31. Rozmarinik asit (Bi-2) bilesiginin **C-NMR Spektral Degerleri

C/H dc (ppm)
126.3
113.8
148.3
146.3
115.1
121.8
145.3
113.0
167.1
127.9
116.2
144.7
143.8
114.9
120.4
36.5
73.3
172.3

Q@ @ N @ R ®WN R ©O©® N 0N ®N R

BI-2 bilesigi, ITK’da vanilin/H,SOy reaktifi piiskiirtmeden &nce UVazs4 nm’de
soniik lekeler seklinde, UVgss nm’de mavi renkli; reaktif piiskiirttiikten sonra

1sit1ldiginda ise koyu pembe renkli leke olarak goriinmektedir.

Bilesigin "H-NMR spektrumuna bakildiginda, 8= 7.54 (1H, d, J= 15.6 Hz) ve
oy= 6.23 (1H, d, J= 16 Hz) ppm’deki kimyasal kayma degerleri molekiilde trans
konumda yer alan olefinik protonlarin bulundugunu isaret etmistir. 6y = 7.05 (1H, d, J=
2.4 Hz), 6= 6.94 (1H, dd, J= 8.4, J=2.0 Hz), 64=6.78 (1H, d, J= 7.6 Hz) ve 6.76 (1H,
d, J=2 Hz), 64=6.70 (1H, d, J= 7.6 Hz), o6y4= 6.61 (1H, dd, J= 8 Hz, J= 2 Hz) ppm’de
iki grup aromatik ABX sistem protonlart (sirasiyla H-2, 6, 5 ve H-2', 5, 6' numarali
protonlar) gozlenmistir. dy= 5.18 (1H, dd, J= 8.6, J= 4.2 Hz) ppm’de bulunan sinyal,
komsusunda oksijen atomunun oldugu H-8' protonunu ve d4= 3.00 (1H, AB sisteminin
A kismi, dd, J=14.4 Hz, J= 4.4 Hz), o4= 2.94 (1H, AB sisteminin B kismi1, dd, J= 14.2
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Hz, J= 8.4 Hz) ppm’de bulunan sinyallerin C-7' konumunda yer alan metilen yapisinin

protonlarini isaret ettigi literatiirlerle karsilastirilarak belirlenmistir (299, 300).

BC-NMR spektrumuna bakildiginda, 5c= 148.2 (C-4), 145.6 (C-3), 144.7 (C-3)
ve 143.6 (C-4') ppm’de yer alan sinyaller iki fenil halkasindaki OH grubu tasiyan dort
tane C atomunun varligi goriinmektedir. dc= 176.5 (C-9'), 167.9 (C-9) ppm’de iki
karbonile ait karbonlar, 6c= 145.5 (C-7), 113.9 (C-8) ppm’de olefinik karbonlar, 6c=
76.4 (C-8") ppm’de ise ester yapisina komsu olan bir karbon gozlenmistir. Spektrumdan

elde edilen degerler literatiirlerle desteklenerek molekiiliin yapisi rozmarinik asit (Bi-2)

olarak belirlenmistir (299, 300).
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Sekil 69. Rozmarinik asit (Bi-2) *H-NMR (CDs0D, 400 MHz) spektrumu-|
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Sekil 70. Rozmarinik asit (Bi-2) *H-NMR (CD30D, 400 MHz) spektrumu-I|
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Sekil 71. Rozmarinik asit (Bi-2) **C-NMR (CDsOD, 100 MHz) spektrumu-I
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Sekil 72. Rozmarinik asit (Bi-2) *C-NMR (CD30D, 100 MHz) spektrumu-I|



8¢1

HO

HO™ 7 P ™ ¥

180 175 170 165 160 155 150 145 140 135
Chemical Shift (ppm)

Sekil 73. Rozmarinik asit (Bi-2) **C-NMR (CDsOD, 100 MHz) spektrumu-111
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6.7.3. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-O-f-D-((2-O-f-D-glukozil)-f-D-glukozit)

C33H39020 (Molekiil Aglrllgl: 755)
'"H-NMR (CDs0D, 400 MHz) Spektrumu: Sekil 74, 75; Tablo 32
B3C-NMR (CD30D, 100 MHz Spektrumu: Sekil 76; Tablo 33

2D-1H, **C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzun mesafe) Spektrumu (HMBC):Sekil
77-79

2D-1H, *C-Heteroniikleer Korelasyonlu (kisa mesafe) Spektrumu (HSQC): Sekil
80, 81

2D-1H, Homoniikleer Korelasyonlu Spektrum (COSY) : Sekil 82
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Tablo 32. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-O-4-D-((2-0O-p-D-glukozil)-f-D-glukozit)
(BI-3) bilesiginin "H-NMR spektral degerleri

H o (ppm)

H-6 6.43 (1H, d, J= 2 Hz)

H-8 6.72 (1H, d, J= 1.2 Hz)

H-2" 8.05 (1H, dd, J= 1.8 Hz, J= 7 Hz)
H-3' 6.90 (1H, dd, J= 2 Hz, J= 7.2 Hz)
H-5' 6.90 (1H, dd, J= 2 Hz, J= 7.2 Hz)
H-6' 8.05 (1H, dd, J= 1.8 Hz, J= 7 Hz)
H-1" 5.48 (1H, d, J= 7.2 Hz)

H-1"" 5.56 (1H, d, J= 1.8 Hz)

H-6"" 1.24 (3H, d, J= 6.2 Hz)

H-1"" 477 (1H, d, J=7.2 Hz)

H-2"

H-3"

H-4"

H-5"

H-6"

H-2

H-3"

H-4" 3.19-4.03 (15H, m)

H-5""

H-2

H-3"

H-4"

H-5""

H-2

H-6""
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Tablo 33. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-O-4-D-((2-0O-p-D-glukozil)-f-D-glukozit)
(BI-3) bilesiginin “*C-NMR spektral degerleri

C/H dc (ppm)
159.37
135.14
179.78
162,81
100.53
163.41
95.51
157.97
10 107.43
1 122.60
2' 132.42
3' 116.28
4 161.66
116.28
132.42
100.82
82.64
77.87
71.11
75.56
62.44
99.75
71.24
71.65
72.05
71.11
18.07
104.76
73.57
78.17
71.65
78.29
62.56
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Sar1 renkli olan Bi-3 bilesigi, ITK’da vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirtmeden &nce
UV lamba altinda koyu lekeler olarak goriiliitken; reaktif piiskiirttiikten sonra

1sitildiginda sar1 renkli lekeler olarak goriinmiistiir.

Bilesigin *H-NMR spektrumuna bakildiginda, 8p= 6.43 (1H, d, J= 2 Hz) ve 84=
6.72 (1H, d, J= 1.2 Hz) ppm’de bulunan sinyaller goriilmektedir. Bu sinyallerin
flavonoitin yapisinda yer alan A halkasinin C-6 ve C-8 protonlarina ait oldugu tespit
edilmistir. Flavonoitin yapisinda yer alan B halkasinin C-2' ve C-6' protonlarina ait
sinyaller éy= 8.05 (1H, dd, J= 1.8 Hz, J= 7 Hz) ppm’de gozlenirken; C-3' ve C-5'
protonlarina ait sinyaller dy= 6.90 (1H, dd, J= 2 Hz, J= 7.2 Hz) ppm’de gozlenmistir.
Spektrumda C-3 protonuna ait herhangi bir sinyalin bulunmamasi, flavonoitin flavonol

yapisinda oldugunu gostermistir.

'H-NMR ve C-NMR spektrumu incelendiginde, bilesigin yapisinda 3 tane
sekerin bulundugu tespit edilmistir. *H-NMR spektrumunda 8= 5.56 (1H, d, J= 1.8
Hz), 5.48 (1H, d, J= 7.2 Hz) ve 4.77 (1H, d, J= 7.2 Hz) ppm’de gozlenen sinyallerin,
sekerlerin anomerik protonlarina ait oldugu saptanmistir. Anomerik protonlarin
etkilesme sabitlerine bakildiginda, J= 1.8 Hz degeri bir ozun o konfigiirasyonuna sahip
oldugunu; J= 7.2 Hz degeri ise iki ozun B konfiglirasyonuna sahip oldugunu isaret
etmistir. Spektrumda dy= 1.24 (3H, d, J= 6.2 Hz) ppm’de gbzlenen sinyalin bir metil
grubuna ait oldugu saptanmistir. o= 3.19-4.03 (15H, m) ppm’de gdzlenen sinyallerin
sekerlere ait protonlar oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler literatiirlerle
karsilagtirilarak, bilesigin yapisinda bulunan ozlardan birinin ramnoz; diger ikisinin

glukoz oldugu saptanmistir (301).

Bilesigin *C-NMR spektrumuna bakildiginda, 8c= 100.53 ve 8c= 95.51 ppm’de
gozlenen sinyallerin sirasiyla C-6 ve C-8’e ait oldugu gozlenirken; C-5 ve C-7’ye ait
sinyallerin, siibstitiientlerinden dolay1 daha yiiksek alanda, 6c= 162,81 ve dc= 163.41
ppm’de oldugu gozlenmistir. dc= 132.42 ppm’de C-2' ve C-6' sinyallerinin ve d¢=
116.28 ppm’de C-3' ve C-5' sinyallerinin bulunmasi, serbest hidroksil grubunun C-4’
konumunda oldugunu isaret etmistir. C-4' konumuna ait sinyalin d¢c= 161.66 ppm’de
oldugu gozlenmistir. Sekerlein anomerik karbonlarma (C-1", C-1" ve C-1"") ait
sinyaller sirasiyla 6¢c=100.82, 6c= 99.75 ve 6c= 104.76 ppm’de gézlenmistir. ¢c= 18.07

ppm’de gozlenen sinyalin ramnozun 6" konumuna ait oldugu saptanmistir. Elde edilen
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spektrum degerleri literatiirlerle karsilastirildiginda, dc= 82.64, d¢c= 77.87, dc= 71.11,
dc= 75.56, dc= 62.44, dc= 71.24, dc= 71.65, dc= 72.05, 6c= 71.11, 6c= 73.57, dc=
78.17, 6c= 71.65, dc= 78.29 ve dc= 62.56 ppm’de sirasiyla C-2", C-3", C-4" ve C-5", C-
6", C-2", C-3", C-4™, C-5", C-2", C-3", C-4™, C-5" ve C-6" karbonunlarina ait
sinyaller oldugu saptanmistir (301).

Bilesigin HMBC spektrumlarina bakildiginda, ramnozun anomerik karbonuna
(1™) ait protonunun flavonoliin C-7 konumu ile, glukozlardan birinin 1" protonunun ise
flavonoliin C-3 konumu ile eslestigi gézlenmektedir. Bu durum, ramnozun aglikona 7.
konumdan; glukozlardan birinin aglikona 3. konumdan baglandigin1 gostermistir. Diger
glukoz molekiiliiniin 1™ protonunun glukozun 2" karbonu ile etkilesmesi, iki glukozun
birbirine 1—2 seklinde bagli oldugunu goéstermistir. Ayrica ramnozun 6™ protonlarinin
sadece 4" ile etkilesimi de ramnoza bagli bir ozun bulunmadigini onaylamaktadir.
HMBC spektrumlardan elde edilen diger uzak bag mesafeli karbon ve proton
etkilesimlerine ait veriler bilesigin kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-O-4-D-((2-O-p-D-
glukozil)-4-D-glukozit) oldugunu dogrulamaktadir.

Bilesigin HSQC ve COSY spektrumlarina bakildiginda, yapisinda yer alan karbon

ve protonlara ait degerlerin dogru oldugu belirlenmistir.
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Sekil 74. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-O--D-((2-O--D-glukozil)-B-D-glukozit) (Bi-3) *H-NMR (CDs;0D, 400 MHz) spektrumu-I
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Sekil 75. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-O-p-D-((2-O--D-glukozil)-8-D-glukozit) (Bi-3) *H-NMR (CDs;0D, 400 MHz) spektrumu-—I|
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Sekil 76. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-O-f-D-((2-O-4-D-glukozil)-3-D-glukozit) (Bi-3) **C-NMR (CDs;OD, 100 MHz) spektrumu
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Sekil 77. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-0-p-D-((2-O-4-D-glukozil)-p-D-glukozit) (Bi-3) 2D-1H, *C-Heteroniikleer korelasyonlu (uzun
mesafe) spektrumu (HMBC)-I
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Sekil 78. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-O-f-D-((2-0-p-D-glukozil)-A-D-glukozit) (Bi-3) 2D-1H, **C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzun
mesafe) Spektrumu (HMBC)-I1
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Sekil 79. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-0-p-D-((2-O-4-D-glukozil)-g-D-glukozit) (Bi-3) 2D-1H, *C-Heteroniikleer korelasyonlu (uzun
mesafe) spektrumu (HMBC)-I11
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Sekil 80. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-O-4-D-((2-O-p-D-glukozil)-3-D-glukozit) (BI-3) 2D-1H, 13C-Heteroniikleer Korelasyonlu (kisa

mesafe) spektrumu (HSQC)-I
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Sekil 81. Kemferol 7-O-a-L-ramnozit-3-0--D-((2-O-4-D-glukozil)-p-D-glukozit) (Bi-3) 2D-1H, 13C-Heteroniikleer korelasyonlu (kisa
mesafe) spektrumu (HSQC)-1I
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6.7.4. Glukonasturtin Kolin Tuzu

C20H35N2010S2
Molekiil Agirhgr: 526
'H-NMR (CD30D, 400 MHz) Spektrumu: Sekil 83, 84; Tablo 34
BC-NMR (CDs0D, 100 MHz) Spektrumu: Sekil 85; Tablo 35

2D-1H, ¥C-Heteroniikleer Korelasyonlu (uzun mesafe) Spektrumu (HMBC):
Sekil 86, 87

2D-1H, C-Heteroniikleer Korelasyonlu (kisa mesafe) Spektrumu (HSQC): Sekil
88, 89

2D-1H, Homoniikleer Korelasyonlu Spektrum (COSY) : Sekil 90

Kiitle Spektrumu: Sekil 91
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Tablo 34. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) bilesiginin ‘H-NMR spektral degerleri

H 31 (ppm)
H-2
8u= 2.94-3.06 (4H, m)
H-3
H-2'
H-3'
Hes: 8= 7.29 (4H, m)
H-6'
H-4' 8= 7.17 (1H, m)
H-1" 5= 4.86 (1H, d, J= 8 Hz)
H-6"a 8u= 3.81 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 4 Hz)
H-6"b 8= 3.62 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 4 Hz)
H-1'" 8u= 3.47 (2H, t, J= Hz, J= Hz)
H-2"" 8u=3.99 (2H, m)
H-4""
H-5"" 8= 3.19 (9H, s)
H-6""

Tablo 35. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) bilesiginin *C-NMR spektral degerleri

C/H dc (ppm)
164.8
35.42
34.27
142.28
129.50
129.50
127.22
129.50
129.50
83.46
71.02
74.10
82.18
79.43
62.48
68.89
57.14
54.77
54.77
54.77

QO RENRE OO ONEOA®NER @D e
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Elde edilen Bi-4 bilesigi, ITK’da vanilin/H,SO, reaktifi piiskiirtmeden énce UV
lamba altinda koyu lekeler olarak goriilirken; reaktif piiskiirtiildiikten sonra mavimsi

lekeler seklinde goriinmiistiir.

Bilesigin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda, dy= 7.29 (4H, m) ppm’de ve on=
7.17 (1H, m) ppm’de bulunan sinyaller goriilmektedir. Bu sinyallerin aromatik bir
yaptya ait oldugu disiiniilmiistiir. dy= 2.94-3.06 (4H, m) ppm’de bulunan sinyaller,
alifatik bir zincir varhigina isaret etmektedir. 6y= 3.81 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 4 Hz), o=
3.62 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 8 Hz) ppm’de bulunan sinyallerin C-6"a ve C-6"b
protonlarini isaret ettigi literatiirlerle karsilastirilarak belirlenmistir. dy= 4.86 (1H, d, J=
8 Hz) ppm’de gbzlenen sinyalin bir sekerin anomerik protonuna ait oldugu saptanmustir.
Anomerik protonlarin etkilesme sabitlerine bakildiginda, J= 8 Hz degeri, ozun f
konfigiirasyonuna sahip glukoz oldugunu isaret etmistir. o4= 3.99 (2H, m) ppm, o=
3.47 (2H, t, J= Hz, J= Hz) ppm ve 6= 3.19 (9H, s) ppm’de yer alan sinyallerin kolin
(2-hidroksi-N,N,N-trimetiletanaminyum)  yapisina ait oldugu disiinilmis ve
literatiirlerle karsilastirildiginda sinyallerin, sirastyla, H-2", H-1" ve H-4", H-5", H-6™
protonlarma ait oldugu belirlenmistir. Elde edilen wveriler literatiirlerle
karsilastirildiginda, bilesigin glukosinolat yapisinda ve kolin tuzu seklinde oldugu

saptanmustir (302, 303).

Bilesigin BC-NMR spektrumuna bakildiginda, 6c= 164.8 ppm’de gbzlenen sinyal
C-1 karbonuna ait olup, glukosinolat yapisinda siilfat grubunun bulunduguna isaret
etmektedir. Sekerin anomerik karbonuna ait sinyal (C-1") 6c= 83.46 ppm’de
gozlenmistir. 5c= 34.27 ve 8¢=35.42 ppm’de alkil grubunun C-2 ve C-3 karbonlarina ait
sinyaller yer almaktadir. dc= 142.28, 6c= 129.50 ve dc= 127.22 ppm’de aromatik
yapinin karbonlarina ait sinyaller yer almaktadir. dc= 68.89 ppm, 6c= 57.14 ppm ve 6c=
54.77 ppm’de gozlenen sinyaller, yapida kolin bulundugunu dogrulamistir ve
literatiirlerle karsilastirildiginda bu sinyallerin, sirastyla, C-1", C-2" ve C-4", C-5", C-
6" karbolarina ait oldugu saptanmistir (304).

Elde edilen spektrum degerleri literatiirlerle karsilastirildiginda, molekiiliin 2-
feniletil glukosinolat (glukonasturtin) kolin tuzu olduguna karar verilmistir (16, 304,
305).
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Bilesigin HMBC spektrumlarina bakildiginda, tiyoglukozun anomerik karbonuna
(1") ait protonun yapidaki C-1 konumu ile eslestigi gézlenmektedir. Ayrica yapidaki C-
2 ve C-3 karbonlarina ait protonlarin, sadece C-1 ve fenil halkasi ile etkilesmesi yapiy1
dogrulamaktadir. HMBC spektrumundan elde edilen diger uzak bag mesafeli karbon ve

proton etkilesimlerine ait veriler de bilesigin yapisini onaylamaktadir.

Bilesigin HSQC ve COSY spektrumlarina bakildiginda, yapisinda yer alan karbon

ve protonlara ait degerlerin dogru oldugu belirlenmistir.

146



.s"'
¢ CHy 4
HsC. | _CHy
3!"
! l"'

o
OH

2,288

A4

~-
o]
-

12 1 10 = 8
Chamical Shift (ppm)

Sekil 83. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) *H-NMR (CDsOD, 400 MHz) spektrumu-1
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Sekil 84. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) *H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektrumu-I1
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Sekil 85. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) *C-NMR (CDsOD, 100 MHz) spektrumu
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Sekil 86. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) 2D-1H, **C-Heteroniikleer korelasyonlu (uzun mesafe) spektrumu (HMBC)-I
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Sekil 87. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) 2D-1H, *3C-Heteroniikleer korelasyonlu (uzun mesafe) spektrumu (HMBC)-11



4]

25

¥l (ppm) :

4“[ 5[" 6“!2
Su._;

e

21 3! 5, 6: 4. —

1" —

4"1,5’(',6!‘4
2'35'¢

Mo

40

60 ] i | "

80 [

100

120

140

160

180

14 12 10 8 6 4 2 0 F2 (ppm)

Sekil 88. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) 2D-1H, **C-Heteroniikleer korelasyonlu (kisa mesafe) spektrumu (HSQC)-I
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Sekil 89. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) 2D-1H, *3C-Heteroniikleer korelasyonlu (kisa mesafe) spektrumu (HSQC)-II
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Sekil 90. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) 2D-1H, homoniikleer korelasyonlu spektrum (COSY)
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Sekil 91. Glukonasturtin kolin tuzu (Bi-4) kiitle spektrumu



6.7.5. Glukonasturtin (2-Feniletil Glukosinolat)

C15H21NOgS; (Molekiil Agirhgr: 422)
'H-NMR (CD;0D, 400 MHz) Spektrumu: Sekil 92, 93; Tablo 36
BC-NMR (CDs0D, 100 MHz) Spektrumu: Sekil 94; Tablo 37

Kiitle Spektrumu: Sekil 95

Tablo 36. Glukonasturtin (Bi-5) bilesiginin *H-NMR spektral degerleri

H oy (ppm)

H-2

s 2.91-3.05 (4H, m)

H-2'

H-3'

H-4' 7.18-7.28 (5H, m)

H-5'

H- 6"

H-1" 4.88 (1H, d, J= 8 Hz)

H-6"a 8y=3.79 (1H, dd, J= 14 Hz, J= 4 Hz)
H-6"b y=3.61 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 8 Hz)
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Tablo 37. Glukonasturtin (Bi-5) bilesiginin *C-NMR spektral degerleri

C/H dc (ppm)
1 159.6
34.18
3 33.04
1" 140.97
2' 128.09
3" 128.09
4 125.79
5 128.09
6" 128.09
1" 82.25
2" 80.88
3" 78.11
4" 72.76
5 69.72
6" 61.23

Elde edilen Bi-5 bilesigi, ITK’da vanilin/H,SO, reaktifi puskiirtmeden 6nce UV
lamba altinda koyu lekeler olarak goriiliirken; reaktif piiskiirttiip 1sitildiginda turuncu,

sogutuldugunda mavimsi lekeler seklinde gériinmiistiir.

Bilesigin "H-NMR spektrumuna bakildiginda, 8y= 7.27-7.28 (5H, m) ppm’de
bulunan sinyaller goriilmektedir. Bu sinyallerin aromatik bir yapiya ait oldugu
disiiniilmistiir. ép= 2.91-3.05 (4H, m) ppm’de bulunan sinyaller, alifatik bir zincir
varligina isaret etmektedir. p= 3.79 (1H, dd, J= 14 Hz, J= 4 Hz), 64= 3.61 (1H, dd, J=
12 Hz, J= 8 Hz) ppm’de bulunan sinyallerin C-6"a ve C-6"b protonlarini isaret ettigi
literatiirlerle karsilastirilarak belirlenmistir. 4= 4.88 (1H, d, J= 8 Hz) ppm’de gozlenen
sinyalin bir sekerin anomerik protonuna ait oldugu saptanmistir. Anomerik protonlarin
etkilesme sabitlerine bakildiginda, J= 8 Hz degeri ozun B konfiglirasyonuna sahip
glukoz oldugunu isaret etmistir. Elde edilen veriler literatiirlerle karsilastirildiginda,

bilesigin glukosinolat yapisinda oldugu saptanmustir (302, 303)
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Bilesigin "*C-NMR spektrumuna bakildiginda, c= 159.6 ppm’de gdzlenen sinyal
C-1 karbonuna ait olup, glukosinolat yapisinda siilfat grubunun bulunduguna isaret
etmektedir. Sekerin anomerik karbonuna ait sinyal (C-1") 6c= 82.25 ppm’de
gozlenmistir. 6c= 33.05 ve 6c=34.18 ppm’de alkil grubunun C-2 ve C-3 karbonlarina ait
sinyaller yer almaktadir. dc= 140.97, 6c= 128.09 ve dc= 125.79 ppm’de aromatik
yapinin karbonlarina ait sinyaller yer almaktadir. Elde edilen spektrum degerleri
literatiirlerle karsilastirildiginda, molekiilin 2-feniletil glukosinolat (glukonasturtin)

olduguna karar verilmistir (16, 305).

Bilesigin kiitle spektrumu incelendiginde, m/z 421.77°de goriilen sinyal

glukonasturtini isaret etmektedir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Diinyada 338 cins ve 3709 tiir ile temsil edilen Brassicaceae familyasinin,
Tiirkiye’de 91 cinse ait 571 tiiri, 65 alttiirii, 24 varyetesi ve 660 taksonu bulunmaktadir.
Brassicaceae familyasina ait cinslerden biri olan Barbarea, Avrupa ve Asya’da yaklasik
20 tirle temsil edilirken; Tirkiye’de 9’u endemik, 12 tirle (15 takson) temsil
edilmektedir (9). Tez calismasinda yer alan Barbarea tiirlerinden B. auriculata var.
paludosa Erzincan yoresi Poske Dagi’ndan (2100 m), B.plantaginea Kelkit
(Giimiigshane), Cimen Koyii’nden (1750 m) ve B. integrifolia Kelkit (Giimiishane),
Uzunkol Koyii’nden (1900 m) toplanmustir. Tiirlerin teshisi Prof. Dr. Ali Kandemir
tarafindan gerceklestirilmis olup; bitkilere ait herbaryum Ornekleri Erzincan
Universitesi Biyoloji Béliimii Herbaryumu’nda saklanmaktadir. Literatiir taramalarinda,
tizerinde herhangi bir biyolojik aktivite ve fitokimyasal ¢calismanin bulunmadig: tespit
edilen bu 3 tiirin, metanol ekstresi ve metanol ekstresinden hareketle elde edilen
kloroform, etil asetat ve su alt fraksiyonlart {izerinde ilk kez antioksidan,
antimikrobiyal, enzim inhibisyonu (tirozinaz, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz)
ve sitotoksik aktivite tayinleri yapilmistir. Biyolojik aktivite ¢calismalarinda daha yiiksek
aktivite gosteren B. integrifolia’nin metanol ekstresi ve alt fraksiyonlar1 {izerinde

yapilan izolasyon ¢aligsmalari ilk kez gergeklestirilmistir.

Bitkilerin sekonder bilesikler olarak {irettigi fenolik bilesiklerin, fenolik asitlerin
ve flavon tiirevlerinin biyolojik olarak Onemli etkilere sahip oldugu bilinmektedir.
Yapilan ¢alismalarda bu bilesiklerin antioksidan, antialerjik, antimikrobiyal,
antitrombik ve anti-inflamatuvar gibi birgok etkilerinin oldugu bildirilmistir (306).
Patolojik bir olay olarak kabul edilen oksidatif stres, viicutta ROS’larin arttig1 veya
antioksidan savunma sisteminin zayiflayarak olusan radikalleri temizleyemedigi
durumlarda goriilmektedir. Yapilan arastirmalar kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler
sistem hastaliklar1 gibi ¢ogu sikayetin etyolojisinde oksidatif stresin rol aldigim1 ve
fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinden dolayr oksidatif stres ile iliskili
rahatsizliklara karsi koruyucu olabilecekleri diisiiniilmektedir (307, 308). Fenolik
bilesiklerin etkilerinin son yillarda yapilan ¢alismalarla daha fazla ortaya g¢ikarilmasi,

bilim diinyasini1 bu konuda daha fazla ¢alisma yapmasina yonlendirmektedir.
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Antioksidan aktivitenin belirlenmesi, daha sonra yapilacak kapsamli ¢alismalara
151tk tutacagi kabul edildigi igin, bilimsel caligmalarda baslangic noktasi olarak
diistiniilmektedir (308).

Tez kapsaminda galisilan tiirlerin antioksidan kapasiteleri, Toplam Fenolik Madde
Miktar1 Tayini, FRAP Ol¢iimii, CUPRAC Tayini ve DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

Tayini ile belirlenmistir.

Barbarea tiirlerine ait metanol, kloroform, etil asetat ve su ekstrelerinde fenolik
madde miktar1 gallik asit standart grafigi yardimiyla belirlenmistir. Tiirlerin kloroform
ve etil asetat ekstrelerinde yapilan galismalarda sonug elde edilememesine ragmen; su
ve metanol ekstrelerinin sahip oldugu gozlenen fenolik bilesik miktarlar1 Tablo 15°de
belirtilmistir. Icerdigi fenolik bilesikler acisindan tiirleri degerlendirdigimizde, B.

integrifolia ve B. plantaginea’nin daha zengin oldugu goriilmiistir.

Calismamizda tiirlerin metanol, kloroform, etil asetat ve su ekstrelerinin DPPH
radikalini siipiirme kapasitesitelerinin belirlenmesinde BHT standart madde olarak
kullanilmistir. BHT, antioksidan 6zellik gosteren sentetik bir maddedir ve calismada
ekstrelere ait sonuglar BHT nin sonucuyla karsilastirilmistir. Her tiirden elde edilen
ekstrelerin sonuglart kendi i¢inde degerlendirildiginde, etil asetat ekstrelerinin daha iyi
radikal stipiiriicii etkisinin oldugu belirlenmistir. DPPH radikalini yiizde elli inhibisyona
(ICsp) ugratan derisimlere bakildiginda, B. auriculata var. paludosa’nin etil asetat
ekstresinin 0.0984+0.01 mg/mL™ oldugu ve en yiiksek radikal siipiiriicii etkiye sahip

oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda tiirlerin metanol, kloroform, etil asetat ve su ekstrelerinin toplam
antioksidan kapasiteleri, FRAP ve CUPRAC yontemleriyle hesaplanmistir ve sonuglar
Trolox esdegeri olarak verilmistir. Fe™ iyonlarinin indirgenmesi esasina dayanan FRAP
yontemine ait sonuglar degerlendirildiginde, tiirlerden B. integrifolia’nin metanol
ekstresinin en yiiksek, B. auriculata var. paludosa’nin kloroform eksteresinin en diisiik
etkiye sahip oldugu goézlenirken; Cu*®nin indirgenmesi esasina dayanan CUPRAC
tayininde B. integrifolia’nin metanol ekstresinin en yiiksek, B. plantaginea’nin

kloroform eksteresinin en diisiik etkiye sahip oldugu goézlenmistir.
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Seo ve ark. tarafindan yapilan arastirmada, B. orthocerus’un toprak {stii
kisimlarindan barbarin ad1 verilen (R)-5-fenil-2-oksazolidintiyoninin elde edildigi ve bu
molekiiliin tirozinaz enzimi iizerine inhibitor etkisinin, kojik asit kadar giiglii oldugu
bildirilmistir (8). Ayrica Hur ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada B. orthoceras’in
cesitli hiicre tiplerinde NO sentezini inhibe ederek anti-inflamatuvar etki gosterdigi ve
NO'ya bagli Parkinson ve Alzheimer hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarda dnleyici

etkisinin olabilecegi bildirilmistir (17).

Iceriginde alkaloitler, ksantonlar ve polifenoller ihtiva eden birgok bitki tiiriiniin
kolinesteraz enzimleri iizerinde inhibitor etki gdsterdigi ve bu sebeple ndrodejenaratif
hastaliklara kars1 koruyucu olabilecekleri bildirilmistir (309-314). Buradan yola ¢ikarak,
tez kapsaminda yer alan tiirlerin tirozinaz ve kolinesteraz enzimleri iizerindeki etkisi

incelenmistir.

Tiirlerden elde edilen ekstrelerin tirozinaz inhibitor etkinliklerini degerlendirmek
icin standart olarak a-kojik asit kullanilmustir. a-kojik asitin ve ekstrelerin 1Csq degerleri
Tablo 16° da gosterilmistir. Tirlerden B. plantaginea’nin tirozinaz enzimi iizerinde
inhibitor etkisinin ¢ok zayif oldugu saptanirken; B. integrifolia ve B. auriculata var.

paludosa’nin aktivitesinin orta derecede oldugu gozlenmistir.

Tiirlerin asetil ve biitirilkolinesteraz enzimleri tizerindeki etkisi galantamin
standard1 ile karsilagtirilarak incelenmistir. Galantamin ve ekstrelerin 1Csy degerleri
Tablo 17°de gosterilmistir.  Asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu sonuglarina
bakildiginda, tiirlerden en yiiksek inhibitér etki, B. auriculata var. paludosa’nin su
ekstresinde goriiliirken; biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu sonuglarina bakildiginda

en yiiksek inhibitor etkinin B. integrifolia’nin su ekstresinde oldugu goriilmiistiir.

Yapilan literatiir taramalarinda Barbarea tiirlerinin fitoaleksinler yoniinden zengin
oldugu ve giiglii antifungal etki gosterdiklerine ulagilmistir (15, 21-29, 31, 41). Tez
caligmasinda tiirlerden elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri, patojen sekiz
bakteri ve iki mayanin kullanildigi agar kuyucuk difiizyon ve minimal inhibisyon
yontemleri ile belirlenmistir. Tirlerin antimikrobiyal etkilerinin, kullanilan standart
ilaclarla (Ampisilin, Streptomisin ve Flukonazol) karsilagtirildiginda, daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Tiirlerin su ekstrelerinin mikroorganizmalar tizerinde en diisiik

etkiye sahip oldugu saptanmustir. Tirlerin sadece etil asetat ekstreleri, Gram (+)
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bakterilerden B. cereus iizerinde etki gostermistir. Gram (-) bakterilerden P. aeruginosa,
Gram (+) bakterilerden S. cerevisiae ve E. faecalis’in, tiirlerden elde edilen ekstrelere
kars1 duyarli olmadig1 saptanmustir. Tiirlerden elde edilen metanol, kloroform ve etil
asetat ekstrelerinin tiimiinde antitiiberkiiloz etkinin oldugu gézlenmistir. Tiirlerden elde
edilen 6rneklerin antifungal etkinligi degerlendirildiginde, mayalar {izerinde daha zayif

etkiye sahip olduklar1 goriilmustiir.

Yapilan literatiir taramalarinda Barbarea tiirlerinde fenolik bilesiklerin klorojenik
asit, 3,5-dikafeilkinik asit ve 1,5-dikafeilkinik asit olduguna rastlanmistir (27). Tez
kapsaminda tiirlerin metanol ekstreleri {izerinde yapilan HPLC calismalarinda, fenolik
bilesikler olarak p-OH benzoik asit, vanilik asit, siringaldehit, kumarik asit, sinapik asit
ve benzoik asit bulundugu saptanmistir. Daha Onceki c¢alismalarda, Barbarea
tirlerinden kersetin ve tiirevlerinin izolasyonunun gerceklestirilmesine ragmen; HPLC
calismasi sirasinda saptanmamustir (21, 22). B. plantaginea’da sadece benzoik asit
varhigr saptanirken; B. integrifolia’nin p-OH benzoik asit, vanilik asit, siringaldehit,
kumarik asit, sinapik asit ve benzoik asit i¢erdigi saptanmistir. B. auriculata var.
paludosa’da ise vanilik asit, siringaldehit, kumarik asit, sinapik asit ve benzoik asit

varligina rastlanmistir.

Tez kapsaminda tirlerden elde edilen ekstrelerinin L1929, Hep3B, MCF-7,
HCT116, MDA-MB-231, A549 ve PC-3 hiicre hatlar1 {iizerinde gosterdigi

antiproliferatif etki MTT yontemi ile incelenmistir.

Barbarea tiirlerinin kanser hiicreleri iizerinde olusturdugu sitotoksik etkiler
degerlendirildiginde, tiirlerden B. integrifolia’nin Hep3B, MDA-MB-231, HCT116 ve
Ab549 hiicre hatlarinda Vinkristin’den daha etkili oldugu gozlenirken; MCF-7 hiicre

hattinda B. auriculata var. paludosa’nin Vinkristin’den daha etkili oldugu gézlenmistir.

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin kanser hiicresinde etki gostermesi
istenirken; saglikli hiicrelerde herhangi bir etki gostememesi veya minimum etki
gostemesi istenmektedir. Bu durum goz Oniine alnarak tez kapsaminda yapilan
caligmalarda, ekstrelerin saglikli hiicrelerdeki etkisini gozleyebilmek i¢in normal fare
fibroblast hiicreleri (L929) segilmistir. Bu hiicrelerde ekstreler farkli konsantrasyonlarda
uygulanmistir. Calismalarda standart ilag olarak, giinlimiizde kanser kemoterapisinde

kullanilan ve bitkisel bir alkaloit olan Vinkristin kullanilmistir. Elde edilen sonuglara
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bakildiginda, saglikli hiicreler iizerinde tiirlerden elde edilen su ve metanol
ekstrelerinin, doz artisina bagl olarak, Onemli bir sitotoksik etki olusturmadig
gbzlenmistir. Tirlerden elde edilen kloroform ve etil asetat ekstrelerinin saglikli
hiicreler tizerinde gosterdigi sitotoksik etkinin, Vinkristin ile kiyaslandiginda, daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Ancak B. integrifolia ve B. auriculata var. paludosa’nin
kloroform ve etil asetat ekstrelerinin Hep3B, MCF-7, HCT116, MDA-MB-231, A549
ve PC-3 kanser hiicre hatlarinda Vinkristin’den daha gii¢lii sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuglara bakildiginda, antikanser ilag¢ gelistirme ¢alismalarinda

tiirlerin potansiyel kaynaklar olarak degerlendirilebilecegi goriilmektedir.

Biyolojik aktivite calismalarindan elde edilen veriler degerlendirildiginde,
calisilan diger tiirlere gore daha etkili oldugu goézlenen B. integrifolia’nin ana
bilesenlerinin izolasyonu gergeklestirilmistir. B. integrifolia’nin su fazindan 3 adet, etil
asetat fazindan 1 adet ve kloroform fazindan 1 adet olmak iizere toplamda 5 adet ana
bilesik izole edilerek, yap1 analizleri ¢esitli spektroskopik yontemler [1H-NMR, B3¢
NMR, 2D-NMR (COSY, HMQC, HMBC) ve MS] kullanilarak gerceklestirilmistir. B.
integrifolia’nin toprak Ustii kismindan izole edilen ana bilesiklerin 1 steroit (-
Sitosterol), 1 fenolik asit (rozmarinik asit), 1 flavonol heteroziti (Kemferol 7-O-a-L-
ramnozit-3-O-$-D-((2-O-4-D-glukozil)-5-D-glukozit), 1 glukosinolat (Glukonasturtin)
ve 1 glukosinolat tuzu (Glukonasturtin kolin tuzu) olmak tizere 4 farkli kimyasal gruba

ait oldugu gozlenmistir.

Barbarea cinsi lizerinde daha 6nce yapilan ¢alismalarda, B. vulgaris, B.verna, B.
intermedia, B. orthocerans, B. stricta, B. rupicola, B. bracteosa ve B. australis
tirlerinde glukonasturtinin bulundugu belirtilmistir (6, 15, 16, 18, 20, 30, 33). Ayrca tez
kapsaminda ¢alisilan B. plantaginea tiiriiniin glukonasturtin igerdigi, Agerbirk ve ark.
tarafindan yapilan HPLC g¢alismasiyla gosterilmistir (33). Tez ¢alismasinda izolasyonu
yapilan B. integrifolia’ya ait herhangi bir izolasyon ¢alismasina rastlanmamig olup ilk
kez tarafimizca gergeklestirilmistir. Ayrica izolasyon calismalarinda elde edilen
glukonasturtin’in kolin tuzu ilk kez saflastirilmistir. Literatiirlerde Barbarea tiirlerinin
kolin tuzu icerdigine dair harhangi bir veriye rastlanmazken; Brassicaceae familyasina
ait baz1 tiirlerin kolin, betain ve fenolik asitlerin kolin esterlerini tagidigina dair bilgilere

rastlanmistir (315-317).
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Brassicaceae familyas1 iiyelerinin giiclii antikarsinojenik etkileri onlarin
icerdikleri glukosinolatlar ve parcalanma {iriinleri olan izotiyosiyanatlar (ITC) ile
iliskilendirilmektedir (318-321). Aromatik bir glukosinolat olan glukonasturtin
parcalandiginda PEITC olusturmaktadir ve yapilan ¢alismalarda her ikisinin de giigli
antikarsinojenik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. PEITC, proteinlerin sistein
gruplartyla reaksiyona girebilme yetenegine sahiptir ve gosterdigi biyolojik
aktivitelerinin bu yetenegine baglh oldugu bilinmektedir. PEITC, sitoprotektif
transkripsiyon faktorleri NRF2 ve HSF1'in aktivasyonu, epigenomun modifikasyonu
gibi birgok hiicre i¢i hedefi etkileyerek antikarsinojenik etki gosterdigi kabul
edilmektedir (322).

Tez kapsaminda B. integrifolia’nin toprakiistii kisimlar1 tizerinde gerceklestirilen
izolasyon caligmalarindan elde edilen f-Sitosterol, yiiksek biyolojik aktvitelere sahip
onemli bir fitosterol olarak bilinmektedir. f-Sitosterol’lin reaktif oksijen radikallerinin
seviyesini azalttig1 ve lipit peroksidasyonunu Onleyerek antioksidan etki gostermekle
birlikte, bazi mikroorganizmalar iizerinde giiclii antimikrobiyal etkisinin oldugu
bildirilmistir (323, 324). Yapilan literatiir taramalarinda f-Sitosterol’iin yliksek
kolinesteraz inhibitor etkisinin olduguna rastlanilmistir (325, 326). Bahadori ve ark.’nin
Salvia syriaca kokleri iizerinde yaptiklari ¢alismada, tiiriin aseton ekstresinin ve aseton
ekstresinden saflastirilan S-Sitosterol’iin kolinesteraz enzim iizerindeki inhibisyonlari
sirasiyla ICso degerleri 499.5+6.8 pg/mL ve 24.1+0.7 pg/mL olarak bulunmustur.
Ayrica f-Sitosterol’lin tirozinaz enzim iizerinde de gii¢lii inhibitdr etkisinin olduguna
dair ¢alismalar da mevcuttur (327, 328). Tez kapsaminda B. integrifolia’nin kloroform
ekstresinden g-Sitosterol elde edilmesine ragmen; ekstrenin tirozinaz enzimi tizerindeki
inhibitdr etkisinin yiikksek olmadig1 gozlenmistir (Tablo 15). Tirlerin kloroform
ekstresinin kolinesteraz enzimleri {izerindeki inhibitor etkisilerinin ise iyi oldugu

gbzlenmistir (Tablo 16).

Kanser tedavisinde 6nemli sorunlardan biri, kullanilan ilaglara kars1 ortaya ¢ikan
coklu ilag direnci (MDR)’dir Hiicre membraninda tasiyict olarak bulunan P
glikoproteininin, MDR’nin gelisiminde rol alan etmenlerden biri oldugu ileri
stirimektedir. Yapilan ¢alismalarda f-Sitosterol’iin MDR1 geni tarafindan kodlanan bu
proteini baskiladigi ve bdylece kanser tedavisini destekledigi bildirilmistir (312, 330).

Prostat, kolon ve gogiis kanseri hiicre hatlar1 {izerinde yapilan gesitli ¢caligmalarda, f-
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Sitosterol’tin S-katenin ve PCNA gibi proteinlerin ekspresyonunu azaltarak veya Fas
miktarini, kaspaz-8 aktivasyonunu, ERK ve MAPK fosforilasyonunu artirarak kanser

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir (331-335).

Barbarea cinsi iizerinde yapilan literatiir taramalarinda, bu cinse ait tiirlerin
rozmarinik asit i¢erdigine yonelik herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Tez kapsaminda
yapilan ¢alismada, Barbarea tiirlerinden ilk kez rozmarinik asit izolasyonu

gergeklestirilmistir.

Rozmarinik asit, antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, noroprotektif ve anti-
inflamatuar etki gibi bir¢cok biyolojik aktiviteye sahip 6nemli bir fenolik bilesiktir (336,
337). Rozmarinik asitin antioksidan etkisi, yapisinda bulunan hidroksil gruplarinin
serbest radikallerle hidrojen bagi olusturmasi ve bu sayede radikal siipiiriicii etki

gostermesi ile iligkilendirilmektedir (336).

Yapilan ¢alismalarda, rozmarinik asitin, dopaminerjik hiicrelerde, H,O; ile
indiiklenmis reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve apoptotik hiicre Sliimiinii 6nemli
Olciide azaltarak, ndronlar1 oksidatif strese karsi korudugu ve bu sayede ndroprotektif
etkiye katkida sagladigi gosterilmistir (336). Ayrica tirozinaz ve kolinesteraz enzimi
tizerinde giiclii inhibitdr etkinligi oldugu bildirilmektedir (336-339). Tez kapsaminda B.
integrifolia’nin etil asetat ekstresinden rozmarinik asit elde edilmesine ragmen;

ekstrenin tirozinaz enzimi tizerindeki inhibitor etkisinin yiiksek olmadig1 gozlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda, Barbarea tiirlerinden flavonoit olarak kemferol,
kemferol 3-O-$-D-glukofuranozit, kemferol 3-O-$-D-glukopiranozit, ve kemferol-3-0-
(2,6-di-O-f-D-glukopiranozil)-4-D-glukopiranozit izole edildigine rastlanmistir (25-27).
Tez kapsaminda saflagtirnllan Kemferol  7-O-a-L-ramnozit-3-O-4-D-((2-O-4-D-
glukozil)-f-D-glukozit) bilesiginin Brassicaceae familyasina ait farkli tiirlerde
bulundugunu gosteren c¢alismalar olmasina ragmen; Barbarea tiirlerinden elde
edildigine dair herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir (340, 341). Tez ¢alismasinda, bu

tirlerden bilesigin izolasyonu ilk kez gerceklestirilmistir.

Bu tez galismasi ile birlikte, 3 Barbarea tiirii lizerinde fitokimyasal ve biyolojik
aktivite caligmalar1 gergeklestirilmis olup; ¢alismalardan elde edilen veriler, bu tiirlerle
ilgili var olan literatiir boslugunun doldurulmasina katki saglayacaktir. Ayrica, yapilan

biyolojik aktivite ¢alismalarinin sonuglari, tlirlerin iyi bir antioksidan, antimikrobiyal
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kapasiteye, gliclii sitotoksik etkiye ve tirozinaz, AChE ve BuChE enzimleri iizerinde
orta seviyede inhibitor etkiye sahip oldugunu gostermistir. Elde edilen veriler, tiirlerin
dogal kaynakli ilag gelistirme calismalarinda potansiyel kaynaklar olabilecegini
gOstermesinin yaninda, tiirlerle ilgili yapilacak daha ileriki c¢alismalara 1s1k tutmasi

acisindan énem arz etmektedir.
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