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1. ÖZET 

Barbarea auriculata var. paludosa, B. integrifolia ve B. plantaginea 

(Brassicaceae)'nın Biyokimyasal, Fitokimyasal ve Biyolojik Aktivitelerinin 

Araştırılması 

Barbarea cinsi (Brassicaceae)’nin Avrupa ve Asya’da yaklaşık 20 türü; 

Türkiye’de ise 9’u endemik, 12 türü bulunmaktadır. Barbarea türlerinin genç 

yaprakları, halk tarafından yiyecek olarak (salata yapımında), yara iyi edici ve idrar 

arttırıcı olarak kullanılmaktadır. 

Doktora tez kapsamında B. auriculata var. paludosa, B. integrifolia ve B. 

plantaginea türlerinin topraküstü kısımlarından elde edilen metanol ekstresi, metanol 

ekstresinden hareketle hazırlanan kloroform, etil asetat ve arta kalan su alt fraksiyonları 

üzerinde, ilk kez, biyolojik aktivite (antioksidan, antimikrobiyal, enzim inhibisyonu ve 

sitotoksik aktivite) ve fitokimyasal çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Türlerin antioksidan 

kapasiteleri, Toplam Fenolik Madde Miktarı Tayini, FRAP Ölçümü, CUPRAC Tayini 

ve DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini ile belirlenmiştir. Biyolojik aktivite 

çalışmalarının sonucunda, türlerin iyi bir antioksidan, antimikrobiyal kapasiteye ve 

sitotoksik etkiye sahip olduğu gözlenirken; tirozinaz, AChE ve BuChE enzimleri 

üzerinde orta seviyede inhibitör etkili oldukları gözlenmiştir. 

Biyolojik aktivite çalışmalarında, B. integrifolia’nın diğer türlere göre daha 

yüksek aktiviteye sahip olduğu gözlenmiştir. Bu tür üzerinde çeşitli kromatografik 

yöntemler kullanılarak izolasyon çalışmaları yapılmıştır. İzole edilen bileşiklerin 

kimyasal yapıları spektroskopik yöntemler [
1
H-NMR, 

13
C-NMR, 2D-NMR (COSY, 

HMQC, HMBC) ve MS] kullanılarak tayin edilmiştir. Türün toprak üstü kısmından 1 

steroit (β-Sitosterol), 1 fenolik asit (Rozmarinik asit), 1 flavonol heteroziti (Kemferol 7-

O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) ve 2 glukosinolat 

(Glukonasturtin ve Glukonasturtin’in kolin tuzu) olmak üzere 4 farklı kimyasal gruba 

ait, 5 ana bileşik izole edilmiştir. Glukonasturtin kolin tuzu olarak doğada ilk kez izole 

edilmiştir. Ayrıca Barbarea türlerinden ilk kez rozmarinik asit ve kemferol 7-O-α-L-

ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit izolasyonu gerçekleştirilmiştir. 

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

Brassicaceae, Enzim İnhibisyonu, Sitotoksik Aktivite 
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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 
1
H-NMR, 

13
C-NMR, 2D-NMR 

(COSY, HMQC, HMBC), and MS. 5 major compounds, 1 steroid (β-Sitosterol), 1 

phenolic acid (Rosmarinic asit), 1 flavonol heteroside (Kaempferol 7-O-α-L-

rhamnoside-3-O-β-D-((2-O-β-D-glucosyl)-β-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 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

İnsanoğlu çevresindeki bitkileri beslenme, korunma, barınma, ısınma ve savunma 

gibi değişik amaçlar doğrultusunda kullandıkları bilinmektedir. Anadolu’da bitkilerle 

insanlar arasındaki ilişkiyi gösteren en eski kanıtların 1957-1961 yıllarında Irak’ın 

Kuzeyinde, Zağros dağlarında bulunan Şinadar Mağarası’nda yapılan kazılarda ortaya 

çıkarıldığı bilinmektedir. Bu kazılar sırasında yaklaşık 60 bin yıl öncesinden günümüze 

gelen ve bir şamana ait olduğu düşünülen mezarda civanperçemi, kanarya otu, mor 

sümbül, hatmi, peygamber çiceği, gül ve efedra gibi türlere ait fosilleşmiş polenler 

tespit edilmiştir (1). Anadolu’da tıbbi bitkilerin kullanıldığını belgeleyen en eski yazılı 

kayıtlar ise Hititler’in başkenti Hattuşaş’ta bulunan Hitit tabletlerinde yer almaktadır. 

Bu kayıtlardan mazı, hardal, meyan, badem, adamotu, sarımsak, üzerlik, söğüt ve 

zeytinin yer aldığı reçete örneklerine ulaşılmaktadır (2, 3). Bu bilgiler, halkın sosyal 

yaşamında ve sağlığının korunmasında bitkilerin önemli yer tuttuğunu göstermektedir. 

Tıbbi bitkilere olan ilginin, 1900’lü yıllarda sanayi devrimi ile birlikte azaldığı 

ancak sentetik ilaçların yan etkilerinin fazla olması, bitkisel ilaçların daha ucuz ve kolay 

temin edilmesi, bitkisel ürünlerin birden fazla etkiye sahip olması gibi sebeplerin tıbbi 

bitkileri ve bunlardan elde edilen biyolojik olarak aktif bileşikleri yeniden ilgi odağı 

haline getirdiği kabul edilmektedir (4-6). 

Üç fitocoğrafik bölgenin kesiştiği Türkiye’nin, tıbbi ve endemik bitkiler açısından 

önde gelen ülkelerden biri olduğu bilinmektedir. Bugün Türkiye florasında 1000’den 

fazlası ilaç hammaddesi ve baharat olarak kullanılan, 174 familyaya ait 1251 cins ve 

12000’i aşkın bitki taksonu yer almaktadır (6-8).  

Brassicaceae familyası, dünyada 338 cins ve 3709 tür ile temsil edilirken, 

Türkiye’de 91 cinse ait 571 tür, 65 alttür, 24 varyete ve 660 taksonu bulunmaktadır. 

Doktora tez kapsamında çalışılan Barbarea cinsinin Avrupa ve Asya’da yaklaşık 20 

türü bulunmakta iken Türkiye’de 9’u endemik olmak üzere 12 türü (15 takson) 

bulunmaktadır (9). 
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Tablo 1. Türkiye’de yetişen Barbarea taksonları 

 Türkiye’de Yetişen Barbarea taksonları 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 kapsamında çalışılması planlanan Barbarea taksonları 

 

Dünyada son zamanlarda doğal ürünler ile tedavi yöntemleri hakkındaki bilimsel 

araştırmalar artış göstermiştir. Bu konuya ilginin artması dikkate alınarak, yapılan 

literatür taramalarınada biyolojik aktivite ve fitokimyasal içeriğinin daha önce 

çalışılmadığı tespit edilen ve Brassicaceae ailesinin üyelerinden biri olan Barbarea 

cinsine ait 3 türün doktora tez konusu olarak çalışılması amaçlanmıştır. 

Yapılan literatür taramalarında, Barbarea türlerinin glukosinolatlar ve hidroliz 

ürünleri (12-24), flavonoitler (25-27), saponozitler (21, 28-35), fenolik asitler (36), yağ 

asitleri, protein, şeker ve şeker türevlerini (20) içerdiğine rastlanmaktadır. Barbarea 

türleri üzerinde yapılmış biyolojik aktivite çalışmaları bu türlerin antitiroit, tirozinaz 

inhibitör, antifungal, antinörodejeneratif ve anti-inflamatuvar etkili olduklarını 

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

Yapılan literatür taramaları sonucunda, ülkemizde doğal olarak yayılış gösteren ve 

endemizm oranı yüksek olan Barbarea türlerinin biyolojik aktiviteleri ve fitokimyasal 

içerikleri ile ilgili yeterli çalışmanın olmadığı saptamıştır. Tez kapsamında daha önce 

çalışılmadığı tespit edilen, 2’si endemik olmak üzere, 3 Barbarea türünün (B. 
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auriculata var. paludosa, B. integrifolia ve B. plantaginea) kurutulmuş ve toz edilmiş 

çiçekli topraküstü kısımların hazırlanan metanol ekstresi ve metanol ekstresinden 

hareketle elde edilen kloroform, etil asetat ve su alt fraksiyonları üzerinde antioksidan, 

antimikrobiyal, enzim inhibisyonu (tirozinaz, asetilkolinesteraz ve bütirilkolinesteraz) 

ve sitotoksik aktivite testleri ile biyolojik aktivitelerinin incelenmesi; biyolojik aktivite 

çalışmalarında daha yüksek aktivite gösteren türün metanol ekstresi ve alt fraksiyonları 

üzerinde çeşitli kromatografik yöntemler yardımıyla izolasyon çalışmalarının 

gerçekleştirilmesi amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Botanik Bilgiler 

4.1.1. Brassicaceae (Cruciferae) Familyası 

Bu familyada bulunan bitkiler otsu, nadiren çalı şeklindeki bitkilerdir. Yapraklar 

altenan nadiren opozit ve stipulasızdır. Çiçekler hermafrodit, hipogin, 2 simetri 

düzlemine sahiptir. Sepaller 4 parçalı, serbettir. Petaller 4 parçalı, serbest, genellikle 

tırnaklıdır. Stamenler 6 tane, tetradinam, nadiren 4 veya 2 tane, filamentler sıklıkla 

kanatlı, ekli veya dişlidir. Nektaryumlar stamenlerin tabanında yer alır. Ovaryum 

sinkarp, 2 karpelli, genellikle bilokülerdir. Meyve tipi kapsüldür, iki çenetle aşağıdan 

açılır, nadiren lomentuma benzer veya açılmaz. Çekirdekler müsilajlıdır.  

Bu familyanın meyveleri karekteristik olup, olgunlaşmış meyveler türlerin 

tanınmasında önemli yer tutar (43). 

4.1.2. Barbarea Cinsi 

İki yıllık veya çok yıllık bitkilerdir, tüysüz veya basit tüylüdür. Sepaller biraz 

şişkin. Petaller sarı, kuruduğunda beyazdır. Filamentler eksizdir. Ovaryum yaklaşık 30 

ovüle kadar bulundurabilir. Meyve 4 köşeli veya düz silikvadır. Çekirdekler her hücrede 

bir sıra şeklindedir. Stilus kısa, stigma baş şeklindedir. Türlerin teşhisi için meyve ve 

çiçekleri ile birlikte taban yaprakları da bulunmalıdır, toplama sırasında çiçeklerin rengi 

not edilmelidir.  

1. Taban yaprakları 0-1(-2) parçalı yan yapraklı  

2. Silikva dik 

3. Silikva düz, 2 mm veya daha geniş  

8. platycarpa 

3. Silikva silindirik, veya 4 açılı, yaklaşık 1 mm genişliğinde 

4. Silikva yer yer boğumlu; alt yaprakların kulakçıkları yan yaprakçıklardan 

daha geniş 

5. auriculata 

4. Silikva düz, alt yaprakların kulakçıkları yan yaprakçıklardan daha küçük 

6. lutea 
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2. Silikva dik-yayılmış 

5. Silikva silindirik, (17-) 20-40 mm; taban yaprakları geniş, düz, kanatlı petiol 

7. plantaginea 

5. Silikva düz, 10-15(20-) mm; taban yaprakları geniş, düz, kanatlı petiolsüz 

6. Tüm yapraklar tam veya çoğunda undulat-krenat, meyveler 2 mm 

genişliğinde  

9. integrifolia 

6. Bazı yapraklar dentat veya pinnatifit; meyveler 1 mm genişliğine kadar 

10. minor 

1. Yan yaprakları 2(-3)-10 parçalı taban yapraklar 

7. Üst gövde yaprakları pinnatisekt 

8. Gövde aşağı doğru sarkık uzun tüylü; tüm yaprakların segmentleri lineerden 

lanseolata kadar 

4. trichopoda 

8. Gövde çıplak; üst yaprakların segmentleri eliptikten orbikulata kadar 

9. Silikva dik; taban yaprakları 3-5 parçalı yan yaprakçıklı  

3. intermedia 

9. Silikva yaygın; taban yaprakları 6-10 parçalı yan yaprakçıklı 

2. verna 

7. Üst gövde yaprakları loblu veya dentat, pinnatisekt değil 

1. vulgaris 

4.1.3. Barbarea auriculata var. paludosa 

Çok yıllık, otsu, gövdesi 30 cm, dallanmış, diktir. Taban yaprakları uzun saplı, uç 

yaprakçıkları orbikulattan ovat şeklindedir. Alt yapraklar geniş uç yaprakçıklı ve 1-2 

parçalı yan yaprakçıklı, uzak, semi-ampleksikaul kanatlar, yan yaprakçıklardan daha 

geniştir. Gövde yaprakları geniş kanatlı tam veya dentatdan loblara ayrılabilir. Gövde 

aşağıda aşağı sarkık sert tüylü- kılsı tüylüdür. Petaller sarı, 6-8 mm’dir. Silikva dik, 

boğumlu, 15-20×0.5-1 mm. Stilus 3 mm. Haziran ayı türün çiçeklenme dönemidir (10). 
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Endemik bir tür olup; nemli yerlerde yetişir.  

Bulunduğu yer: B7 Erzincan: Tercan’dan Aşkale arasında, 1650 m (Resim 1). 

 

 

Resim 1. Barbarea auriculata var. paludosa 

4.1.4. Barbarea plantaginea 

Gür, iki yıllık otsu bitkilerdir. Gövdesi tüysüz, 25-60 cm, sık sık üst kısımda 

dallanmıştır. Ovat-orbikulat, geniş uç yaprakları olan alt yapraklar, geniş, düz kanatlı bir 

sap üstündedir, kanatçıklar bazen 1-2 parçalı küçük yan yaprakçıklara genişler. Daha üst 

gövde yaprakları ampleksikaul, krenattan dentata doğrudur. Petaller sarı, 5-7 mm. 

Silikva yaygın, silindirik, bazen boğumlu, 24-35×1,5-2 mm. Çiçeklenme dönemi Nisan-

Haziran aylarıdır. Nemli yerlerde, nehir kenarlarında, 1000-2100 m yükseklikte yetişir 

(10). 

Bulunduğu yerler: A4 Ankara: Hacıkadın Vadisi, Keçiören, A5 Amasya: 

Amasya, Akdağ 1890:1896, A7 Gümüşhane: Gümüşhane Sorda 1894:5654, A8 

Erzurum: Pasinler’den Horasan’a giderken, 1650 m, A9 Çoruh: Kütül, Ardanuç, B3 

Konya: Sultan Dağı 1400-1900 m, B4 Ankara: İncesu, B6 Maraş: Binboğa Dağı, 

Göksun, 1900 m, B7 Tunceli: Pülümür 1550 m, B8 Erzincan: Tercan’dan Aşkale’ye 

giderken, 1650 m, B9 Van: Erek Dağı 2100 m, C7 Denizli: Honaz Dağı 1000 m, C3 

Antalya: Bey Dağı, C5 Seyhan: Gülek Boğazı, C6 Hatay: Hasan Veyli 1000-1600 m 

(Resim 2). 
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Resim 2. Barbarea plantaginea 

4.1.5. Barbarea integrifolia 

Çıplak, çok yıllık, otsudur. Gövdesi 40 cm’e kadar, diktir. Daha alt yapraklar 

oblong-eliptik veya oblong-spatulat, basit, tamdır. Gövde yaprakları oblong- eliptik, 

tamdır. Çiçekler sarı, petaller 8-9 mm. Meyveye dönüşen çiçekdurumu yoğundur. 

Silikva yassı, yaygın, 12-15×2 mm. Çiçeklenme dönemi Haziran ayıdır. Göl 

kenarlarında yetişir. Endemik bir türdür (10).  

Bulunduğu yer: A7 Gümüşhane (Resim 3). 

 

 

Resim 3. Barbarea integrifolia 
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4.2. Barbarea Türleri Üzerinde Yapılan Fitokimyasal Çalışmalar 

Barbarea türlerinde yapılan fitokimyasal çalışmalarda, glukosinolatlar ve hidroliz 

ürünleri (12-24), flavonoitler (25-27), saponozitler (21, 28-35), fenolik asitler (36), yağ 

asitleri, protein, şeker ve şeker türevlerinin (20) bulunduğu gösterilmiştir. 

4.2.1. Barbarea Türlerinde Bulunan Glukosinolatlar ve Hidroliz Ürünleri  

B. vulgaris’in yaprakları üzerinde yapılan çalışmada 2’si fenolik izomer olmak 

üzere 3 adet glukosinolat ile birlikte hidroliz ürünlerinin izolasyonları 

gerçekleştirilmiştir. İzole 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 ürünlerinin 

meydana geldiği saptanmıştır (12, 24). 

B. vulgaris’in tohumları üzerinde elektrosprey iyonlaştırma ile birleştirilmiş ters 

faz sıvı kromatografisi-Fourier dönüşümü iyon siklotron rezonans kütle spektrometresi 

(RPLC-ESI FTICR MS) ile yapılan analizlerde glukobarbarin, glukonasturtin ve 

glukobrasisinin 6'-izoferul esterlerinin varlığı saptanmıştır (13).  

B. vulgaris ve B. verna yapraklarında üretilen metabolitlerin incelendiği 

çalışmada Nasturleksin C, Nasturleksin D ve bunların sülfoksit türevleri izole edilerek 

spektroskopik yöntemlerle yapıları aydınlatılmıştır (15). 

B. verna tohumları üzerinde yapılan çalışmalarda glukonasturtin (2-

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

Fahey ve ark. tarafından yapılan çalışmada B. intermedia’nın glukoputranjivin, 

glukoiberverin, glukonasturtin ve sinigrin; B. orthocerans’ın glukonasturtin ve 

glukobarbarin; B. praecox’un neoglukobrasisin; B. stricta’nın glukoputranjivin, 

glukonasturtin ve sinigrin; B. verna’nın glukosinalbin ve glukonasturtin; B. vulgaris’in 

glukobarbarin, glukobrasisin, glukoiberverin, neoglukobrasisin ve glukonasturtin 

içerdiği belirtilmiştir (17).  

Matthaus ve ark. tarafından HPLC-UV/ESI-MS-MS ile yapılan çalışmada B. 

vulgaris tohumlarında desülfoglukonasturtin, desülfobarbarin, desülfo-4-

hidroksiglukobrassisin ve desülfoglukobrasisin; B. verna tohumlarında 

desülfoglukonasturtin varlığı tespit edilmiştir (19).  
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Perez ve ark.’nın Barbarae türlerinin yaprak yüzeyinde yapmış oldukları 

çalışmada, preparatif HPLC yardımıyla, B. rupicola ve B. verna’dan glukonasturtin ve 

glukobrassisinin; B. vulgaris’den glukonasturtin, glukobrasisin ve glukobarbarinin 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir (41). 

 Agerbirk ve ark. tarafından yapılan çalışmada, B. vulgaris var. arcuata 

köklerinden yeni bir indol glukosinolat olan 1,4-dimetoksiglukobrassisin (1,4-dimetoksi 

indol-3-ilmetilglukosinolat) izole edilmiştir (23). 

B. vulgaris var. arcuata, B. vulgaris var. vulgaris, B. intermedia, B. verna, B. 

stricta, B. bracteosa, B. plantaginea ve B. australis türlerinin çekirdekleri üzerinde 

yapılan çalışmada tüm türlerde glukonasturtin, glukosibarin, glukobarbarin, 

glukobrassisin ve 6’-izoferulol- glukonasturtin varlığı saptanmıştır. Ayrıca B. vulgaris 

var. arcuata, B. intermedia, B. stricta, B. bracteosa, B. plantaginea ve B. australis 

türlerinde desülfo glukosibarin ve glukobarbarinin 6’-izoferul türevlerinin varlığı 

saptanırken; B. plantaginea’da 6’-izoferulol- glukobrassisin varlığı saptanmıştır (33, 

44). 

4.2.2. Barbarea Türlerinde Bulunan Flavonoitler 

B. vulgaris’in topraküstü kısımları üzerinde yapılan çalışmada ilk kez 

Brassicaceae familyasından kersetin 3′-O-metil-3-O-β-D-glukopiranozil- [(1-6)-α-L-

ramnopiranozit], kersetin 3-O-β-D-glukopiranozil-7-O-α-L-ramnopiranozit, kersetin 3′-

O-metil-7-O-α-L-ramnopiranozit, kersetin 3′-O-metil-3-O-β-D-glukopiranozit, kemferol 

3-O-β-D-glukofuranozit, luteolin-6-C-β-D-glukopiranozit, luteolin 3′-O-metil-6-C-β-D-

glukopiranozit olmak üzere toplamda 7 adet flavonoit izolasyonu gerçekleştirilmiştir 

(25). 

Yapılan literatür çalışmalarında B. arcuata’nın çiçeklerinden izoramnetin, 

izoramnetin 3-β-D-glukopiranozit, izoramnetin-3-D-glukozil-6-β-D-glukozit, kemferol 

ve kersetin izole edildiğine rastlanmıştır (26). 

B. vulgaris’in P ve G olmak üzere iki kemotipi bulunmaktadır. B. vulgaris’in G 

kemotipinde yapılan çalışmada 2’si yeni olmak üzere 4 adet flavonoit izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Bunlar kemferol-3-0-(2,6-di-O-β-D-glikopiranozil)-β-D-

glikopiranozit ve kersetin-3-O-(2,6-di-O-β-D-glukopiranozil)-β-D-glukopiranozit-7-O-

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

B. vulgaris yaprakları üzerinde yapılan izolasyon çalışmasında hederagenin ve 

oleanolik asit sellobiyozit saflaştırıldığı kaydedilmiştir (28, 30, 34, 41).  

Nielsen ve ark. tarafından B. vulgaris var. arcuata tohumları üzerinde yapılan çalışmada 

3-O-sellobiyozil-kokalik asit, 3-O-sellobiyozil-gipsogenin ve 3-O-sellobiyozil-4-

epihederagenin izolasyonu gerçekleştirilmiştir (29). 

Shinoda ve ark. tarfından parazitlerin beslenmesini engelleyici aktivite 

yönlendirmeli olarak yapılan izolasyon çalışmasında B. vulgaris yapraklarından 3-O-

[O-β-D-glukopiranozil-(1→4)-β-D-glukopiranozil]-hederagenin elde edildiği 

bildirilmiştir (31). 

B. verna yapraklarının yüzeyinde yapılan çalışmada 3-O-β-sellobiyozil-

hederagenin izole edilerek yapı tayini gerçekleştirilmiştir (41). 

B. vulgaris üzerinde yapılan çalışmada hederagenin, 4-epihederagenin, oleanolik 

asit ve gipsogenin sellobiyozit türevlerine rastlanmıştır (33, 34). 

4.2.4. Barbarea Türlerinde Bulunan Fenolik Asitler 

Fraisse ve ark.’nın yapmış oldukları HPLC çalışmasında, B. intermedia’nın 

içerdiği fenolik bileşiklerin klorojenik asit, 3,5-dikafeilkinik asit ve 1,5-dikafeilkinik 

asit olduğunu saptanmıştır (36). 

4.2.5. Barbarea Türlerinde Bulunan Yağ Asitleri, Protein ve Şeker Türevleri 

B. vulgaris ve B. verna tohumlarının beslenme ve teknolojik kalitesini 

değerlendirmek için yapılan çalışmada türlerin kimyasal bileşenleri incelenmiştir. 

Türlerin aminoasit içeriği sistin, metiyonin, aspartik asit, treonin, serin, glutamik asit, 

prolin, glisin, alanin, valin, izolösin, lösin, tirozin, fenilalanin, histidin, lizin, arjinin ve 

amonyum olarak belirlenirken; yağ asitlerinden erusik asit, linoleik asit ve oleik asitin 

bol miktarda bulunduğu tespit edilmiştir. Şeker ve şeker türevlerinden ramnoz, fukoz, 

arabinoz, ksiloz, mannoz, galaktoz, glukoz ve üronik asit tespit edilmiştir (20). 

4.3. Barbarea Türlerinin Kullanılışı ve Yapılan Biyolojik Aktivite Çalışmaları 

Ülkemizde yetişen ve halk arasında “Nicarotu” adı ile bilinen B. vulgaris 

yapraklarının yara iyi edici ve idrar arttırıcı olarak kullanılmakta olduğu, genç 
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yapraklarının ise salata olarak tüketildiği bilinmektedir (45). Ayrıca B. vulgaris’in 

uyarıcı, diüretik ve balgam söktürücü olarak da kullanıldığı ve yapraklarından elde 

edilen suyun, tütün yapraklarından nikotini uzaklaştırmak için kullanıldığı 

bildirilmektedir (25). 

4.3.1. Antitiroit Etki 

Barbarea ve Reseda’nın çeşitli türlerinden elde edilen ve glukosinolat türevi olan 

barbarin (feniltiyo-oksazolidon)’in antitiroidi etkisinin araştırıldığı çalışmada, sıçan ve 

insanlarda, iyodun alımını inhibe ederek tiroit hormonunun sentezini baskıladığı bilinen 

goitrinle karşılaştırılmış ve barbarinin goitrin kadar etkili olduğu bulunmuştur (37). 

4.3.2. Tirozinaz İnhibitör Etki 

B. orthocerus toprak üstü kısımlarında biyolojik aktivite rehberli izolasyon 

çalışmaları sırasında elde edilen barbarinin tirozinaz enzimi üzerine inhibitör etkisi 

incelenmiştir. Pozitif kontrol olarak kojik asitin kullanıldığı çalışmada, kojik asit mantar 

ve sıçan tirozinazı üzerine olan inhibitör etkisi IC50 değerleri 3.4x10
-5

 M ve 6.0x10
-5

 M 

olarak bulunurken; barbarinin IC50 değerleri 4.2x10
-5

 M ve 4.8x10
-5

 M olarak 

bulunmuştur. Sonuçlara bakıldığında barbarinin de kojik asit kadar tirozinaz inhibitör 

etkisinin olduğu gösterilmiştir (14). 

4.3.3. Antifungal Etki 

Bitkilerin çeşitli uyaranlara (mikroorganizmalar, funguslar, fiziksel ajanlar) karşı 

ürettiği antimikrobiyal ve antifungal etkili bileşikler fitoaleksinler olarak bilinmektedir. 

B. vulgaris ve B. verna yapraklarından izole edilen glukosinolatların, Nasturleksin C, 

Nasturleksin D ve bunların sülfoksit türevleri, Crucifer patojenleri olarak bilinen 

Alternaria brassicicola, Leptosphaeria maculans ve Sclerotinia sclerotiorum üzerinde 

antifungal etki gösterdiği; bitkilerin patojenlerle savunmasında, diğer bitkilere savunma 

yolaklarının aktarılabilmesi bu türlerin tarımsal açıdan önemli birer kaynak haline 

getirmiş olduğu bildirilmiştir (15). 

B. vulgaris yapraklarında bulunan üç saponin ve iki sapogeninin 

mikroorganizmalara karşı olan potansiyel rolleri beş bit böceği hattı kullanılarak 

araştırılmıştır. Bu çalışmada parazitlerin konak bitkinin besinini kullanabilme 

yeteneğine olan etkileri değerlendirilmiştir. Bit böceğinin bu bitki üzerinde yaşama 



14 

kabiliyeti, dominant R-genleri tarafından kontrol edilmektedir. Duyarlı bir genotip (rr) 

bitki üzerinde yaşayamazken dirençli genotipler (RR ve Rr) yeni konakçı bitkiyi 

kullanabilmektedir. Bu türden izole edilen bileşikler arasında hederagenin sellobiyozit 

beslemeyi inhibe ederken, oleanolik asit sellobiyozitin etkisinin daha zayıf olması 

aglikonların aktif olmadığını göstermiştir (28). 

B. vulgaris var. arcuata tohumlarından izole edilen 3-O-sellobiyozil-kokalik asit, 

3-O-sellobiyozil-gipsogenin ve 3-O-sellobiyozil-4-epihederageninin türün Phyllotreta 

nemorum direnci ile ilişkili bileşik olduğu bildirilmiştir (29, 33). 

B. vulgaris var. arcuata yapraklarından izole edilen 3-O-β-sellobiyozil-oleanolik 

asit ve 3-O-[O-β-D-glukopiranozil-(1→4)-β-D-glukopiranozil]-hederageninin Plutella 

xylostella larvalarına karşı dirençten sorumlu olduğu ve saponin miktarıdaki azalmaya 

bağlı olarak türün direncinin azaldığı kaydedilmiştir (30, 31). 

Bugüne kadar elde edilen bilgiler, Barbarea türlerinin böceklere karşı olan 

direncinin içerdiği saponinler ile ilgili olduğunu kapsamaktadır. Ancak yapılan bu 

çalışma ile birlikte böcek direncinde flavonol glikozitlerinin de sorumlu olduğu ve diğer 

sekonder bileşiklerle birlikte sinerjik etki gösterdiği bildirilmiştir (27). 

Brasicaceae üzerinde bulunan P. xylostella gibi konakçı türlerin bitkiyi 

tanımasında glukosinolatların rol oynadığı bilinmektedir. Barbarea türlerinde 

glukosinolatlarla birlikte larvaların beslenmesini önleyerek hayatta kalmalarını 

engelleyen saponinler bulunmaktadır. Barbarea türlerinin yapraklarında iki seçenekli 

yumurtlama testlerinin yapıldığı çalışmada, türlerin glukosinolat ve saponin içeriğindeki 

değişikliklerin, konakçının hem yapraklar üzerinde yumurtlamasını uyarıcı hem de 

türlerin parazite karşı gösterdiği direnci etkilediği gösterilmiştir (21, 41). 

4.3.4. Antinörodejeneratif Etki 

B. orthoceras türünün sülforafan içeriğine bağlı olarak, çeşitli hücre tiplerinde NO 

sentezini inhibe ederek anti-inflamatuvar etkiye sahip olduğunun gösterildiği çalışmada, 

bu bitkiden alınan ekstrelerin ve ilgili türün Parkinson hastalığı ve Alzheimer hastalığı 

gibi NO'ya bağlı nörodejeneratif hastalıklarda önleyici etkisinin olabileceğini 

düşündürmüştür (40). 
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4.3.5. Anti-inflamatuvar Etki 

B. verna tohumlarından hidrodistilasyonla elde edilen uçucu yağın 2- Fenil 

etilizotiyosiyanat (PEITC) açısından zengin olduğu ve bu türün tohumlarından 

hazırlanan preparatın anti-inflamatuar etkisinin olduğu in vivo olarak deney 

hayvanlarında karragen ile oluşturulan sıçan pençesi ödemini azaltma, in vitro olarak 

lipopolisakkaritle uyarılmış fare makrofaj hücre dizisinde proinflamatuar gen 

ekspresyonunu (COX-2, iNOS ve IL-1β) baskılama yeteneği ve nitrik oksit üretimi 

üzerindeki etkinliği bilinen non steroidal anti-inflamatuar ilaç olan aspirin ile 

karşılaştırılmış ve anti-inflamatuvar etkinliğinin olduğu sonucuna ulaşılmıştır (38, 39). 

Sekiz türden elde edilen ekstrelerin sülforafan içeriğinin belirlendiği ve bu 

bileşiğin biyolojik aktivitesinin araştırıldığı çalışmada, BV-2 hücrelerinde canlılık ve 

NO inhibisyonu üzerindeki etkilerini değerlendirmek için LC-MS/MS ve MTT testleri 

uygulanmıştır. Deneylerin sonucunda NO üretimini % 52 oranında inhibe ederek en iyi 

etkiyi gösteren türlerden birinin B. orthoceras’e ait ekstre olduğu saptanmıştır (40). 

4.4. Serbest Radikal Türleri ve Kaynakları 

Dış orbitalinde bir ya da daha fazla ortaklanmamış elektron taşıyan molekül ya da 

atomlar serbest radikaller olarak adlandırılmaktadır. Bu moleküllerin, sahip oldukları 

eşlenmemiş elektronlarından dolayı oldukça reaktif ve kararsız oldukları bilinmektedir 

(46). Bu sebeple protein, lipit, DNA, nükleotit ve koenzimler gibi çevrelerindeki birçok 

molekülle reaksiyona girme eğilimleri yüksektir ve zararlı etkiler meydana 

getirmektedirler (3, 47, 48). Vücutta meydana getirmiş olduğu zararlar sonucunda, başta 

yaşlanma olmak üzere, kalp damar hastalıkları, katarakt, felç, romatoit artrit, diyabet, 

çeşitli kanser türleri, bağışıklık sisteminin zayıflaması ve sinir sistemi hastalıkları gibi 

birçok kronik hastalığın meydana gelmesine neden olmaktadır (49). 

Serbest radikaller oksijen, kükürt, klor ve azot kaynaklı olmak üzere dört gruba 

ayrılmaktadır (Tablo 2). Oksijen kaynaklı ise reaktif oksijen türleri (ROS); azot 

kaynaklı ise reaktif azot türleri (RNS); kükürt kaynaklı ise reaktif kükürt türleri (RST); 

klor kaynaklı ise reaktif klor türleri (RKT) olarak isimlendirilmektedir (50).  

ROS ve RNS’nin bir kısmı serbest radikal iken; bir kısmının patolojik ve 

fizyolojik durumlar altında canlılar tarafından üretilen ve canlı organizmada kolaylıkla 

serbest radikal reaksiyonlarına yol açabilen nonradikalik molekül türlerine dönüştüğü 
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bilinmektedir. Bu türler son orbitallerinde eşlenmemiş elektron bulundurmadığı için 

radikalik özellik göstermemektedirler (48, 51). 

Tablo 2. Radikal-nonradikal oksijen ve azot türleri 

Radikal Türleri Nonradikal Türler 

Reaktif Oksijen Türleri (ROS) Nonradikal Oksijen Türleri 

 Hidroksil (OH
.
) 

 Süperoksit (O2
.
) 

 Peroksil (ROO
.
) 

 Alkoksil (RO
.
) 

 Hidroperoksil (HO2
 .
) 

 Lipit peroksil (LOO
.
) 

 Hidrojen peroksit (H2O2) 

 Singlet oksijen (
1
O2) 

 Ozon (O3) 

 Hipokloröz asit (HOCI) 

 Hipobromöz asit (HOBr) 

Reaktif Azot Türleri (RNS) Nonradikal Azot Türleri 

 Nitrik oksit (NO
.
 )  

 Azot dioksit (NO2
 . 

) 

 Nitrik asit (HNO2) 

 Azotdioksit (NO2) 

 Peroksinitrit (NOOO
-
) 

 Nitroksil katyonu (NO
+
) 

 Nitroksil anyonu (NO
-
) 

 Di azot tetroksid N2O4 

 Diazot triksid N2O3 

 Peroksinitrik asit (ONOOH) 

  Nitronyum katyonu NO2 
+
 

 Nitril klorid NO2Cl 

 Alkil peroksinitrit (ROONO) 

 

Organizmada meydana gelen serbest radikallere endojen veya ekzojen 

kaynakların sebep olduğu bilinmektedir (52-58). 

Serbest radikal üretimine sebep olan endojen kaynaklar şu şekilde özetlenebilir:  

 Mitokondride oksijenli solunum sırasında elektron transport sistemi tarafından 

katalize edilen oksijenler tarafından serbest radikallerin yan ürün olarak 

oluşması,  

 Herhangi bir inflamasyon durumunda sitokinlerin nötrofil ve makrofajları 

uyarmasıyla birlikte serbest radikallerin oluşması, 

 Lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel sitokrom oksidaz gibi 

çeşitli kaynakların serbest radikal oluşturması,  
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 Düz kas hücrelerinde, trombositler ve araşidonik asit metabolizması sırasında 

serbest radikallerin üretilmesi,  

 Zihinsel stres veya yorgunluğun sebep olduğu serbest radikal üretimi, 

 L-DOPA, noradrenalin, adrenalin ve substratları gibi biyomoleküllerin 

oksidatif hasar oluşturması, 

 İmmun sistem hücrelerinin patojenlere cevap olarak ROS ve oksiradikallerin 

üretilmesi. 

Serbest radikaller, UV, gama, mikrodalga ve X ışınları, orman yangınları ve 

volkanik faaliyetler gibi meydana gelen çevresel felaketler, temizlik ürünleri, sigara ve 

egzoz dumanı, alkol ve sigara kullanımı gibi sebeplere bağlı olarak da meydana 

gelmektedir. Serbest radikal üretimine sebep olan bu kaynaklar, ekzojen kaynaklar 

olarak bilinmektedir (59). 

Oksijenin canlıların hücresel faaliyetlerini devam ettirebilmeleri için kullandıkları 

enerjinin üretiminde yani yaşamlarını sürdürebilmeleri için gerekli olduğu 

bilinmektedir. Bu enerjinin üretimi sırasında, serbest oksijen radikalleri kendiliğinden 

açığa çıkan doğal yan ürünlerdir ve hücrede yüksek miktarlara ulaştığında zararlı 

maddelere dönüşebilmektedirler. Üç önemli ROS olarak bilinen süperoksit radikali, 

hidrojen peroksit ve hidroksil radikali, mitokondride sürekli olarak gözlenen normal 

metabolik ürünlere örnek olarak verilmektedir (3).  

Oksijen metabolizmasının ilk ara ürünü olan süperoksit radikali, moleküler 

oksijenin tek bir elektron indirgenmesiyle oluştuğu, hem oksitleyici hem de indirgeyici 

özellik gösterdiği ve diğer radikallerle karşılaştırıldığında daha kararlı olduğu 

bilinmektedir. Süperoksit radikalinin vücut için önemi, vücutta hidrojen peroksit 

oluşumundan ve geçiş metallerinin indirgenmesinden sorumlu olmasından ileri 

gelmektedir.  

Süperoksit radikalinin düşük pH’da protonlanarak daha reaktif bir oksidan ajan 

olan hidroperoksil radikalini oluşturduğu bilinmektedir. Daha sonra bu radikal, 

süperoksit radikali ile birleşerek birinin oksidasyonu söz konusu iken diğerinin 

indirgenmesi sonucu moleküler oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelmektedir (60, 

61). 
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O2 + e → O2
.-  

   süperoksit radikali   

O2
.-
 + H2O → HO2

.
 + OH

-
  hidroperoksil radikali  

HO2
.
 + O2

.-
 + H

+
 → O2 + H2O2  hidrojen peroksit radikali  

Süperoksit radikali, vücutta başlıca 4 şekilde üretilmektedir: 

1. Aktive edilen fagositik hücreler mikroorganizmaların uzaklaştırılması sırasında 

yüksek miktarda süperoksit üretimine neden olmaktadır (62, 63). 

2. Mitokondride solunum sırasında zincir reaksiyonlarından kaçan bazı 

elektronlar direk oksijenle reaksiyona girerek süperoksit oluşturabilmektedir 

(64).  

3. Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, indirgenmiş nükleotitler, flavinler ve 

tetrahidrofolat gibi indirgeyici özellik gösteren biyomoleküler aerobik ortamda 

oksijene elektron transfer ederek kendileri oksitlenirken süperoksit radikalinin 

oluşmasına sebep olmaktakdır (65). 

4. Demir (Fe) ve bakır (Cu) gibi geçiş metal iyonlarının serbest radikal oluşturan 

etmenlerdendir. İndirgenmiş geçiş metallerinin otooksidasyonu ile birlikte 

süperoksit meydana gelmektedir. Fe, oksijen taşınması, ATP üretimi, DNA ve 

klorofil sentezi gibi önemli canlılık faaliyetlerinde görev almasına rağmen; 

serbest halde iken hücrelerde toksik özellik göstererek lipit oksidasyonunu 

teşvik edebilmekte veya DNA moleküllerine saldırabilmektedir (46). 

Hidrojen peroksit (H2O2), süperoksitin bir elektron ya da moleküler oksijenin 

çevresindeki moleküllerden iki elektron alması sonucunda oluşan nonradikal oksijen 

türüdür (66, 67). Hidrojen peroksit, membranları geçerek sitozole difüze olabildiğinden 

dolayı uzun ömürlü olduğu kabul edilmektedir. 

Oksitleyici ve indirgeyici kapasitesi oldukça zayıf olmasına karşın; geçiş metal 

iyonları varlığında Haber-Weiss reaksiyonu olarak da bilinen ve en reaktif oksidan olan 

hidroksil radikalini meydana getirmektedir (64, 68).  

Cu 
2+ 

/Fe
3+

 + O2
.-    Cu 

+
/ Fe

2+
 + O2 

H2O2 + Cu 
+
/Fe

2+ 
OH

-
 +OH

.
+ Cu 

2+ 
/Fe

3+
 (Fenton reaksiyonu) 

O2
.-
+ H2O2      O2 + OH

-
+ OH

.
 (Haber-Weiss reaksiyonu) 
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Biyolojik ve kimyasal sistemlerde, hidroksil radikalinin oluşumuna farklı 

kaynakların ve mekanizmaların sebep olduğu bilinmektedir. Bu mekanizmaardan biri, 

sulu ortamda iyonize radyasyonla su moleküllerinin iyonlaşması sonucu hidroksil 

radikalinin oluşumu; bir diğeri hidrojen peroksitin metal iyonları (Fe
2+

, Cu
+
, Mn vb.) 

varlığında tek bir elektron aracılığıyla indirgenmesi sonucu hidroksil radikalinin 

oluşumudur (69, 70).  

Hidroksil radikalinin yarılanma ömrünün 10
-9

 sn olması, ona ROS arasında en 

güçlü radikal olma özelliği kazandırmaktadır (48).  

Son derece reaktif olan hidroksil radikali çoğu canlı hücrede oluşmakta ve yüksek 

derişimlerde aminoasitler, lipitler, karbohidratlar ve nükleik asitler dahil tüm biyolojik 

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

Hipoklorik asit (HOCl), vücutta bağışıklık sistemin aktif olduğu durumda 

miyeloperoksidaz enzimi tarafından, fagositik hücrelerde (makrofajlar, nötrofil ve 

eozinofil gibi granülositler) açığa çıkan ve dokularda hasarlar oluşturan güçlü, oksidan 

bir madde olarak tanınmaktadır (63, 72).  

H2O2 + Cl
-
 + H

+


 
HOCl + H2O 

Oksijen alkil radikalleri ile reaksiyona girerek alkil peroksitlerini (ROOH), alkil 

peroksitleri de parçalanarak peroksil ve alkil radikallerini oluşturduğu bilinmektedir. 

Bazı peroksil radikalleri süperoksit oluşumu durdurabilir ya da tekrar peroksil 

radikalleriyle reaksiyona girerek singlet oksijeni üretimine neden olabilmektedir (46, 

63). 

Yapısında eşleşmemiş elektron bulundurmadığından nonradikal oksijen türleri 

arasında sayılan singlet oksijen (O2
1
), yüksek enerji durumunda oksijen elektronlarından 

bir tanesinin başka bir orbitale geçmesi sonucu meydana gelmektedir. Ayrıca 

hücrelerde, O2’li ortamda, pigmentlerin ışığı absorblaması, bazı sitokrom p450 

tepkimeleri, hidroperoksitlerin metallerin katalizörlüğünde yıkımı ve spontan olarak 

oluşan dismutasyon tepkimeleri sırasında oluşabildiği bilinmektedir (60, 61, 73, 74).  

Organizmada hücrelerin iletişiminde, kan basıncının düzenlenmesinde, düz 

kasların gevşemesi ve bağışıklık sisteminin düzenlenmesinde biyolojik sinyal molekülü 

olarak görev aldığı bilinen nitrik oksit (NO), vücutta muskarinik, histamin reseptörleri 
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gibi bazı reseptörlerin uyarılmasıyla nitrik oksit sentetazlar (NOS) tarafından L-Arjinin 

ve oksijenden üretilmektedir (75-77). Sulu ortamdaki yarı ömrünün çok kısa olması 

sebebiyle oldukça reaktif bir radikal olarak tanınmaktadır. NO’nun sebep olduğu toksik 

etkinin şiddeti, süperoksit anyon ile birleşme yeteneğine bağlı olduğu ileri 

sürülmektedir (61). 

NO, hücre dışında su ve oksijenle reaksiyona girerek, nitrat ve nitrit anyonlarının 

oluşmasına sebep olmaktadır (48). Tek bir eşlenmemiş elektronu bulunmasına rağmen 

birçok molekülle reaksiyona girmediği, bazı serbest radikallerle de reaksiyonu sonucu 

daha az reaktif ürünlerin oluşmasını sağladığı bilinmektedir (61, 78). 

İmmün sistem hücrelerinde, inflamasyon varlığında süperoksit ile nitrik oksit 

oluşmakta ve bu moleküllerin reaksiyonu sonucu çok daha fazla oksidan özelliğe sahip 

peroksinitrit anyonu (ONOO
-
) meydana gelmektedir. Peroksinitrit anyonu potansiyel bir 

oksidasyon ajanı olarak fizyolojik pH’da azotdioksit ve hidroksil benzeri radikaller 

meydana getirerek DNA’nın parçalanmasına ve lipit peroksidasyonuna neden olduğu 

bilinmektedir (61, 79). 

4.5. Serbest Radikallerin Yararlı Etkileri 

Biyolojik süreçlerde, çoğu hücresel yanıta karşı fizyolojik bir cevabın karşılığında 

O2
.-
, H2O2 ve NO molekülleri üretilmektedir. Organizmada meydana gelen ROS ve 

RNS’nin düşük miktarlarda yararlı etkilerinin olduğu bilinmektedir. Bu yararlı etkilere 

enfeksiyon durumunda fagositik cevabın oluşturulması, kanserli hücrelerin sitotoksik 

lenfositler ve makrofajlar tarafından yok edilmesi, sitokrom p450 tarafından yabancı 

maddelerin vücuttan uzaklaştırılması, mitokondrilerde enerji üretimi ve hücre büyümesi 

örnek olarak verilebilir. Hücresel sinyallerin düzenlenmesinde (çekirdekte 

transkripsiyon faktörlerinin uyarılması, kalsiyumun intrasellüler depolardan serbest 

bırakılması, tirozinin fosfatlanmasının uyarılması, tirozin kinaz aktivasyonu, bazı 

sitokinler ve büyüme faktörü sinyallerinin aktive edilmesi vb.) de rol aldıkları 

söylenmektedir. Bunlarla birlikte ROS; prostaglandin ve tiroid hormanları gibi 

biyomoleküllerin sentezinde de görev almaktadırlar.  

NO endotel hücrelerinde, lökosit adezyonu, trombosit kümeleşmesi, anjiogenezis, 

pıhtılaşma ve damar düz kaslarında kan basıncını dengelenmesinde önem arz 

etmektedir. Nöronlarda üretilen NO’in sinir sisteminin çevresel değişikliklere ve 
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hasarlanmaya karşı nörofiziksel ve nörokimyasal uyum geliştirme yetisinde (nöral 

plastisite) anahtar rol oynadığı bilinmektedir. Makrofajlar tarafından üretilen NO ise 

immun yanıt oluşturulmasında görev alan önemli bir mediatör olduğu kabul 

edilmektedir (48, 59, 80-82). 

4.6. Serbest Radikallerin Zararlı Etkileri 

Radikallerin hücrelerdeki miktarı onların neden oldukları etkilerle 

ilişkilendirilmektedir. Düşük konsantrasyonlarda yararlı etkilerinden bahsetmek söz 

konusu iken; yüksek konsantrasyonlarda lipitler, membranlar, proteinler, 

karbonhidratlar ve nükleik asitler üzerinde zararlı etkilerinin olduğu rapor edilmiştir. 

Serbest oksijen radikallerinin neden olduğu oksidatif hasar başta yaşlanma olmak üzere 

kanser, diyabet, nörodejeneratif (Alzheimer ve Parkinson hastalığı gibi) bozukluklar, 

aterogenez, amfizem, bronşit, alkolik karaciğer hastalığı, kardiyovasküler hastalıklar ve 

iskemi gibi birçok sorunun ve hastalıkların komplikasyonlarının etyolojisinde rol 

alabildiği son yıllarda yapılan araştırmalarla ortaya konulmuştur (83, 84).  

Serbest radikaller, deoksiriboz şekeri ve bazlarla çok kolay reaksiyona 

girebildiğinden DNA üzerinde hasarlar meydana getirmektedir. Aktive olmuş 

nötrofillerden salınan H2O2, hücre zarından geçerek çekirdeğe kadar ulaşır ve meydana 

getirdiği hidroksil radikali DNA bazlarıyla reaksiyona girmesi sonucu baz 

modifikasyonlarına yol açtığı bilinmektedir (85). DNA’da meydana gelen hasarlar 

onarım mekanizmalarıyla düzeltilmesine rağmen; bazı durumlarda bu bozukluklar 

onarılamamaktadır ve hücrelerde fonksiyon kaybı, mutasyon, yaşlanma ve hücre 

ölümünün meydana geldiği bildirilmektedir (86) 

Serbest radikallerin hasara uğrattığı biyolojik moleküllerin başında lipitler 

gelmektedir. Serbest radikaller hücre zarında bulunan kolesterol ve doymamış yağ 

asitleri ile kolay bir şekilde tepkimeye girerek peroksidasyon ürünlerini meydana 

getirmektedir. Doymamış yağ asitlerinin radikaller tarafından oksidasyonu lipit 

peroksidasyonu olarak isimlendirilir ve hücrede kendiliğinden devam eden bir süreçtir. 

Serbest radikallerin sebep olduğu lipit peroksidasyonu enzimatik olmayan lipit 

peroksidasyonu olarak bilinmektedir.  

Lipit peroksidasyonu membranlarda doymamış yağ asitlerinin konjuge çift 

bağlarından bir hidrojen atomunu uzaklaştırarak lipite radikalik özellik kazandırmasıyla 
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başladığı, daha sonra oksijen varlığında lipit radikallerinin lipit peroksi radikaline 

dönüştüğü bilinmektedir. Lipit peroksi radikalleri, başka bir lipit radikalinin oluşması 

sırasında açığa çıkan hidrojenle birleşerek lipit hidroperoksitlerine ve daha sonra 

yeniden lipit radikallerine dönüştüğü söylenmekedir.  

Hücrede oluşan bu lipit peroksitlerinin yıkımı sonucu, en başta MDA olarak 

bilinen reaktif aldehit türlerinin açığa çıktığı ve hücrede veya diffüze olarak hücrenin 

başka bir kısmında hasarlar meydana getirebildikleri bilinmektedir. Üç veya daha fazla 

çift bağa sahip yağ asitlerinin peroksidasyonu ile meydana gelen MDA hücre zarının 

geçirgenliğini değiştirerek iyon alışverişini bozarak membran yapısında çapraz 

bağlanmalara ve enzim aktivitelerinde değişikliklere neden olduğu bilinmektedir (69, 

87) 

Serbest radikallerin proteinlerle reaksiyona girme yetenekleri, içerdikleri amino 

asitlerin yapılarıyla yakından ilişkilendirilmektedir. Yapısında triptofan, tirozin, 

fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi çifte bağ ve kükürt içeren amino asitlerin 

bulunması, proteinlerin serbest radikallerle olan etkileşimini kolaylaştırmaktadır (59, 

88). ROS ve RNS’nin proteinlerde oluşturduğu oksidasyon, kükürt ve karbon merkezli 

organik radikallerin, kararlı ve son derecede reaktif olan protein hidroperoksitlerinin 

ortaya çıkmasına sebep olmaktadır. Serbest radikallerin proteinlerle etkileşimi, 

immünoglobülin G ve albümin gibi disülfit bağı içeren biyomoleküllerin tersiyer 

yapılarında değişiklikler meydana getirmekte ve fonksiyonlarını bozmaktadır. 

Hemoglobin gibi hem yapısısındaki proteinler serbest radikallerin oksidatif etkisiyle 

fonksiyonel olarak inaktif formlara dönüştükleri bilinmektedir. Örneğin; 

oksihemoglobin süperoksit radikali ile tepkimeye girerek oksijen bağlayamadığı form 

olan methemoglobine dönüşmektedir (60, 75-77).  

Hidroksil gibi serbest radikaller, karbonhidratlar ile reaksiyona girer ve karbon 

atomlarının birinden bir hidrojen atomu çıkararak karbon merkezli radikal üretirler. 

Bunlar hiyalüronik asit gibi önemli moleküllerde, zincir kırılmalarına yol açar (88). 

Serbest radikallerin karbonhidratlar üzerinde meydana getirdikleri hasarlar 

sonucunda polisakkarit depolimerizasyonu ve monosakkarit otooksidasyonu gibi karbon 

merkezli radikal ürünler meydana gelmektedir. Bu ürünler vücutta diyabet ve diyabet 

komplikasyonlarının gelişimi, koroner kalp hastalığı, hipertansiyon, psöriyazis, romatoit 
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artrit, behçet hastalığı, çeşitli deri ve göz hastalıkları gibi patolojik süreçlerde önemli rol 

oynadıkları ileri sürülmektedir (60, 75-77, 88). Ayrıca oluşan bu okzalaldehitlerin, 

DNA, RNA ve proteinlerle kolayca reaksiyona girerek antimitotik etki göstermeleri 

sonucunda kanser ve yaşlanmanın meydana geldiği söylenmektedir (89). 

4.7. Canlı Sistemlerinde Bulunan Antioksidan Sistemler  

Organizmada meydana gelen serbest radikallerin neden olduğu zararları önlemeye 

ve onları vücuttan uzaklaştırmaya çalışan savunma sistemlerine "antioksidan savunma 

sistemleri" veya kısaca "antioksidanlar" adı verilmektedir. Serbest radikaller ve 

antioksidanlar arasında bir denge mevcuttur ve bu dengenin radikaller lehine bozulduğu 

durumda, oksidanların vücuttaki miktarları artarak patolojik olaylar ortaya çıkmaktadır. 

Vücutta meydana gelen reaktif oksijen türlerinin üretimi ve savunma sistemleri 

arasındaki dengenin bozulması “oksidatif stres” olarak adlandırılırken; reaktif azot 

türlerinin üretimi ve savunma sistemleri arasındaki dengenin bozulması nitrozatif stres 

olarak adlandırılmaktadır. Şiddetli oksidatif stres hücre hasarı, hücre ölümü ve kanser 

gibi birçok hastalığına sebep olduğu bildirilmektedir. Nitrozatif stres sonucunda ise, 

nitrolizasyon reaksiyonlarına neden olur, bu reaksiyonlar da, proteinlerin yapısını 

değiştirerek fonksiyonlarını engeller (60, 75-77). 

Antioksidanların dört farklı etki mekanizması bulunmaktadır ve etkilerini bir veya 

birden fazla mekanizmayla gösterebildikleri bilinmektedir. ROS’ları etkileyerek onları 

tutma veya daha zayıf yeni moleküle çevirerek gösterdikleri etki, antioksidanların 

toplayıcı etkisi olarak tanımlanmaktadır. Örneğin; antioksidan enzimler, trakeobronşiyal 

mukus ve küçük moleküller antioksidan etkilerini bu şekilde göstermektedirler (60, 75-

77). 

ROS’larla reaksiyona girerek onların oksidan özelliklerini azaltarak veya inaktif 

hale çevirerek gösterdikleri etki, antioksidanların bastırıcı etkisi olarak 

tanımlanmaktadır. Örneğin; vitaminler, α-tokoferol, metiyonin, ürik asit, β-karoten ve 

flavonoitler antioksidan etkilerini bu şekilde göstermektedir (60, 75-77). 

ROS’ları bağlayıp, onların oksidatif gücünü ortadan kaldırarak gösterdikleri etki, 

antioksidanların zincir kırıcı etkisi olarak tanımlanmaktadır. Örneğin; hemoglobin, 

seruloplazmin ve mineraller antioksidan etkilerini bu şekilde göstermektedir (60, 75-

77). 
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Antioksidanların vücutta serbest radikallerin oluşturdukları hasarı onarmak 

suretiyle göserdikleri etki, antioksidanların onarıcı etkisi olarak tanımlanmaktadır. 

Örneğin; DNA onarım enzimleri ve metiyonin sülfoksit redüktaz antioksidan etkilerini 

bu şekilde göstermektedir (60, 75-77). 

Vücutta etki gösteren antioksidan sistemler, endojen kaynaklı ve eksojen kaynaklı 

olmak üzere iki grupta sınıflandırılmaktadır (60, 75-77). 

 

 

 

Şekil 1. Endojen ve ekzojen antioksidanların sınıflandırılması (Akkuş’tan, 60; 

Miser’den, 61) 
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4.7.1. Endojen Antioksidanlar 

Endojen kaynaklı antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak 

iki alt grupta sınıflandırılmaktadır (87). 

4.7.1.1. Enzimatik antioksidanlar 

 Süperoksit Dismutaz (SOD): Süperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve 

moleküler oksijene katalizleyerek, ROS’lara karşı, savunmada ilk basamakta rol alan 

enzimatik bir antioksidan olarak bilinmektedir (58, 90).  

İnsanlarda SOD’un üç farklı izoenzimi bulunmaktadır. Bunlardan ilki sitozolde 

lokalize olduğu bilinen bakır (Cu) ve çinko (Zn) içeren süperoksit dismutaz (Cu/Zn-

SOD), ikincisi mitokondride olduğu bilinen manganez (Mn) içeren süperoksit dismutaz 

(Mn-SOD), üçüncüsü ekstrasellüler sıvıda bulunan bakır içeren süperoksit dismutaz 

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

SOD’un oksijen tüketiminin fazla olduğu dokularda aktivitesinin daha fazla 

olduğu ve ekstrasellüler aktivitesinin düşük olduğu bilinmektedir. 

 Katalaz (CAT): Her birinde prostetik grup olarak bir hem grubu ve bir 

NADPH molekülünün bulunduğu 4 protein alt biriminden meydana gelen bir 

hemoprotein olarak bilinmektedir (91, 92). Hidrojen peroksitin su ve moleküler oksijene 

dönüşümünü katalizlemektedir (93). Katalaz, peroksizomlar gibi hücre içi organellerde 

ve daha az olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunmaktadır. 

 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz’ın, H2O2’nin neden 

olduğu oksidatif hasara karşı hücreleri korumakta esas görevli olan sitozolik bir enzim 

olduğu bilinmektedir. Her birinde bir selenyum atomu bulunan dört protein alt 

biriminden meydana gelmektedir (90). Glutatyon peroksidaz, H2O2’in, lipit 

hidroperoksitlerinin ve DNA hidroperoksitlerinin detoksifikasyonu sırasında elektron 

kaynağı olarak glutatyonu kullanmaktadır.  

Memeli hücrelerinde, aktif bölgesinde selenyum bulunduran selenyuma bağımlı 

glutatyon peroksidaz (Se-GPx) ve selenyuma bağımlı olmayan glutatyon peroksidaz 

olmak üzere iki ana tipi bulunmaktadır (94-98).  

Glutatyon peroksidazın eritrositlerde membran hasarına karşı savunmada rol alan 

en güçlü antioksidan olduğu bilinmektedir (91). 
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 Glutatyon S-Transferazlar (GST): İki protein alt biriminden oluşan ve lipit 

hidroperoksitlerinin detoksifikasyonunda selenyum-bağımsız GSH-Px aktivitesi 

gösterdiği bilinmektedir. Bu görevinin yanında, hücre içinde metabolize edilemeyen 

lipofilik ya da hidrofilik bileşiklerin bağlanması, depolanması ve taşımasında da görev 

almaktadır (60, 75-77, 98). 

 Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Mitokondriyal sitokrom oksidaz, solunum 

zincirinde son basamakta görev alan ve süperoksit radikalinin indirgenmesinde rol 

oynayan antioksidan bir enzim olarak tanınmaktadır. Organizmada bu reaksiyon 

fizyolojik olarak süregelerek hücre için gerekli enerjinin üretilmesini sağlamaktadır (60, 

61, 75-77). 

4.7.1.2. Non-Enzimatik Antioksidanlar  

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

albümin, ferritin, seruloplazmin, laktoferin ve transferrin örnek olarak verilebilmektedir 

(87). 

Melatonin: Karanlık ortamda triptofandan sentezlenen melatonin (N-asetil-5-

metoksi-triptamin), pineal bezden üretilebildiği gibi farklı bölgelerden de 

üretilmektedir. Serbest radikallerin zararlı etkilerini azaltarak proteinlerin, lipitlerin ve 

nükleik asitlerin oksidasyonunu önlediği bilinmektedir (99). 

Seruloplazmin: Beyin dahil dokuların çoğunda bulunan seruloplazmin, kandaki 

Cu’yu geri dönüşümlü olarak bağlayarak taşınmasını sağlamaktadır. SOD gibi aktivite 

göstererek eritrosit membranındaki doymamış yağ asitlerinin oksidasyonunun 

engellediği binmektedir (100).  

Transferrin, Laktoferrin ve Ferritin: Beyin dahil dokuların çoğunda bulunan 

Transferrin, Laktoferrin dolaşımdaki serbest Fe
+3

’ü bağlayarak hücrelere 

ulaştırılmasında, ferritin dokulardaki Fe
+3

’ün bağlanmasında görev almaktadır. Ferröz 

demir (Fe
+2

)’in hücredeki miktarının azaltılarak Fenton reaksiyonunun oluşumunun 

önlenmesinde rol oynadıkları bilinmektedir (56). 

Bilirubin: Yaşlı eritrositlerin hemolizi sonucunda hem proteinlerinin yıkımıyla 

birlikte meydana gelmektedir ve karaciğerde biyotransformasyona sonucu safra veya 
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idrarla atılmaktadır. Bilirubin, süperoksit ve hidroksil radikallerinin 

detoksifikasyonunda görev almaktadır (101). 

Glutatyon: Glutamikasit-sistein-glisinden oluşmuş bir tripeptid yapısında olan 

glutatyon, ökaryötik tüm hücrelerde bulunmaktadır. H2O2, disülfitler, askorbik asit ve 

serbest radikalleri indirgeyerek, hücrelerin oksidatif hasara karşı korunmasında rol 

oynamaktadır.  

Glutatyon hücrede proteinlerin tiyol gruplarının (-SH) indirgenmiş durumunu 

korumada, eikosonoidlerin sentezlenmesinde, sinyal iletiminin düzenlenmesinde, gen 

ekspresyonunda ve apoptozisde de görev aldığından söz edilmektedir (102). 

Ürik asit: İnsanlarda pürin katabolizmasının son ürünü olan ürik asit, hidroksil, 

singlet oksijen, süperoksit, peroksinitrit anyonu ve peroksinitrik asitin zararlı etkilerini 

yok edilmesinde görev almaktadır. Güçlü antiradikalik etkisi ile birlikte Fe ve Cu gibi 

geçiş metallerinin şelatlanmasında da rolü olduğu bilinmektedir (87, 103, 104).  

Albümin: Plazmada en önemli ve en etkili antioksidanlardan olduğu kabul edilen 

albuminin, aktive olmuş fagositlerdeki myeloperoksidaz enziminin ürettiği hipokloröz 

asitin oksidatif gücünün sönümlenmesinde görev aldığı bilinmektedir (105). 

4.7.2. Ekzojen Antioksidanlar 

1. Ksantin oksidaz (XOD) inhibitörleri: Organizmada pürin katabolizmasında 

görevli olan, hipoksantinin sırasıyla ksantine ve ürik aside oksidasyonu sırasında 

süperoksit anyonu ve hidroperoksit radikallerinin oluşumuna sebep olan enzim olarak 

bilinmektedir. Yapılan çalışmalarda ksantin oksidazın beyinde ödem, iskemi, damar 

geçirgenliğinde değişkenlik gibi yıkıcı etkilerinin olduğu bildirilmektedir. Hepatit ve 

beyin tümörü olan kişilerde bu enzimin serumdaki seviyesinin artmış olduğu 

söylenmektedir (49, 106). Allopürinol, oksipürinol, pterin aldehit, tungsten gibi 

bileşikler XOD enziminin etkisini azalttığı bilinmektedir (60, 75-77). 

2. NADPH oksidaz inhibitörleri: Serbest radikal oluşumuna sebep olan diğer bir 

enzim NADPH oksidaz enzimidir. Bu enzim nötrofillerin plazma zarında yer 

almaktadır. 

Fagositlerde O2 alımının artması NADPH oksidaz enzimini aktive etmektedir. 

Aktive olan enzim, oksijeni süperoksit anyonuna dönüştürerek ekstraselüler sıvılardaki 
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miktarının artmasına sebep olmaktadır (107). Bazı ilaçların (lokal anestezikler, 

kalsiyum kanal blokerleri, NSAİİ gibi) NADPH oksidaz enzimini inhibe ettiği ve 

enzimin neden olduğu zararlı etkileri azalttığı bilinmektedir (60). 

3. Gıda antioksidanları: Gallik asitin esteri olan ve çoğunlukla gıda 

endüstrisinde kullanılan Propilgallat (PG)’ın, hidroksil radikallerinin vücuttan 

uzaklaştırılmasının yanında demir iyonları ile kompleks oluşturabildiği için demir ve 

bakır katalizörlerini elimine ederek oksidatif etkinin azaltılmasında kullanılan sentetik 

bir antioksidan madde olduğu bilinmektedir. Bütil hidroksitoluen (BHT), Bütil 

hidroksianisol (BHA) ve Ter-butilhidrokinon (TBHQ) bilinen diğer gıda antioksidanları 

arasında yer almaktadırlar (61, 108, 109).  

4. Bitkisel Antioksidanlar: Bitkiler (yağlı tohumlar, tahıllar, sebzeler, meyveler, 

baharatlar ve çay), hayvansal ürünler, enzimler ve bazı mikroorganizmalar en önemli 

doğal antioksidan ajanlar olarak bilinmektedirler (110). Yapılan çalışmalarda bu 

ajanların antioksidan aktivitelerinin flavonoitler, fenolik asitler, karotenoitler (Vitamin 

A), Vitamin E ve Vitamin C gibi doğal bileşiklerden kaynaklandığı vurgulanmaktadır 

(61, 86, 111). 

E vitamini, yağda çözünebilen ve tüm hücre membranlarında yer alan antioksidan 

bir ajan olarak kabul edilmektedir. Sekiz izomeri olduğu bilinmesine rağmen; biyoaktif 

şekli α-tokoferol olduğu bilinmektedir. Lipit peroksidasyonunu engelleyerek hücresel 

yapıların korunmasında rol oynamaktadır. Antioksidan aktivitesini radikallerin yok 

edilmesi, zincirin kırılması, baskılama, bozulan yapıların onarılması ve endojen 

savunma sistemlerinin güçlendirilmesi gibi çeşitli mekanizmaları bir arada kullandığı 

için güçlü bir ajan olarak bilinmektedir (112).  

Askorbik asit, hücrede ekstraselüler ortamda bulunan ve suda çözünebilen önemli 

bir antioksidan ajan olarak bilinmektedir. ROS ve RNS’lerinin vücuttan 

uzaklaştırılmasında ve lipitlerde çözünen radikallerin temizlenmesi sırasında oluşan α-

tokoferoksilin yeniden α-tokoferole dönüşmesinde koantioksidan olarak görev 

almaktadır (113).  

Karotenoitlerin çoklu doymamış yapıları onların kolay okside olmalarını 

sağlamaktadır. Karotenoitler vücutta A vitaminine dönüşebildikleri için provitamin 

olarak tanınmaktadır ve singlet oksijenin vücuttan uzaklaştırılmasında en etkili olan 
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antioksidan olarak bilinmektedir. Likopenin en etkili antioksidan aktiviteye sahip 

Karotenoit olduğu kaydedilmektedir (114). 

Fenolik bileşikler benzen halkasına bağlı -OH grubu içeren bileşikler olup, 

peroksil radikallerinin vücuttan uzaklaştırılmasında görev alarak, lipit 

peroksidasyonunu inhibe etmektedirler (115). Flavonoitler bitkilerde yaygın olarak 

bulunan fenolik maddelerden olup, peroksil ve alkoksil radikallerinin 

uzaklaştırılmasında radikal temizleyici ve zincir kırıcı mekanizmalarla antioksidan etki 

göstermektedirler (116). Fenolik bileşiklerin diğer bir üyesi olan antosiyaninler, Fe ve 

Cu gibi geçiş metal iyonlarıyla şelat oluşturarak ve protein bağlama gibi farklı 

mekanizmalarla antioksidan etki göstermektedirler (117).  

Karotenoitler, fenolik bileşikler, alkaloitler, azot içeren bileşikler ve organosülfür 

bileşikleri olmak üzere sınıflandırılan fitokimyasallardan fenolik bileşikler ve 

karotenoitler üzerine yapılan çalışmaların daha fazla olduğu bilinmektedir (118).  
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Şekil 2. Fitokimyasalların sınıflandırılması (Liu’dan, 118; Kaya’dan, 119) 

 

FİTOKİMYASALLAR 

Karotenoitler 

α- Karoten 

β-Karoten 

β-Kriptoksantin 

Likopen 

Lutein 

Fenolik bileşikler 

Fenolik asitler 

Hidroksi benzoik 
asitler 

Gallik 
Protokatekuik 

Şiringik  

Vanilik 

Hidroksi sinnamik 
asitler 

p-Kumarik 
Kafeik  

Ferulik  

Sinapik 

Stilbenler Flavonoitler 

Flavonol 

Kersetin 
Kemferol 
Mirsetin 

Flavon 

Apigenin 
Luteolin 

Flavanol 

Kateşin 

 Epikateşin  

EGC 

ECG 

 EGCG 

Flavanon 

Hesperidin 
Naringenin 

Antosiyanidin 

Peonidin 
Pelargonidin 

Siyanidin  

İzoflavonoit 

Genistein 
Daidzein 

Tanenler Kumarinler 

Organosülfür 
bileşikleri  

Azot içeren 
bileşikler 

Alkaloitler 



 

31 

4.7.3. Total Antioksidan Belirleme Yöntemleri  

Bitkisel ürünlerin ve gıdaların antioksidan kapasitesini değerlendirmek için 

kullanılan farklı metotlar, elektronun ve hidrojen atomunun transferine dayalı olmak 

üzere iki grupta incelenmektedir.  

Hidrojen atomunun transferine dayalı (HAT) yöntemler, azo bileşiklerin yıkımı 

sonucu meydana gelen peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat arasındaki 

rekabetini temel almaktadır. Burada kullanılan yöntemler çözücü ve pH etkisinden 

kısmi olarak bağımsızdır ve analiz çok kısa bir sürede gerçekleşmektedir. HAT 

yöntemler oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC), toplam radikal yakalayıcı 

antioksidan parametre (TRAP) ve krosin beyazlatma yöntemlerini kapsamaktadır.  

Elektron transfer yöntemleri (ET), antioksidanın radikali indirgeme gücünü 

kolorimetrik olarak ölçmektedir. Başka bir deyişle, ET yöntemleri antioksidanın 

indirgeyici yeteneğini, HAT yöntemleri substratın hidrojen verebilme yeteneğini 

ölçmektedir. ET reaksiyonları; çözücü ve pH'a bağlımlı olmasının yanında daha yavaş 

gerçekleşmektedir (120, 121). Folin-Ciocalteu ayıracı ile toplam Fenolik yöntemi 

(FCR), Troloks eşdeğeri antioksidan kapasite (TEAC), demir iyonu indirgeyici 

antioksidan güç (FRAP), oksidan olarak bakır (II) kullanan toplam antioksidan 

potansiyel yöntemi (CUPRAC) ve DPPH yöntemi elektron transferine dayalı yöntemler 

olarak bilinmektedir. Genellikle hidrojen atomunun transferini ölçen yöntemler, 

elektron transferini ölçen yöntemlerle kıyaslandığında daha fazla tercih edildiği 

gözlenmektedir (122). 

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

Tayini 

DPPH radikal süpürme kapasitesi analiz yöntemleri, doğal bileşiklerin antioksidan 

kapasitesini tayin etmek için sıklıkla kullanılmaktadır (123). Brand-Williams ve 

ark.’ları tarafından ilk olarak 1995 yılında geliştirilen metodun, daha sonra Sanchez ve 

ark.’ları tarafından 1998 yılında modifiye edildiği bilinmektedir (124). Bu yöntemin 

temelini antioksidan tarafından DPPH radikaline bir protonun aktarılması ve 517 nm’de 

absorbansın spektrofotometrik olarak ölçülmesi oluşturmaktadır (122).  
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DPPH radikal süpürme kapasitesi analiz yöntemi, basit, hızlı ve farklı örneklerin 

çözünürlüklerine imkan sağladığından çoğu numunenin antioksidan aktivitesinin tayin 

edilmesine izin vermektedir. Fakat bu metodun ışık, oksijen ve kirlilikten etkilemesi 

kullanımını belli oranda sınırlandırmaktadır (123). 

 

 

Şekil 3. DPPH radikalinin indirgenme reaksiyonu (Özkan’dan, 125) 
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kompleksinin, antioksidan varlığında Fe
+2

’ye indirgenerek Fe(II)-TPTZ kompleksini 

oluşturması esasına dayanmaktadır. Meydana gelen Fe(II)-TPTZ kompleksinin rengi 

koyu mavi olup 593 nm’de maksimum absorbans vermektedir (126). Sonuçlar, E 

vitamininin suda çözünebilen türevi olarak bilinen ve standart madde olarak kullanılan 

Troloks eşdeğeri olarak verilmektedir. Yöntem, diğer antioksidan aktivite yöntemlerine 

göre daha basit, hızlı ve ucuz olması nedeniyle tercih edilmektedir (127). 

 

 

Şekil 4. FRAP Reaktifi ile antioksidan molekül arasındaki tepkime (Özkan’dan, 125) 
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4.7.3.3. Toplam Fenolik Madde Miktarı Tayin Yöntemi (Folin-Ciocalteu Reaktifi, 

FCR) 

Singleton ve ark.’ları tarafından antioksidanların toplam fenolik madde miktarının 

tayin edilmesi için geliştirilen yöntem, fenolik bileşikler ve diğer indirgeyici 

bileşiklerden molibdenyum’a elektron transfer edilmesi ile oluşan mavi renkli 

kompleksin 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülmesi esasına dayanmaktadır 

(122, 128). Analiz sonuçları kullanılan standart bileşik eşdeğeri olarak verilmektedir. 

Örneğin gallik asit kullanılırsa gallik asit eşdeğeri olarak belirlenirken; son yapılan 

çalışmalarda, tannik asit, klorojenik asit, kafeik asit, protokateşik asit, vanilik asit ve 

ferulik asitin de standart madde olarak kullanıldığına rastlanmaktadır (126). 

FCR yöntemi, gıdaların ve bitkisel ekstrelerin antioksidan aktivitesinin 

belirlenmesinde basit, tekrarlanabilir ve güvenilir bir yöntem olarak tercih edilmesine 

rağmen; uygulama zamanının uzun olması, reaksiyonun sulu ortamda olması lipofilik 

bileşikler için uygulanamaması ve fenolik bileşenlerin sadece alkali ortamda reaksiyon 

vermesi, yöntemin kullanımını sınırlandırmaktadır (122, 126, 127). 

4.7.3.4. Cu (II) İyonu İndirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini 

Apak ve ark.’ları tarafından bulunan yöntem, Cu
+2

’nin indirgenerek 2,9-dimetil-

1,10-fenantrolin (Nc) ile bakır(I)-neokuproin kompleksini oluşturması ve 450 nm’de 

maksimum absorbansının ölçülmesi esasına dayanmaktadır (76). pH’ın kolay 

ayarlanabilmesi, analizdeki maddelerin yeniden kullanılabilmesi, stabil olması, basit, 

düşük maliyetli olması ve lipofilik numunelere uygulanabilmesi yöntemin tercih 

edilmesini artırmaktadır (128). 

Cu(Nc)2 
+2

 + Ar(OH)n  ↔ nCu(Nc)2
+
 + Ar(=O)n + nH

+ 

4.8. Fitokimyasallar ve Antimikrobiyal Etkileri 

Bakteri kaynaklı enfeksiyonların tedavisinde antibiyotiklerin aşırı ve bilinçsiz 

kullanımı, dirençli bakteri suşlarının ortaya çıkmasına ve küresel boyutta antibiyotik 

direnci sorununa sebep olmaktadır. (129). Bu durum, hastalık, ölüm ve sağlık bakım 

masrafları ile birlikte tedavi etkinliğini düşürerek halk sağlığını tehdit etmektedir (130). 

Yeni antibiyotiklerin geliştirilmesi veya mevcut antibiyotiklerin modifikasyonu 

çalışmalarına rağmen; zamanla bakterilerin bunlara karşı yeniden direnç oluşturmaları 
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ve direnç faktörlerinin hızlıca yayılma potansiyeli, bilim insanlarını yeni antimikrobiyal 

kaynaklar keşfetme çalışmalarına yöneltmiştir. Bu kaynaklardan en önemlileri bitki 

türlerinin yapısında bulunan çeşitli maddelerdir. (131). Yapılan birçok araştırmada, 

bitkilerin içerdiği fenolik bileşiklerin, terpenik bileşiklerin, esansiyel yağların, 

alkaloitlerin, lektinlerin, polipeptitlerin ve poliasetilenlerin antimikrobiyal etkili 

olduğunun tespit edilmesi, bitkileri yeni antibiyotik arayışındaki çalışmaların odağı 

haline getirmektedir (132-135). 

Bitkilerde bulunan bileşiklerin direk ya da dolaylı olarak, hücrelerin biyokimyasal 

süreçlerinde etkili olduğu ve membranlarda meydana getirdiği değişikliklerle hücrelerin 

fizikokimyasal yapılarını bozdukları bilinmektedir. Doğal bileşiklerden biri olan 

terpenler, hidrofobik yapıları sayesinde, hücre membranında bulunan lipitlerle 

reaksiyona girerek, hücre zarının permabilitesini değiştirmektedir. Bu durum 

membranda gerçekleşen madde transportunu etkileyerek, normal hücresel işleyişi 

bozmaktadır. Ayrıca terpenlerin, hücre zarında bulunan proteinlerle de etkileştikleri 

bildirilmektedir (135). 

Bitkilerin ürettiği aromatik bileşiklerin çoğunu fenolik bileşikler ve türevleri 

oluşturmaktadır. Bu sekonder metabolitlerle ilgili çok sayıda antimikrobiyal 

araştırmanın yapıldığı bilinmektedir (135, 136). Örneğin; tanenlerin hidrofobik 

etkileşimlerle, hidrojen bağı oluşturarak veya kovalent olarak amino asit ve proteinler 

gibi organik bileşiklere bağlanabilen polifenolik bileşiklerden olduğu bilinmektedir. 

Yapılan araştırmalarda tanenlerin substratlarla, enzimlerle ve metal iyonlarıyla 

kompleks oluşturabilme özellikleri sayesinde, bakteriler üzerinde toksik etki 

gösterebilecekleri vurgulanmaktadır (137, 138).  

Flavonoitlerin antimikrobiyal etkileri ile ilgili farklı yaklaşımlar bulunmaktadır. 

Hipotezlerden birine göre, flavonoitlerin sitoplazmik membranın işlevini bozarak hücre 

zarının akışkanlığını azalttığı ve böylece mikroorganizmaların inhibisyonunu 

sağladıkları düşünülmektedir. Başka bir yaklaşımda, flavonoitlerin enerji 

metabolizmasını inhibe ettiği ve böylece enerji gerektiren molekül sentezi veya madde 

taşınımı gibi fonksiyonların bozulmasına neden olarak antimikrobiyal aktivite 

gösterdiği ileri sürülmektedir (139). Flavonoitlerin proteinlere olan afinitesi onların 
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antiviral etkileriyle ilişkilendirilmekte; metil kersetinin, poliovirusun DNA 

replikasyonunu ve protein sentezini engellediği bildirilmektedir (140).  

Uçucu yağların bakterisidal, virüsidal, fungisidal, antiparazit ve insektisidal etkili 

oldukları ve bu özellikleri sebebiyle tıp, kozmetik, farmakoloji, tarım ve gıda 

sanayisinde sıklıkla tercih edildiği bilinmektedir. Bitkilerden hidrodistilasyonla elde 

edilen uçucu yağların terpenler, terpenoitler, fenolik ve alifatik bileşiklerden oluşan 

kompleks yapıları, onların bakterilerde çeşitli hücresel yapıları hedef alarak 

antimikrobiyal etki gösterdikleri düşünülmektedir. Uçucu yağların, sitoplazma 

koagülasyonu ile lipit ve proteinlerle etkileşerek hücre zar geçirgenliğini değiştirdikleri 

ve hücrenin lizizine sebep oldukları bildirilmektedir. Yapılan çalışmalarda, uçucu 

yağların bakterilere ve funguslara olan toksik etkisinin, yapısında bulundurduğu 

fenoller, aldehitler ve alkollerden kaynaklı olduğu da vurgulanmaktadır (141-143).  

Alkaloitler, bitkiler tarafından sentezlenen, azot ihtiva eden heterosiklik bileşikler 

olup, alkaloit ve türevlerinin antimikrobiyal etkilerinin olduğu yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir (136, 144). Alkaloitlerin antimikrobiyal etki mekanizmaları üzerinde 

yapılan çalışmalarda, alkaloitin mikroorganizmanın DNA’sına interkalasyonu sonucu 

antimikrobiyal aktivite gösterdiği belirtilmektedir (136).  

Antimikrobiyal peptitlerin nasıl etki gösterdikleri hakkında yapılan çalışmalarda, 

peptitlerin antimikrobiyal özelliklerinin, mikroorganizmaların hücre membran 

proteinleri ve iyon kanallarını etkilemesi sonucu oluşturdukları membran hasarı ile 

ilişkili olduğu gösterilmektedir (136, 145). 

Kinonlar yüksek oranda reaktif özelliğe sahiptir ve yapısında iki keton sübtitüenti 

taşıyan aromatik halka ihtiva etmektedirler. Kinonların antimikrobiyal etkileri, 

proteinlerdeki nükleofilik amino asitlerle geri dönüşümsüz olarak bağlanmasına 

dayanmaktadır. Mikroorganizmalarda membran proteinleri, yüzey adhezinleri ve 

membrana bağlı çoğu enzim, kinonların hedeflediği yapılar arasında yer almaktadır 

(146). 

4.9. Enzimler Hakkında Genel Bilgiler 

Enzimler, organizmada meydana gelen metabolik reaksiyonların hızlanmasını ve 

daha uygun şartlarda gerçekleşmesini sağlayan protein yapısındaki biyolojik katalizörler 

olarak tanımlanmaktadır (147). 
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Reaksiyonların hızı artıran başka katalizörler de bulunmaktadır. Ancak bu 

kimyasal katalizörler ile enzimler arasında belirgin farkların olduğu açıklanmaktadır. 

Enzimlerin katalitik etkinlikleri, kimyasal katalizörlere kıyasla 10
6
-10

16
 kat daha fazla 

olduğu bilinmektedir. Enzimler substrat özgünlüğü açısından son derece hassastır, bir 

substrata veya aynı işlevde görevli substrat serisine karşı etkindirler. Bu özellik vücutta 

aynı anda birden fazla metabolik reaksiyonun meydana gelmesini sağlamaktadır. 

Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH’da ve normal vücut sıcaklığında 

gerçekleşmektedir (147). 

Enzimlerin spesifik ve çok düşük miktarlarda bile reaksiyonları katalizlemeleri 

gıda ve kimya endüstrisinde; tıpta, eczacılıkta, ziraat gibi alanlarda teşhis ve tedavi 

amacıyla kullanılmalarını sağlamaktadır (148). İndirgenme ve yükseltgenme olayını 

katalizleyen enzimlerdir.  

Enzimlerin etkiledikleri substratın sonuna -az eki getirmek suretiyle 

isimlendirilmeleri karışıklıklara sebebiyet verdiğinden, Uluslararası Biyokimya Birliği 

tarafından oluşturulan IEC, enzimlerin adlandırılmasında ve sınıflandırılmasında 

uygulanacak kuralları tespit ederek, enzimleri reaksiyon mekanizmalarına göre altı 

sınıfa ayırmaktadır. Bunlar:  

Oksidoredüktazlar: Oksidoredüktazlar, substratların indirgenme ya da 

yükseltgenme reaksiyonlarını katalizlemektedirler. Dehidrojenazlar, sitokromlar, 

oksidazlar ve oksijenazlar bu gruba dahil olan enzimlerdir. Tirozinaz enzimi de 

oksidoredüktaz sınıfı bir enzim olarak bilinmektedir. 

Transferazlar: Molekülde bulunan hidrojen dışında, başka grupların (C, N ve 

fosfor taşıyan gruplar) transferini katalizleyen enzimlerdir. Tek karbonlu gruplarını, 

aldehit ve keton gruplarını, açil gruplarını, glikozil gruplarını, fosfat gruplarını, kükürt 

içeren grupların transferini sağlamaktadırlar.  

Hidrolazlar: Su yardımıyla molekülleri oluşturan bağların yıkılmasını 

katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar, glikozil bileşiklerinin, ester, eter, peptit 

bağlarının, diğer C-N, asetanhidrit, C-C, C-P, C-halojen, C-S, P-N, S-S bağlarının 

hidrolizini sağlamaktadırlar. Kolinesterazların, hidrolaz enzim ailesine üye olduğu 

bilinmektedir. 
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Liyazlar: C-C, C-O, C-N ve C-S bağlarını oksadatif ve hidrolitik dışında farklı 

bir mekanizma ile kıran reaksiyonları katalizlemektedirler.  

İzomerazlar: Molekül içi düzenleme yaparak optik ve geometrik izomerlerin 

rasemizasyonunu katalizlemektedirler. Rasemazlar, epimerazlar, cis-trans izomerazlar, 

intramoleküler oksido redüktazlar, intramoleküler transferazlar, intramoleküler liyazlar 

ve diğer bu aileye ait enzimler olarak bilinmektedir. 

Ligazlar: ATP, ADP gibi yüksek enerjili fosfat bileşiklerinden sağlanan enerjiyi 

kullanarak iki molekülün birleşmesini katalizlemektedirler (147, 149, 150). 

4.9.1. Enzim İnhibisyonu 

Enzimlerle reaksiyona girmesine rağmen, substrat gibi yeni bir ürüne dönüşmeyen 

maddeler bulunmaktadır. Bu maddeler enzimle katalizlenen reaksiyonun hızını 

azaltabilir ya da engelleyebilen maddelere inhibitör, enzim katalizinin engellenmesi 

olayına ise inhibisyon adı verilmektedir (150, 151).  

4.9.1.1. Geri Dönüşümlü (Reversibl) Enzim İnhibisyonu 

Geri dönüşümlü enzim inhibisyonlarında substrat ya da enzim konsantrasyonunun 

değişmesi, enzim ile inhibitör madde arasındaki ilişkiyi etkilemektedir. 

Yarışmalı (Kompetatif) Enzim İnibisyonu: Yarışmalı inhibisyonda, yapısal 

olarak substrata benzeyen bir madde, enzimin aktif bölgesine bağlanarak, enzim ve 

substrat arasındaki ilişkiyi önler ve enzimin katalitik etkisini yavaşlatmaktadır. Klasik 

bir örnek olarak süksinik asitin süksinat dehidrojenaz enzimi ile fumarik aside 

dönüştürüldüğü sitrik asit döngüsünde, ortamda malonik asidin bulunması yapısal 

benzerliği nedeni ile bu dönüşümü yavaşlatmaktadır (151, 152).  

Enzimle katalizlenen bir tepkimede ulaşılması gereken maksimum hızının 

yarısında substratın eşit olduğu konsantrasyon, Km değeri olarak ifade edilmektedir ve 

bu değerin artması enzimin substrata olan ilgisinin azaldığını ifade ederken; değerin 

azalması enzimin substrata olan ilgisinin artığını ifade etmektedir. Yarışmalı enzim 

inhibisyonunda, inhibitör madde, enzimin substratına olan ilgisini azalttığı için Km 

değeri büyürken, Vmax değeri değişmemektedir (150). 
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Şekil 5. Yarışmalı enzim inhibisyonu (Ulakoğlu Zengin’den, 150) 

 

Yarışmalı Olmayan (Nonkompetatif) Enzim İnhibisyonu: Yarışmalı olmayan 

inhibisyonunda substrat ve inhibitör maddenin yapısal benzerliği söz konusu değildir. 

İnhibitör madde enzimin aktif bölgesi dışında başka bir yere bağlanarak enzimin 

substratla reaksiyona girme hızında değişiklik meydana getirmezken ürün oluşma hızına 

engel olmaktadır (151). Bu inhibisyonda Km değeri değişmez ancak tepkimenin Vmax 

değeri azalmaktadır (150)  

Bazı enzimler, fonksiyonel olarak aktif olabilmesi için yapılarında -SH grupları 

taşımaktadırlar. Enzimin normal şekilde görev yapabilmesi için bu grupların 

bozulmadan korunması gerekmektedir. Ag
+
, Hg

+
, ve Pb2

+ 
gibi ağır metaller tiyol 

gruplarına bağlanarak enzim inhibisyonuna neden olmaktadır (151).  

 

 
 

Şekil 6. Yarışmalı olmayan enzim inhibisyonu (Ulakoğlu Zengin’den, 150) 

 

Yarışmasız (Ankompetitif) Enzim İnhibisyonu: Bu inhibisyonunda inhibitör, 

yarışmalı olmayan inhibitörde olduğu gibi, enzim üzerinde substratın bağlandığı aktif 
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bölgeden faklı bir yere geridönüşümlü olarak bağlanmaktadır. Bu inhibisyonda fark, 

yarışmalı olmayan inhibitör, serbest enzime veya enzim-substrat kompleksine 

bağlanmasına rağmen; yarışmasız inhibitör, yalnızca enzim-substrat kompleksi 

oluştuktan sonra komplekse dahil olmaktadır ve inhibisyon sonucunda hem Vmax hem 

Km değeri azalmaktadır (150).  

 

  

Şekil 7. Yarışmasız enzim inhibisyonu (Ulakoğlu Zengin’den, 150) 

 

4.9.1.2. Geriye Dönüşümsüz (İrreversibl) Enzim İnhibisyonu 

Geriye dönüşümsüz enzim inhibisyonu, inhibitörün enzim üzerinde bulunan ve 

katalitik aktivitesi için gerekli fonksiyonel grubu koparması ya da ona geriye 

dönüşümsüz olarak bağlanması sonucu gerçekleşmektedir. İnhibitör, aktif bölgeye 

kovalent olarak bağlanarak enzimin yapısında değişime sebep olduğu için dönüşüm 

olmamaktadır (150). Örneğin; sinir gazlarından diizopropil fosfofluoridat (DIPF), 

asetilkolini parçalayan asetilkolinesteraz enziminin tersinmez olarak inhibe ederek 

felçlere neden olmaktadır (150, 151). 

4.9.2. Tirozinaz Enzimi Hakkında Genel Bilgi 

Polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya katekolaz olarak da anılan bu 

enzim, substrat olarak mono/di-hidroksifenilalanine seçiciliği sebebiyle tirozinaz olarak 

isimlendirilmiştir (153). 



 

40 

Bertrand tarafından 1850’li yıllarda bulunan tirozinaz enzimi, afinite 

kromotografisi ile saflaştırılan ve organik bir molekülün yapısına oksijen transferi 

yapabildiği tanımlanan enzimlerden ilki olarak bilinmektedir (154-156). 

Tirozinaz enziminin elde edildiği kaynağa göre farklı sayıda alt birimlerden 

oluşan oligomerik bir yapıya sahiptir ve aktif bölgesinde bakır atomunun aktivitesi için 

gerekli olduğu bildirilmektedir (157).  

Tirozinaz enzimi, doğada memelilerde, bitkilerde, mikroorganizmalarda ve 

mantarlarda bulunmduğu kayıtlıdır. Hayvansal organizmaların özellikle deri, saç ve göz 

pigmentlerinde yer almaktadır (154, 158, 159). 

Tirozinaz, moleküler oksijeni kullanarak monofenollerin o-difenollere ve o-

difenollerin o-kinona oksidasyonunu içeren ardışık iki farklı reaksiyonu katalizlediği 

kabul edilmektedir. Tirozinaz enziminin bu reaksiyonlarda katalizlediği aktivitelere 

sırasıyla kresolaz aktivitesi ve katekolaz aktivitesi adı verilmektedir (153, 160). 

 

 

Şekil 8. Tirozinaz enziminin kresolaz ve katekolaz aktivitesi (Özçelik’den, 161) 

 

Tirozinaz, vücutta melanin sentezinde rol oynayan enzimlerden en önemlisi olarak 

bilinmektedir. Şekil 9’da görüldüğü gibi, melaninin biyokimyasal eldesi, tirozinin 

tirozinaz enzimi tarafından oksidasyonu ile başlayarak devam etmektedir (153).  
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Şekil 9. Tirozinaz tarafından tirozinden melanin oluşumu (Çörtenlioğlu’ndan, 157) 

 

4.9.2.1. Doğal Kaynaklardan Elde Edilen Tirozinaz İnhibitörleri 

Bugüne kadar yapılan çalışmalarda, tirozinaz enzim üzerine inhibitör etkisi 

olduğu kanıtlanan bileşiklerin bitkilerden ve mantarlardan elde edildiği belirtilmektedir 

(152, 162).  

Bitkiler zararlı yan etkileri olmayan, biyolojik ortamda fizyolojik etkileri bulunan 

bileşikler içermektedirler ve bu konuda çalışmalar günümüzde de devam etmektedir. 

Tirozinaz enzim üzerine etkili bileşikler, araştırmaları devam eden konulardan biri 

olduğu vurgulanmaktadır (152). 

Yüksek bitkilerden elde edilen tirozinaz inhibitörleri fenoller, aldehitler ve diğer 

türevleri olmak üzere iki grupta toplanmaktadır (162).  

Fenoller: Bitkilerde bulunan bu grup kimyasal bileşikler doğada yaygın oldukları, 

bitkilerin kabuğunda, kökünde veya yapraklarında kompleks ya da taze meyvalarda, 

sebzelerde ve çayda basit bileşikler şeklinde bulunabildikleri bilinmektedir. 

Doğal kaynaklı inhibitörlerin etkilerinin belirlenmesi hakkında yapılan çalışmalar, 

flavonoitlerin enzim inhibisyonunu enzimin aktif bölgesinde yer alan bakırla şelat 
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oluşturma yetenekleri ile ilişkilendirmektedir (163, 164). Bugüne kadar çeşitli 

bitkilerden, tirozinaz inhibitör etki gösteren kemferol, kesretin, luteolin 4’-O-glukozit 

ve luteolin 7-O-glukozit gibi farklı flavonoit türlerinin izolasyonu gerçekleştirilmiştir. 

(165-168). D-glukozun çapraz esterleşmesiyle oluşan gallik asit ve türevlerinin de güçlü 

tirozinaz inhibitör etki gösterdikleri bilinmektedir (169-171). Yapılan çalışmalarda 

gallik asit ve esterlerinin optimum tirozinaz enzimin inhibisyonu, 3-pozisyonundaki 

galloil kısmı ve zincir uzunluğu ile ilişkilendirilmektedir (172).  

Tirozinaz enziminin kresolaz ve katekolaz aktivitesini inhibe eden p-Kumarik 

asit’in para pozisyonunda bulunan hidroksi grubunun kresolaz aktivitesini arttırırken 

katekolaz aktivitesini düşürdüğü belirtilmektedir (173).  

Oksiresveratrol güçlü tirozinaz inhibitör etki gösteren diğer bir fenolik bileşik 

olarak bilinmektedir. Bu etkinin yapısında bulundurduğu maksimum hidroksi 

gruplarının varlığı ile ilgili olduğu bildirilmektedir (174). 

Aldehit ve diğer türevleri: Bitkilerden izole edilen aldehit ve türevlerinin biyolojik 

olarak önemli sülfidril, amino ve hidroksi grupları gibi nükleofilik gruplarla reaksiyon 

verdiği bilinmektedir (175). Bu maddeler, enzimlerin yapısında bulunan amino grupları 

ile etkileşerek Schiff bazı oluşturması sonucunda tirozinaz enzimi üzerine inhibisyon 

özellik gösterdiği söylenmektedir (176).  

Kojik asit, Azelaik asit ve Metallotiyonin’in mantar kökenli tirozinaz enzim 

inhibitörleri olduğu bilinmektedir (175-179). Aspergillus niger ve Penicillum türleri 

tarafından üretilen kojik asit, geçiş metal iyonları ile şelat oluşturabilme özelliğine 

sahiptir ve bu sayede tirozinaz enziminin yapısında yer alan bakır iyonu ile etkileşerek, 

enzimin aktivitesini inhibe etmektedir (177, 178, 180). 
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Tablo 3. Doğal kaynaklı çeşitli tirozinaz inhibitörleri ve elde edildiği kaynaklar 

(Parvez’den, 175). 

İnhibitör Bileşik 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 Dictyophora indusiata 

9-Hidroksi-4metoksipisoralin Angelica dahurica 

4-Hidroksi-3metoksinnamik asit Pulsatilla cernua 

p-Kumarik asit Panax ginseng 

ECG Thea ginseng 

EGCG Thea ginseng 

3,4-Dihidroksinnamik asit Pulsatilla cernua 

Kemferol Crocus sativus 

Oksiresveratrol Morus alba 

Trans-Sinnamaldehit Cinnamomum cassia 

La, Lb Agaricus hortensis 

Agaritin Agaricus bisporus 

Kojik asit A.niger, A. penicillum 

Azelaik asit Pityrosporum ovale 

Metallotiyonin Aspergillus niger 

 

4.9.2.2. Tirozinaz İnhibitörlerinin Uygulama Alanları 

Tirozinaz, proteinlerin amino ve sülfidril grupları ile etkileşerek sebze ve 

meyvelerde irreversible olarak kahverengileşme reaksiyonlarını katalizlemektedir. Aktif 

tirozinaz varlığına, fenolik bileşiklerin konsantrasyonuna, oksijen varlığına, pH ve 

sıcaklık koşullarına bağlı meydana gelen bu durumun sebep olduğu istenmeyen tat ve 

renk oluşumunu önlemek için uygulanan geleneksel yöntemlerin, otoklav ve ağartma, 

yiyeceklerde besin kaybına sebep olduğu bilinmektedir. Günümüzde gıda endüstrisinde 

meyve ve sebzelerin ekonomik değerlerinin korunmasında tirozinaz inhibitörlerinin 

kullanımı olmakla birlikte sentetik olanların yerine güvenle kullanılabilecek doğal 

bileşiklere ihtiyaç duyulduğu kabul edilmektedir (152, 175, 181).  
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Tirozinaz enzim aktivitesinin baskılanması, tarımda haşerelerle mücadelede 

kullanılan yöntemlerden biridir. Çünkü, tirozinaz enziminin haşerelerde, 

melanogenezde ve parazitlerin enkapsülasyonunda görevli bir enzim olduğu 

bilinmektedir (182, 183). 

Enzimlerin çevresel atıklarla olan mücadelede kullanımı faydalanılan ekonomik 

ve verimli yöntemlerden biri olduğu bilinmektedir. Atıklarda bulunan zararlı fenolik 

bileşiklerin uzaklaştırılmasında, tirozinaz enziminin kresolaz ve katekolaz 

aktivitesinden yararlanılabilmektedir (152). 

Memelilerin cilt ve saç rengini etkileyen faktörlerden en önemlisi melanin 

pigmentasyonudur. UV ışınları absorblayarak cildi UV hasarına ve ROS’lara karşı 

koruyan melanin, vücutta epidermisde melanosit hücrelerinde sentezlenmektedir (16, 

184, 185). Hücrelerde bulunan pigmentlerin gelişigüzel dağılımı sonucu 

hiperpigmentasyon veya hipopigmentasyon, aktinik hasarlar, melazma, çil ve yaşa bağlı 

lekeler gibi farklı dermatolojik bozukluklar meydana gelmektedir. (186). Tirozinazın 

melanin pigmentasyonunda görevli en önemli enzimlerden biri olduğu kabul 

edilmektedir. Bu durum, kozmetik ve farmasötik endüstrilerinde, doğal kaynaklardan 

elde edilen ve melanin oluşumunu engelleyen tirozinaz inhibitörlerine olan ilgiyi 

başlatmıştır (175).  

Tirozinaz çeşitli otoimmün bozukluklarda otoantijen olarak tanınmaktadırr. 

Vitiligo hastalarından elde edilen serumlar üzerinde yapılan çalışmalarda, melanosit 

antijenlerine karşı yönlendirilmiş antikorların varlığı ve sentezinden bahsedilmektedir. 

Lokal ve yaygın vitiligolu hastalar karşılaştırıldığında, yaygın vitiligolu hastalarda IgG 

anti-tirozinaz antikorlarının daha fazla olduğu bulunmuştur. Bu antitirozinaz antikorları 

diğer otoimmün bozukluklarının otoantijenleriyle herhangi bir çapraz reaksiyona 

girmediği veya tirozinaz aktivitesini baskılamadığı belirlenmiştir. Bu durum, tirozinazın 

vitiligonun tanısında kullanılabilecek bir otoantijen olabileceğini açıklamaktadır (187). 

Yapılan bir çalışmada, beyin hücrelerinde L-DOPA’nın glutatyonun hücre içi 

seviyesini artırarak hücresel antioksidan savunma mekanizmasını düzenlediği 

gösterilmektedir (175).  

Tirozin, sinir hücrelerinde hidroksilasyonla L-DOPA’ya; L-DOPA da 

dekarboksilasyon tepkimesi ile dopamin’e dönüşmektedir. L-DOPA, katekolaminler 
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olarak isimlendirilen türlerdendir ve nörotransmitter bir madde olan Dopamin 

sentezinde başlangıç maddesi olarak kullanılmaktadır (157). Tirozinaz, beyinde 

dopaminerjik nöronların tahrip olması vs bazı durumlarda katekolamin sentezinin 

devamnı sağlamaktadır. Dopaminin oksidasyonu sonucu meydana gelen okside 

dopamin türevleri dopamin kinon olarak bilinir ve bu ürünlerin Parkinson hastalığı ile 

ilişkilendirilen nörotoksisiteye sebep olduğu bildirilmiştir. Tirozinin dopakinona 

dönüşümü tirozinaz tarafından sağlanması, enzim inhibitörlerinin parkinson tedavisinde 

kullanılabilecek yeni yöntemlerden biri olabileceği düşüncesini oluşturmuştur (188, 

189, 190). 

 

 

Şekil 10. Tirozinaz tarafından katekol o-kinonların ve diğer ROS’ların üretilmesi 

Hasegawa’dan, 189) 

4.9.3. Asetilkolin ve Metabolizması 

Asetilkolin (ACh), Henry Hallet Dale tarafından 1914 yılında tanımlanan ilk 

nörotransmitter olarak bilinmektedir. ACh, merkezi sinir sistemi ile birlikte 

parasempatik sinir sisteminde impulsların iletilmesini ve sinir ve kas lifleri boyunca 

biyoelektriksel akımın oluşmasını sağlayan ester yapısında önemli bir biyomoleküldür 

(191-193). Bunlarla beraber, ACh’nin iskelet kaslarının kasılmasında, parasempatik 
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sinir sistemini uyararak kalp atışının yavaşlaması, tükürük salgısının artması gibi 

etkilerin gerçekleşmesinde görev aldığı bilinmektedir (194). 

ACh, kolinerjik sinir hücrelerinde kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimiyle 

sentezlenmektedir. Sentezi sırasında kullanılan asetil ve kolin (Ch), asetilkoenzim A 

(Asetil-KoA)’nın hidrolizi ile meydana gelmektedir (194). Reaksiyonda kullanılan 

asetil-KoA’nın çoğu, mitokondri iç membranında, glikoliz sırasında, pürivat 

dehidrojenaz enzimi tarafından sentezlenerek ChAT’ın bulunduğu sitoplazmaya 

taşınmaktadır. Sentezde kullanılan Ch’in kaynağını ise; besinler ve hücre 

membranındaki fosfolipitlerle birlikte ACh hidrolizi ile salınan kolin oluşturmaktadır 

(194).  

Sentezlenen ACh, presinaptik nöronlardaki veziküllerde depolanmaktadır. Nöron, 

uyarıldığında veziküller sinaptik boşluğa dökülür ve açığa çıkan ACh moleküllerinin 

çoğu postsinaptik nöronlarda bulunan reseptörlerine bağlanarak impulsun postsinaptik 

nörona iletilmesini sağlamaktadır. Sinir uyarısının iletilmesinin ardından reseptörden 

ayrılan ve reseptörlere bağlanmayan ACh, asetilkolinesteraz (AChE) tarafından hidroliz 

edilmektedir. Açığa çıkan kolin yeniden kullanılmak üzere presinaptik nörona 

taşınmaktadır (195). 

 

 

Şekil 11. ACh metabolizması (Jack’dan, 195) 
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4.9.3.1. Kolinesterazlar Hakkında Genel Bilgi 

Kolinesterazlar; ACh, bütirilkolin ve asetiltiyokolin (ATCh) gibi kolin türlerinin 

yıkımını sağladığı ve hidrolaz ailesinin bir üyesi olduğu bilinmektedir (196, 197). 

Kolinerjik ve kolinerjik olmayan dokularda bulunan kolinesterazlar substrat 

özgüllüğüne, aşırı substrat varlığındaki davranışlarına ve inhibitörlere karşı 

duyarlılıklarına göre, gerçek kolinesteraz ve spesifik olmayan kolinesteraz 

(psödokolinesteraz) olarak iki sınıfta incelenmektedir (194).  

Gerçek kolinesteraz, ACh’i hidrolizini katalizleyen asetilkolinesteraz (AChE; E.C 

3.1.1.7); psödokolinesteraz ise ACh ve diğer kolin esterlerinin hidrolizini katalizleyen 

bütirilkolinesteraz (BChE; E.C 3.1.1.8)’dır (194, 198, 199). AChE, beyin ve 

eritrositlerde; BChE serum, pankreas, karaciğer ve santral sinir sisteminde daha fazla 

bulunduğu bildirilmektedir (194, 198).  

AChE’ın temel fonksiyonu kolinerjik sinir iletimini sonlandırmak olmasına 

rağmen BuChE’ın fizyolojik önemi tam olarak bilinmemektedir (194, 201). 

Kolinesterazlar aynı zamanda hücre yenilenmesi, farklılaşması, farklı etkenler 

sonucunda oluşan strese yanıt ve amiloid (beyin v.b. dokularda sentezlenen ancak 

düzensiz plaklar şeklinde birikmesi sonucu birçok ciddi rahatsızlığa sebep olabilen bir 

protein) oluşumunda da rol oynamaktadırlar (194).  

AChE’ın aktif bölgesi “Katalitik anyonik site (CAS)” ve “Periferik anyonik site 

(PAS)” olmak üzere iki adet bağlanma alt ünitesinden oluşmaktadır. CAS olarak 

adlandırılan birim, katalitik üçlü adıyla bahsedilen histidin, serin ve glutamik asit 

aminoasitlerini içermektedir ve ACh’deki ester bağlarının hidrolizinden sorumlu olduğu 

söylenmektedir. α-anyonik ve β-anyonik bölge olmak üzere iki alt birimden oluşan 

ikinci bağlanma bölgesi olan PAS, triptofanca zengindir ve ACh kuaterner amonyum 

atomu ile etkileştiği bilinmektedir (201, 202). AChE aktivitesinin belirlenmesine 

yönelik yapılan çalışmalarda, ACh’nin iki aşamada hidroliz olduğu belirlenmiştir. 

Öncelikle, Histidin ve Serin kalıntılarından bir proton uzaklaşması enzime nükleofilik 

bir özellik kazanır; sonra özgül Ser-O- kalıntısının nükleofilik hidroksil grubu ACh’le 

tepkimeye girerek hidrolizi sağlanır (201) .  
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Şekil 12. ACh’nin AChE tarafından parçalanması (Koçancı’dan, 201) 

 

4.9.3.2. Alzheimer (AH) ve AChE enzim ilişkisi 

Halk arasında “bunama” olarak bilinen ve 1906’da Dr. Alois Alzheimer 

tarafından adlandırılan Alzheimer, merkezi sinir sisteminin (MSS) bazı bölgelerindeki 

hücrelerin ve sinapsların yok olmasına bağlı olarak; bilişsel işlevlerde azalma, öz bakım 

yetersizlikleri, çeşitli nöropsikiyatrik ve davranışsal bozukluklar ile karakterize 

ilerleyici nörodejeneratif bir durum olarak açıklanmaktadır (203-205). Alzheimer 

hastalığında görülen beyin hücrelerindeki kaybolmanın sebebi tam olarak 

açıklanamamış olmasına rağmen; ölüm sonrası Alzheimer hastalarının beyinleri 

üzerinde yapılan çalışmalara göre genetik faktörler, anormal proteinler (amiloidler) veya 

otoimmün reaksiyonlar gibi çeşitli faktörlerin sebep olabileceği ileri sürülmektedir 

(206). “Kolinerjik hipotez” olarak tanımlanan kolinerjik sistemdeki değişimler bu 

nedenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Yapılan araştırmalarda, AChE seviyesinin 

Alzheimer hastalarında arttığı belirlenmiştir. Artan AChE aktivitesi glikojen sentaz 

kinaz 3 (GSK3)’ü harekete geçirdiği ve böylece apoptozla ilişkili proteinlerin (kaspaz3 

ve kaspaz 9) artışına sebep olarak hücreleri apoptoza sürüklediği ileri sürülmektedir 

GSK3, periferik ve merkezi sinir sisteminde bulunan, hücre çoğalması, hücre içi sinyal 
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iletimini değiştirerek glukoz regülasyonu ve apoptoz başta olmak üzere proinflamatuar 

sitokin ve interlökin üretimi, çeşitli protein kinazların aktivasyonu gibi süreçlerde rol 

oynamaktadır (201). 

Ayrıca proapoptotik (Bax, Bac, Bad) ve antiapoptotik (Bcl-2 ve Bcl-xL) proteinler 

gibi bazı apoptotik belirteçlerin miktarlarının farklı olması, öncül kaspaz 8, 9 ve efektör 

kaspaz 3, 6’nın varlığı, AChE seviyesinin arttığı kolinerjik nöronlarda meydana gelen 

apoptozisin açıklanmasına olanak tanımaktadır (206).  

Amiloid prekürsör proteini (APP), 21. Kromozom üzerinden kodlanan bir 

transmembran proteinidir ve amiloid β (Aβ)’nın AChE ile ilişkili olduğu 

gösterilmektedir (211). APP sentezi sırasında β ve γ sekretazların aktivitelerinin artması 

bölgesel nörotoksik etkilere sebep olan β kıvrımlı plakların (Aβ-42) oluşmasını 

tetiklemektedir. Beyin dokusunda Aβ-42’nin birikimi amiloid plak oluşumunu ve AChE 

miktarını artırdığı söylenmektedir (207). Artan AChE bazı protein sentezlerini 

değiştirerek APP üretimini ve dolayısıyla Aβ üretimini etkilediği belirtilmektedir (208).  

ACh’nin anti-inflamatuar etkili olduğu bilinmektedir ve AChE miktarındaki artışa 

bağlı olarak ACh hidrolizindeki artış nöronal faaliyetlerin eksikliğine sebep olmaktadır. 

Anti-inflamatuar aktivitenin azalması ve buna bağlı olarak da inflamatuar aktivitenin 

artması (IL-1 α, IL-1β, IL-6, TNF-α), hastalığın seyrinde önemli rol oynadığı 

düşünülmektedir (209).  

4.9.3.3. Alzheimer Hastalığında AChE İnhibitörlerinin Kullanılması  

Yapılan araştırmalar, Alzheimer hastalığında, AChE’nin artışına bağlı olarak ACh 

miktarındaki azalmanın hafızanın kötüleşmesine sebep olduğunu vurgulamaktadır. 

Ayrıca bu enzimin Alzheimer hastalığın diğer bulgularıyla da ilişkili olduğunun 

keşfedilmesiyle birlikte, kolinesteraz inhibitörü olan ilaçların (antikolinesterazlar) keşfi 

başlamıştır ve kullanılan en etkili ilaç grubunu oluşturmaktadırlar. Antikolinesteraz 

ilaçlar, AChE’yi geri dönüşümlü veya geri dönüşümsüz olarak inhibe ederek 

asetilkolinin hidrolizini engelleyerek asetilkolinin reseptörler düzeyinde aktivitesinin 

artmasını sağlamaktadır (210).  
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Şekil 13. AChE inhibitörlerinin etki mekanizması (Jeger’den, 210) 

 

Huperzin B, hopeahainol A, salvianolik asit, birulokinon ve asetil şikonin gibi 

AChE inhibitörü olduğu bilinen maddelerin, nöron model hücrelerinde yapılan 

çalışmalarda, H2O2’in hücrelerde oluşturduğu sitotoksik etkilere karşı koruyucu olduğu 

ve hücrelerdeki apoptoz oranını azattığı bildirilmektedir (211-213).  

Günümüze kadarki çalışmalarda elde edilen AChE inhibitörleri ile hastalığın tam 

anlamıyla tedavisi mümkün olmamaktadır; fakat semptomların yavaşlamasını 

sağlayarak hastalığın ilerleyişini yavaşlatmaktadır. Bu sebeple, son yıllarda, yeni ve 

doğal kaynaklı koruyucu ve tedavi edici potansiyeli olan antikolinesteraz ajanların 

bulunması ie ilgili araştırmaların arttığı belirtilmektedir (201). 

4.9.3.4. Bitkilerden AChE inhibitörleri  

AChE enziminin inhibisyonu, Alzheimer hastalığı, yaşlılık demansı, ataksi ve 

myastenia gravis gibi nörolojik bozuklukların tedavisinde kullanılabilecek hedef 

yöntemlerden biri olduğu düşünülmektedir. Bitkiler, AChE inhibitörlerinin keşfinde 

potansiyel kaynak olarak görülmektedir (214).  

Nörodejeneratif hastalıklar ve farklı nörofarmakolojik rahatsızlıklar gibi kognitif 

bozuklukların tedavisinde birçok bitkinin geleneksel olarak kullanıldığı bildirilmektedir 

(214). Kore tıbbında hafıza ve bilincin geliştirilmesi için kullanılan Acorus calamus, 

Acorus gramineus, Bupleurum falcatum, Dioscorea batatas, Epimedium koreanum, 

Poria cocos ve Zizyphi jujube türlerinden elde edilen methanol ekstreleri, kolinesteraz 

inhibitor etkinlikleri açısından araştırılmış ve A. calamus ve E. koreanum’a ait 
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örneklerin sonuçlarının anlamlı olduğu bildirilmiştir (215). Ayrıca farklı araştırmalarda 

Stephania suberosa, Tabernaemontana divaricata, Rhododendron ponticum, 

Rhododendron luteum, Corydalis solida, Glaucium corniculatum ve Buxus 

sempervirens türlerinin de antikolinesteraz inhibitör etkinliklerinin olduğu 

belirtilmektedir (216-219). 

Tablo 4. AChE inhibitör etkinliğine sahip olduğu bilinen bitkiler (Mukherjee’den, 214) 

Tür adı Familyası Etkili kısmı Referans 

Abutilon indicum Malvaceae Tamamı 217 

Acanthus ebracteatus Acanthaceae Toprak üstü 217 

Aegle marmelos Rutaceae Meyve posası 217 

Albizia procera Leguminosae Kabuğu 217 

Bacopa monniera Scrophulariacea Tamamı 219 

Butea superba Leguminosae Kök kabukları 217 

Buxus sempervirens Buxaceae Tamamı 217 

Carthamus tinctorius Compositae Çiçek 217 

Cassia fistula Leguminosae Kök 218 

Corydalis solida Papaveraceae Tamamı 217 

Cyperus rotundus Cyperaceae Tamamı 217 

Fumaria capreolata Fumariaceae Kök 218 

Euphorbia antiquorum Euphorbiaceae Kök 218 

Fumaria vaillantii Fumariaceae Kök 218 

Fumaria kralikii Fumariaceae Kök 218 

Fumaria asepala Fumariaceae Kök 218 

Fumaria densiflora Fumariaceae Kök 218 

Fumaria flabellate Fumariaceae Kök 218 

Fumaria petteri Fumariaceae Kök 218 

Fumaria macrocarpa Fumariaceae Kök 218 

Fumaria cilicica Fumariaceae Kök 218 

Fumaria parviflora Fumariaceae Kök 218 

Fumaria judaica Fumariaceae Kök 218 

Ginkgo biloba Coniferae Kök 219, 220 

Glaucium corniculatum Papaveraceae Kök 218 

Lycopodium clavatum Lycopodiaceae Kök 218 

Mammea harmandii Guttiferae Çiçek 217 

Melissa officinalis Lamiaceae Toprak üstü 220 

Michelia champaca Magnoliaceae Yaprakları 217 
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Tablo 4. (Devam) 

Tür adı Familyası Etkili kısmı Referans 

Mimosa pudica Leguminosae Tamamı 217 

Mimusops elengi Sapotaceae Çiçek 217 

Musa sapientum Musaceae Meyvesi 217 

Myricaria elegans Tamaricaceae Topraküstü 221 

Nelumbo nucifera Nelumbonaceae Stamenleri 217 

Paederia linearis Rubiaceae Tamamı 217 

Piper interruptum Piperaceae Kök 217 

Piper nigrum Piperaceae Çekirdekleri 217 

Plumbago indica Plumbagineceae Kök 217 

Ptychopetalum olacoides Olacaceae Kök 222 

Rhododendron luteum Ericaceae Tamamı 217 

Rhododendron ponticum var. ponticum Ericaceae Tanamı 221 

Rhodiola rosea Crassulaceae Kök 223 

Salvia lavandulaefolia Lamiaceae Tamamı 224-226 

Salvia officinalis Lamiaceae Tamamı 224-226 

Stephania suberosa Menispermaceae Kökü 217 

Streblus asper Moraceae Çekirdekleri 217 

Tabernaemontana divaricata Apocynacea Kökü 217 

Terminalia bellirica Combretaceae Meyvesi 217 

Tiliacora triandra Menispermaceae Kökü 217 

Vicia faba Fabaceae Tamamı 218 

 

Etnofarmakolojik araştırmalar ve biyolojik aktivite rehberli izolasyon çalışmaları, 

AChE inhibitörlerinin bitkisel kaynaklardan elde edilmesinde önemli rol oynamaktadır 

ve Tablo 5’de bitkisel kaynaklardan elde edilen AChE İnhibitörleri yer almaktadır 

(214). 
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Tablo 5. AChE inhibitör etkinliği olan fitokimyasallar (Mukherjee’den, 214) 

Bileşik ismi Sınıf Kaynak Referans 

Assoanin Steroidal alkaloit Narcissus assoanus 227 

Buksamin B Steroidal alkaloit 
Bucus hyrcana 

Bucus papillosa 
228 

Koronaridin İndol alkaloit Tabernaemontana australis 229 

Korinolin İzokinolin alkaloit Corydalis incisa 230 

N,N-dimetilbuksapapin Steroidal alkaloit Bucus papillosa 228 

Epinorgalantamin Steroidal alkaloit 

Narcissus confuses 

N. perezchiscanoi 

Narcissus leonensis 

N.legionensis 

Narcissus poeticus 

227 

Galantamin Steroidal alkaloit 

Galanthus nivalis 

Narcissus confuses 

Lycorus radiate 

217, 227, 231, 232 

(-)-Huperzin A Kinolizidin alkaloit 
Huperzia serrata 

Huperzia dalhousieana 
218, 233, 234 

11-Hidroksigalantamin Steroidal alkaloit Narcissus poeticus 227 

Oksoassoanin Steroidal alkaloit Narcissus assoanus 227 

Palmatin İzokinolin alkaloit Corydalis speciosa 235 

Fizostigmin İndol alkaloit Physostigma venenosum 236 

Protopin İzokinolin alkaloit Corydalis speciosa 235 

Rupikolin İndol alkaloit Tabernaemontana australis 229 

Sanguinin Steroidal alkaloit Eucharis grandiflora 227 

Sarsalignon Steroidal alkaloit Sarcococca saligna 228 

α-Solanine Gliko alkaloit Solanum tuberosum 237 

Vaganin Steroidal alkaloit Sarcococca saligna 228 

Voakangin İndol alkaloit Tabernaemontana australis 229 

Voakangin hidroksindolenin İndol alkaloit Tabernaemontana australis 229 

Sinatrozit A Pregnan glukozit Cynanchum atratum 228 

Sinatrozit B Pregnan glukozit Cynanchum atratum 228 

Norswertianolin 
Bellidin 8-O-β-

glukopiranozit 
Gentiana cambpestris 239 

Swertianolin 
Bellidin 8-O-β-

glukopiranozit 
Gentiana cambpestris 239 

(+)-α-Viniferin Stilben oligomeri Caragana chamlague 240 

Bellidin Ksanton Gentiana cambpestris 239 

Bellidifolin Ksanton Gentiana cambpestris 239 

Ursolik asit 

Hidroksi-heptametil 

İkosahidropiken 

karboksilik asit 

Origanum majorana 241 
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4.10. Sitotoksisite ve Belirleme Yöntemleri 

Sitotoksisite, fiziksel, kimyasal veya biyolojik faktörlerin, hücrelerde bazı 

makromoleküllerin sentezlerini engelleyerek hücresel fonksiyonların ve hücre yapısının 

zarar görmesine sebep olması olarak ifade edilebilmektedir (242, 243). Sitotoksisitenin 

hücrede oluşturduğu etki (apoptoz, otofaji, nekroz, sitostazis), sitotoksik maddenin 

dozuna ve maruziyet süresine bağlı olarak değişmektedir (244, 245). Kimyasal 

maddelerin sitotoksisitesi ile ilgili yapılan çalışmalar, bu maddelerin hücre ve dokular 

üzerindeki etki mekanizmaları hakkında bilgi vermesi açısından önem arz etmektedir. 

Bunun yanında kanser ve enflamasyon başta olmak üzere çoğu patolojik durumun 

etyolojisinde sitotoksisite bulunmaktadır (246).  

Bitkilerde bulunan fizyolojik ve morfolojik olarak önemi olan çeşitli sekonder 

metabolitlerin insan sağlığındaki etkileri araştırılmaya devam etmektedir. Yapılan 

çalışmalarda bitkilerde bulunan fenolik bileşikler, flavonoitler, glukosinolatlar, 

tokoferoller ve karatenoitler gibi sekonder metabolitlerin antikanser etkilerinin olduğu 

bildirilmektedir (247-251). 

Sitotoksisite çalışmalarında hücrenin canlılığı, yaşamı, proliferasyonu ve 

metabolik sitotoksisitesinin belirlenmesine dayalı yöntemlerin kullanıldığı bilinmektedir 

(243, 252, 253): 

1. Canlılık (viability) değerlendiren testler: Sitotoksik ajana maruz kalan 

hücrede, kısa vadede meydana gelen toksik reaksiyonların oluşturduğu etkilerin 

belirlenmesi söz konusudur. Membran yapısı zarar görmüş hücreler tripan mavisi, 

eritrosin, naftalen siyahı ve propidyum iyodür gibi bu hücrelerin içerisine alınabilen 

özel boyalar ile membran bütünlüğü bozulmamış hücreler ise diasetil floressein ve 

nötral kırmızısı gibi vital boyalar kullanılarak belirlenmektedir.  

2. Yaşam (survival) değerlendiren testler: Sitotoksik ajana maruz kalan hücrede 

uzun vadede meydana gelen toksik reaksiyonların oluşturduğu etkilerin belirlenmesi söz 

konusudur. Dilüe tek tip hücre süspansiyonundan izole edilmiş hücrelerin, yeniden 

koloni oluşturabilme yeteneği hücre yaşamı olarak adlandırılmaktadır.  

3. Hücre proliferasyonunu değerlendiren testler: Sitotoksik ajana maruz kalan 

hücrede meydana gelen toksik reaksiyonların oluşturduğu etkiler, canlı hücrelerdeki 

yeni DNA sentezinin belirlenmesine bağlı olarak değerlendirilmektedir. 3H-timidin 
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veya Bromodeoksiuridin (BrdU) gibi hücre içine alınarak DNA sentezinde kullanılan 

ajanlar kullanılmaktadır.  

4. Metabolik sitotoksisite değerlendirme testleri: Sitotoksik ajana maruz kalan 

hücrede, uzun vadede meydana gelen toksik etkiler, hücrelerin metabolik özellikleri 

veya proliferasyonunun takibi kolorimetrik, lüminesans veya enzimatik yöntemlerle 

belirlenmektedir (243, 254-257). 

 Metabolik aktivitenin belirlendiği testlere tetrazolyum tuzunun formazon 

kristallerine dönüştürülmesi esasına dayanan MTT, XTT ve WST testleri örnek olarak 

verilmektedir. Canlı hücrelerin mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince 

parçalanıp tetrazolyum halkasına elektron transfer edilerek renkli formazan kristalleri 

meydana gelmektedir ve bu işlemin canlı hücreler tarafından gerçekleştirilmesi ölü-

canlı hücre sayısının belirlenmesini sağlamaktadır (245, 258). 

4.10.1. Doğal Kaynaklı Antikanser Ajanlar 

Tümörler bazı kemoterapötik ajanların sitotoksisik aktivitesine karşı hücresel 

direnç mekanizmaları geliştirmektedirler. Bu durum, kanserin klinik tedavisinde 

gözlenen en önemli sorunlardan birini oluşturmaktadır. Ayrıca kullanılan antikanser 

ilaçların sağlıklı hücreler üzerinde zararlı etkiler oluşturması, daha seçici ve güçlü 

etkiye sahip bileşiklerin keşfini ihtiyaç haline getirmektedir (259). 

Kemoterapide önemli rolü bulunan doğal ürünlerin çok fazla biyolojik aktiviteye 

ve kimyasal yapıya sahip olduğu; bu sayede araştırmacılara çok sayıda prototip sunduğu 

belirtilmektedir (259). Ayrıca doğada karşılaşılan biyoçeşitlilik ve kimyasal çeşitlilik, 

yeni kimyasal bileşik sınıflarının keşfini ve aynı zamanda daha önce bilinmeyen 

antikanser ajanlarının ortaya çıkma imkanını artırdığı vurgulanmaktadır (259, 260). 

Bitkilerde bulunan karotenoitlerin, alkaloitlerin, organosülfür bileşiklerinin 

(izotiyosiyanatlar, indoller, allil sülfür bileşikleri) ve polifenolik bileşiklerin 

(flavonoitler, tanenler, stilbenler, kumarinler, kurkumin, resveratrol ve tanenler) 

antikanser etkilerinin olduğu bilinmektedir (261-265). Brasinosteroitler, bitkilerde 

hücrelerin büyümesini ve farklılaşmasını, hastalık ve strese karşı direnç ve tolerans 

geliştirmesi gibi hormonal olayların düzenlenmesinde rol oynayan doğal bileşikler 

olarak bilinmektedir. Bu bitkisel steroitlerden 28-homosastasteron ve 24-epibrasinolit’in 
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çeşitli kanser hücrelerinde çok düşük miktarlarda bile etkili olduğu kanıtlayan 

çalışmalar mevcuttur (266-268).  

Günümüzde klinik kullanımda olan, doğal kaynaklardan elde edilen antikanser 

ajanları vinka alkaloitleri, podofillotoksinler, taksanlar ve kamptotesinler olmak üzere 

dört ana bileşik grubu olarak bilinmektedir. Bu kaynaklardan türetilen yarı sentetik 

antikanser ajanları da bulunmaktadır (260, 269, 270). 

Tablo 6. Antikanser etkinliği olan bazı fitokimyasallar 

Bileşik ismi Sınıf Kaynak Referans 

Vinblastin vinkristin Vinka alkaloitleri Catharanthus roseus 271 

Kampotesin İndol alkaloit Camptotheca acuminata 272 

Epipodofillotoksin Lignan 
Podophyllum peltatum 

Podophyllum emodi 
273 

Paklitaksel Alkaloit Taxus brevifolia 274 

Homoharringtonin Alkaloit Cephalotaxus harringtonia 275, 276 

Elliptisin İndol alkaloit Bleekeria vitensis 277 

Kombretastatin Stilben Combretum caffrum 278 

 

4.11. Kromatografik Yöntemler 

Kromatografi, 1900’lü yılların başlarında Mikhail Tswett’in klorofil gibi bitki 

pigmentlerini ayırmak için kullandığı bir yöntem olarak ortaya çıkmıştır. Kromatografi, 

bir karışımı oluşturan bileşenlerin, biri hareketli diğeri sabit olmak üzere iki fazlı bir 

ortamda farklı tutunma özelliklerinden yararlanarak gerçekleştirilen ayırma işlemi 

olarak bilinmektedir (279). 

Kromatografik yöntemler ayırma mekanizmalarına, faz tiplerine ve uygulama 

şekline bağlı olarak sınıflandırılmaktadır (279).  

Kromatografik yöntemlerin sınıflandırılması: 

Ayırma Mekanizmasına Göre 

 Adsorpsiyon Kromatografisi  

 Dağılma (Partisyon) Kromatografisi  

 İyon Değişimi Kromatografisi  

 Jel Filtrasyon Kromatografisi  

 Afinite Kromatografisi  
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 İyon Çifti Kromatografisi  

Faz Tiplerine Göre  

 Sıvı Kromatografisi 

 Gaz Kromatografisi  

Uygulama Şekline Göre  

 Düzlemsel Kromatografi 

 Kolon Kromatografisi  

4.12. Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi Yöntemi (HPLC) 

Kromatografik analizlerde, sabit fazın bulunduğu kolonun boyu arttıkça ve 

partikül boyutları küçüldükçe bileşenlerin ayırımları artmaktadır. Partikül boyutu ne 

kadar küçük olursa, hareketli faz ile etkileşen sabit faz yüzey alanı arttığından hareketli 

fazın kolondan geçişi de o kadar zor olmaktadır ve daha yüksek basınç uygulaması 

gerektirmektedir. Bu durum yüksek basınçlı sıvı kromatografisini meydana getirmiştir.  

Yüksek performanslı sıvı kromatografisi uçucu olmayan veya sıcaklıkla 

bozunmayan, sıvı fazda çözünebilen kimyasal ve biyolojik numunelerin, kolay ve hızlı 

bir şekilde bileşenlerine ayrılabildiği oldukça duyarlı bir yöntem olarak bilinmektedir. 

Karışımı oluşturan bileşenler, kolonda sabit faz tarafından tutunurlar ve yüksek basınç 

altında kolondan geçirilen hareketli fazın akışı ile birlikte bileşenlerine ayrılmaktadırlar. 

Karışımı oluşturan bileşenlerin kolona olan tutunma güçleri de farklıdır ve böylece 

bileşenler kolonu farklı sürelerde terk etmektedirler. Kolonu terk eden bileşenler, 

dedektör aracılığıyla algılanır ve kolondan çıkış zamanın karşı dedektör sinyali 

kaydedilerek kromatogramlar elde edilmektedir (280). 

HPLC cihazı genel olarak pompa, enjektör, kolon, dedektör ve kaydediciden 

oluşmaktadır. 



 

58 

 

Şekil 14. Bir HPLC cihazının şematik gösterimi (281) 

 

Pompanın görevi analiz boyunca kararlı bir akış sağlayarak, sabit bir basınçta 

hareketli fazın kolon ve dedektörden geçmesini sağlamaktadır (282, 283).  

Kolon HPLC sistemin performansını belirleyen parçalardan biridir ve kolondaki 

ayrım kullanılan kolon dolgu maddesinin yapısına, parçacık boyutuna ve uzunluğuna 

bağlı olarak değişmektedir (283). HPLC kolonları polaritelerine göre normal faz ve ters 

faz olarak tercih edilmektedir. Kolon dolgu maddesini oluşturan sabit faz, silikajel gibi 

polar bir madde ise normal faz; silikajelin içerdiği SiOH gruplarının alkil zincirleriyle 

bağlanması sonucu elde edilen daha apolar bir madde ise ters faz olarak bilinmektedir. 

Normal fazda daha apolar organik çözücüler hareketli faz olarak seçilirken; ters fazda 

daha polar çözücüler kullanılmaktadır (283, 285). 

Polifenolik bileşikler içerdikleri hidroksil gruplarından dolayı polar yapıdadırlar 

ve ters faz kolonlar yardımıya ayrımları sağlanmaktadır. HPLC ile yapılan fenolik 

bileşiklerin analizlerinde çoğunlukla hareketli faz olarak asetonitril, metanol ve su 

kullanılmakla birlikte zayıf asidik özellik gösteren asetik asit ve formik asitin düşük 

miktarlarda bulunduğu çözeltileri de tercih edilmektedir. Fenolik bileşikler UV-Görünür 

bölgedeki (200-800 nm) dalga boylarında absorbans verdiğinden HPLC analizlerinde 

dedektör olarak UV-Vis dedektörlerinden yararlanılmaktadır. Fenolik maddelerin 

yapılarına bağlı olarak farklı dalga boylarında maksimum absorbansa sahip olduğu 

bilinmektedir. Örneğin; fenolik asitlerden benzoik asit türevleri 270 nm’de maksimum 

absorbans verirken, sinamik asit türevleri 315 nm’de maksimum absorbans vermektedir 

(283, 286). 
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Bitki Örneklerinin Toplanması, Teşhisi, Kurutulması ve Öğütülmesi: 

B. auriculata var. paludosa Erzincan yöresi Pöske Dağı’ndan (2100 m), B. 

plantaginea Kelkit (Gümüşhane), Çimen Köyü’nden (1750 m) ve B. integrifolia Kelkit 

(Gümüşhane), Uzunkol Köyü’nden (1900 m) toplanmıştır. Toplanan türlerin tayinleri 

Prof. Dr. Ali Kandemir tarafından yapılmıştır. Bitkilere ait herbaryum örnekleri 

Erzincan Üniversitesi Biyoloji Bölümü Herbaryumu’nda saklanmaktadır (Kandemir 

10863, 10864, 10865). 

Tez çalışmalarında bitkilerin gölgede ve hava akımı bulunan serin bir alanda 

kurutulmuş çiçekli topraküstü kısımları kullanılmıştır. Çalışma materyalleri öğütücü 

değirmen yardımıyla toz edilmiştir. 

5.2. Türlerin Ekstraksiyonu  

Türlerin metanolle yapılan ekstraksiyonu sonucu elde edilen ham ekstrenin kısmi 

fraksiyonlandırılması, artan polarite derecesine göre, kloroform, etil asetat ve su ile 

yapılmıştır. 

Bitkilerin toz edilmiş topraküstü kısımları (en az 250’şer g) 1000 mL metanolde, 

oda sıcaklığında çalkalayıcıda ekstre edilmiş, süzülmüş ve süzüntü 30 ºC’de, 

evaporatörde yoğunlaştırılmıştır. Bu işlem her bir tür için iki defa yapılmış ve elde 

edilen ekstreler birleştirilmiştir. 

Yoğunlaştırılmış ekstrenin 3/4’ü, su:metanol (9:1) karışımının 300 mL’sinde 

süspande edilerek ayırma hunisinde 300 mL kloroform eklenip çalkalanarak 2 tekrarlı 

partitisyon gerçekleştirilmiştir. Kloroformlu faz alındıktan sonra evaporatörde 

yoğunlaştırılmış ve böylece kloroform ekstresi elde edilmiştir. Ayırma hunisinde arda 

kalan sulu çözeltiye 300 mL etil asetat eklenip çalkalayarak 2 tekrarlı partitisyon 

gerçekleştirilmiş, etil asetat fazı ayrılıp, evaporatörde yoğunlaştırılarak etil asetat 

ekstresi elde edilmiştir. Ayırma hunisinde arda kalan sulu çözelti yoğunlaştırılarak su 

ekstresi elde edilmiştir. 

Elde edilen metanol ekstreleri ve bu ekstrelerden hareketle hazırlanan kloroform, 

etil asetat ve su alt fraksiyonları biyolojik aktivite ve fitokimyasal çalışmalarında 

kullanılmıştır. 
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5.3. Biyolojik Aktivite Çalışmaları 

Türlerden 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 bütirilkolinesteraz) tayini çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

5.3.1. Biyolojik Aktivite Çalışmalarında Kullanılan Cihazlar 

Tez kapsamında çalışılan biyolojik aktivite çalışmaları sırasında kullanılan 

cihazlar marka/model olarak aşağıda belirtilmiştir. 

Tablo 7. Kullanılan cihazlar ve marka/modelleri 

Cihaz Adı Marka/Model 

pH metre Starter 3000, OHARUS 

Hassas Terazi OHAUS Pioneer 

Saf Su Cihazı Thermo Scientific 

Vorteks karıştırıcı Heidolph Reax Top Vortex Mixer 

Etüv Ecocell 

Magnetik karıştırıcı Heidolph MR  

Rotary evaporatör Heidolph Hei-VAP Precision 

Vakum Pompası Millipore  

Yarı otomatik pipetler Eppendorf 

İnkübatör Memmert 

Mikro plate okuyucu BMG Labtech Spectrostar Nano 

İnkübatör (CO2’li) Memmert  

 

5.3.2. Biyolojik Aktivite Çalışmalarında Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Tez kapsamında çalışılan biyolojik aktivite çalışmaları sırasında kullanılan 

kimyasal madde ve malzemeler aşağıda belirtilmiştir. 
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Tablo 8. Kullanılan kimyasal maddeler 

 

5.3.3. Biyolojik Aktivite Çalışmalarında Kullanılan Çözeltiler 

Tez kapsamında çalışılan biyolojik aktivite çalışmaları sırasında kullanılan 

çözeltiler aşağıda belirtilmiştir. 

Kimyasal Adı Marka 

Asetonitril-LC Saflıkta Merck 

Asetik Asit Merck 

HCl Merck 

MFarland Çözeltisi Merck 

Metanol-LC Saflıkta 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 

α-Kojik asit Sigma-Aldrich 

Tirozinaz Sigma-Aldrich 

NaH2PO4 Sigma-Aldrich 

Na2HPO4 Sigma-Aldrich 

L-DOPA Sigma-Aldrich 

Asetilkolinesteraz Sigma-Aldrich 

Bütirilkolinesteraz Sigma-Aldrich 

Asetiltiyokolin iyodür Sigma-Aldrich 

Bütiriltiyokolin iyodür Sigma-Aldrich 

DTNB Sigma-Aldrich 

DMEM Thermo Fisher 

HI-FBS Capricorn 

Penisilin-Streptomisin (10000 U/ml /10000 μg/ml) Wisent 

L-Glutamine Thermo Fisher 

Tripsin/EDTA Bionest 

MTT cell proliferation kit Roche 
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Tablo 9. Kullanılan çözeltiler 

Çözelti Hazırlanışı 

Toplam Fenolik Madde Miktarı İçin Kullanılan Çözeltiler 

0.2 N Folin-Ciocalteu 
2 N’lik hazır olarak satın alınmış çözeltiden 1:10 oranında saf suyla seyreltilerek 

hazırlanmıştır. 

% 7.5’luk Na2CO3 7.5 g Na2CO3 90 mL suda çözülmüştür ve 100 mL’ye tamamlanarak hazırlanmıştır. 

Gallik Asit (1 mg/mL) 

1 mg gallik asit 1 mL metanolde çözülürek stok çözelti hazırlanmıştır. Daha sonra 

0.5-0.25- 0.125- 0.0625- 0.03125 mg/mL olacak şekilde metanolle seyreltilerek 

dilüe örnekleri hazırlanmıştır. 

FRAP Tayini İçin Kullanılan Çözeltiler 

HCl (100 mM) 25 mL saf suyun üzerine % 37’lik HCl’den 205 µL ilave edilerek hazırlanmıştır. 

TPTZ (10 mM) 
46.8 mg TPTZ stok maddeden tartılmıştır, 6 mL 100 mM’lık HCl içinde 

çözülmüştür ve üzerine 9 mL metanol ilave edilmiştir 

FeCl3 (20 mM) 
48.6 mg FeCl3 6 mL saf suyla çözülmüştür, üzerine 9 mL metanol ilave edilerek 

hazırlanmıştır. 

Asetat Tamponu  

(300 mM, pH 3,6) 

2.325 g NaCH3COO.3H2O üzerine 12 mL glasiyel asetik asit ilave edilmiştir.750 

mL’ye saf suyla tamamlanmıştır. 

FRAP Reaktifi 
300 mM pH 3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl3 (10:1:1) oranında 

karışırılarak taze hazırlanmıştır. 

Troloks (0.25 mg/mL) 2.5 mg troloks 10 mL etanolde çözülürek stok çözeltisi hazırlanmıştır. 

DPPH
•
 Radikal Temizleme Aktivitesi İçin Kullanılan Çözeltiler 

DPPH
•
 Reaktifi  

(100 mM) 

100 mL’si için; 3,94 mg DPPH
•
 tartıldı, 90 mL metanolle çözülmüştür ve 100 

mL’ye tamamlanmıştır. 

BHT ( 0.01 mg/mL) 

0.1 mg BHT tartılmıştır, 10 mL metanolde çözülürek stok çözeltisi hazırlanmıştır. 

Stok çözelti metanolle 1:1 oranında seyreltirelerek 10-5-2.5-1.25-0.625µg/mL 

konsantrasyonları hazırlanmıştır. 

CUPRAC Tayini İçin Kullanılan Çözeltiler 

Troloks (0.25 mg/mL) 25 mg Troloks 100 mL metanolde çözülürek stok çözeltisi hazırlanmıştır.  
7.5 mM Nc Çözeltisi 78 mg Neokuproin 50 mLmetanol ile çözülerek hazırlanmıştır. 

10 mM CuCl2.2H2O 
92.4 mg CuCl2.2H2O 50 mL distile su ile çözülerek hazırlanmıştır (NaOH ile pH 7 

olacak şekilde ayarlandı.). 

1 M NH4CH3COO
-
 

3.8 g NH4CH3COO
-
 50 mL distile su ile çözülerek hazırlanmıştır (NaOH ile pH 7 

olacak şekilde ayarlanır.). 

Antimikrobiyal Aktivite Tayini İçin Kullanılan Çözeltiler 
Mc Farland 0.5 

bulanıklık standardı 

0.5 ml BaCl2 ( %1.175) ve 99.5 ml H2SO4 çözeltisi karıştırılarak hazırlanmıştır. 

 

BaCl2 ( %1.175) 1.175 g BaCl2 tartıldı ve 100 ml saf suda çözülmüştür.  

Tirozinaz Enzim İnhibisyonu Tayini İçin Kullanılan Çözeltiler 

L- DOPA çözeltisi  

(2.5 mM) 

0.004925g L-DOPA 10 mL (pH 6.8) fosfat tampon içinde çözülerek hazırlanmıştır. 

Kojik asit standardı 

(500, 100, 50,25 

mg/mL) 

2.5 mg kojik asit 5 mL fosfat tamponu çözeltisinde çözülmüştür ve elde edilen 500 

mg/mL konsantrasyonundaki kojik asit çözeltisinden, tampon çözelti ile dilüe 

örnekleri hazırlanmıştır. 

Kolinesteraz Enzim İnhibisyonu Tayini İçin Kullanılan Çözeltiler 

Asetiltiyokolin iyodür 
32.8 mg asetiltiyokolin iyodür 8 mL distile suda çözülmüştür ve kullanmadan 

hemen önce 8 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilmiştir. 

Bütiriltiyokolin iyodür 
4 mg asetiltiyokolin iyodür 8 mL distile suda çözülmüştür ve kullanmadan hemen 

önce 8 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilmiştir. 

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

Bütirilkolinesteraz 0.2 mg enzim tartıldı, 1.8 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilerek hazırlandı. 

DTNB çözeltisi 
16 g DTNB ve 7.5 g NaHCO3 4 mL fosfat tamponunda (pH 7) çözülmüştür ve 

kullanmadan hemen önce 4 mL fosfat tamponu (pH 8) ilave edilmiştir. 

Fosfat Tamponu  

(pH 8) 

8.75 g sodyum fosfat dihidrat (NaH2PO4.2H2O) 950 mL distile suda çözüldükten 

sonra 1N NaOH çözeltisiyle pH 8 olacak şekilde ayarlanmıştır ve son hacmi 1 L’ye 

distile suyla tamamlanmıştır. 
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5.3.4. Barbarea Türlerinde Antioksidan Aktivite Çalışmaları  

Türlerin oksidasyonu engelleme kapasiteleri Toplam Fenolik Madde Miktarı 

Tayini, Ferrik İndirgeyici Antioksidan Güç (FRAP) Ölçümü, Cu (II) İyonu İndirgeyici 

Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini ve DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini 

ile test edilmiştir. 

5.3.4.1. Toplam Fenolik Madde Miktarı Tayini 

Toplam fenolik madde miktarı tayini, suda ve organik çözücülerde çözünmüş olan 

fenolik bileşiklerin, alkali ortamda FCR ile renkli kompleksler oluşturması esasına 

dayanan Singleton ve Rossi’nin modifiye ettiği yöntem esas alınarak gerçekleştirilmiştir 

(287).  

Çalışmada, standart madde olarak fenolik bir bileşik olarak bilinen gallik asit 

kullanılmıştır. Çalışmada 10 mg/mL konsantrasyonunda hazırlanmış bitki ekstrelerine 

ait numuneler ve farklı konsantrasyonlarda (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ve 15.63 

µg/mL) gallik asit çözeltileri kullanılmıştır. Deneyde kör olarak numunelerin kendi 

çözücüleri kullanılmıştır. Gallik asit ve numune çözeltilerinden 50’şer µL alınıp, 

üzerine sırasıyla 2,5 mL distile su ve 250 µL FCR ilave edilmiştir. Vortekslenen 

karışımlar oda ısısında 3 dk bekletildikten sonra üzerine 750 µL % 20’lik Na2CO3 

çözeltisi eklenmiştir. Tüm tüpler vortekslendikten sonra 2 saat oda ısısında 

bekletilmiştir. Süre sonunda örneklerin absorbansları 765 nm dalga boyunda 

spektrofotometre aracılığıyla ölçülmüştür. 

Farklı konsantrasyonlardaki gallik asit çözeltilerine karşılık gelen absorbans 

değerleri kullanılarak standarda ait grafik elde edilmiştir. Çizilen grafiğe göre bitki 

ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarı mg GAE/g cinsinden hesaplanarak mg/g 

ekstre ± standart sapma olarak verilmiştir. Her örnek 3 paralel olarak çalışılmıştır.  

5.3.4.2. Ferrik İndirgeyici Antioksidan Güç (FRAP) Tayini  

FRAP metodunda Fe(III)-TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridly)-S-triazin) kompleksinin 

antioksidan madde varlığında indirgenmesi ile oluşan mavi renkli Fe(II)-TPTZ 

kompleksinin 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesi esas alınmıştır 

(288). Kalibrasyon için Troloks’un değişen konsantrasyonlarda (62.5, 125, 250, 500, 

1000 μM) hazırlanmış etanolük çözeltileri kullanılmıştır. Bitki ekstrelerine ait 
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numuneler 10 mg/mL konsantrasyonunda olacak şekilde hazırlanmıştır. FRAP reaktifi 

kullanmadan hemen önce taze olarak hazırlanmış ve çalışma boyunca manyetik 

karıştırıcıda bekletilmiştir. Deneyde kör olarak numunelerin kendi çözücüleri 

kullanılmıştır. Gallik asit ve numune çözeltilerinden 50’şer µL alınıp, üzerine 1,5 mL 

FRAP reaktifi pipetlenmiştir. Tüpler vortekslendikten sonra oda sıcaklığında 20 dk 

bekletilmiştir. Süre sonunda örneklerin absorbansları 565 nm dalga boyunda 

spektrofotometre yardımıyla belirlenmiştir. Numunelerin FRAP değerleri standart 

madde olarak kullanılan Troloks ile karşılaştırılarak TEAC (μM) olarak ifade edilmiştir.  

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

Tayini 

DPPH radikali ticari olarak satın alınabilen bir radikaldir ve deney sırasında bu 

radikalin metanol ile hazırlanan 100 µM’lık çözeltisi kullanılmıştır. Antioksidan 

bileşiklerin varlığında mor menekşe renkli DPPH
•
 radikalinin rengi açılır ve 517 nm 

dalgaboyunda maksimum absorbansındaki azalış tespit edilir. Standart madde olarak 

metanol kullanılarak 0.01 mg/mL konsantrasyonunda hazırlanmış olan BHT 

kullanılmıştır (122). 

Öncelikli olarak analizi yapılacak numunelerin çalışma için uygun 

konsantrasyonları belirlenmiştir. Ön denemelerde hazırlanan numune ve DPPH
 

çözeltisinden 1:1 oranında pipetlenerek 40 dk beklenmiştir. Süre sonunda radikalin mor 

menekşe rengi kalıcı ise konsantrasyonun numune için uygun olduğu belirlenmiş, 

rengin kaybolması durumunda numune konsantrasyonu seyreltilerek aynı şekilde ön 

denemeye devam edilmiştir. Numunelerin belirlenen konsantrasyonları kendi çözücüleri 

ile seyreltilerek farklı konsantrasyonlarda hazırlanırken; BHT stok çözeltisinin de 

yarıyarıya seyreltilmiş 5 farklı dilüsyonu hazırlanmıştır. Eşit hacimde (750 µL) DPPH
. 

çözeltisi ve numune çözeltileri karıştırılıp vortekslendikten sonra oda sıcaklığında, 

karanlık ortamda, ilk pipetlemeden sonra 55 dakika olacak şekilde bekletilmiştir. Süre 

sonunda örneklerin absorbansı, 517 nm dalga boyunda, köre karşı spektrofotometre 

yardımıyla okunarak belirlenmiştir. Kör olarak DPPH
.
 çözeltisi ve numunelerin 

çözüldüğü çözücüler kullanılmıştır. Bulunan absorbanslara karşılık gelen 

konsantrasyonlar grafiğe geçirilerek IC50 değerleri hesaplanmıştır. Tüm numuneler 3 

tekrarlı olacak şekilde çalışılmıştır. 
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5.3.4.4. Cu (II) İyonu İndirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini 

Cuprac metodunda 2,9- dimetil-1,10-fenantrolin (Nc)’in Cu(II) ile oluşturmuş 

olduğu Cu(II)-Nc’nin, antioksidan madde varlığında oluşturduğu şelatın [bakır(I)-

neokuproin (Cu(I)-Nc)] 450 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesi esas 

alınarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadır (120). 

Kalibrasyon için Troloks’un değişen konsantrasyonlarda (62.5, 125, 250, 500, 

1000 μM) hazırlanmış metanolük çözeltileri kullanılmıştır. Bitki ekstrelerine ait 

numuneler 10 mg/mL konsantrasyonunda olacak şekilde hazırlanmıştır. Deneyde kör 

olarak numunelerin kendi çözücüleri kullanılmıştır. Numune çözeltilerinden 500’şer µL 

alınıp, üzerine 1000 μL NH4CH3COO
-
 ve 1000 μL CuCl2.2H2O pipetlenmiştir. Daha 

sonra test çözeltilerine 1000 μL Nc reaktifi pipetlenirken numune körü için 1000 μL 

reaktif çözücüsü (metanol) 20 sn arayla pipetlenmiştir. Tüpler vortekslendikten sonra 

karanlıkta ve oda sıcaklığında 30 dk bekletilmiştir. Süre sonunda örneklerin 

absorbansları 450 nm dalga boyunda spektrofotometre yardımıyla belirlenmiştir. 

Numunelerin antioksidan kapasitesi standart madde olarak kullanılan Troloks ile 

karşılaştırılarak TEAC (μM) olarak ifade edilmiştir.  

5.3.5. Barbarea Türlerinde Antimikrobiyal Aktivite Tayini 

Tez kapsamında çalışılan türlerden elde ekstrelerin antimikrobiyal aktivitelerinin 

tayin edilmesinde Agar Kuyucuk Difüzyon Yöntemi ve Minimal İnhibisyon Yöntemi 

kullanılmıştır. Çalışmalar sırasında kullanılan test mikroorganizmaları 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 

mantarı [Candida albicans (ATCC 60193), Saccharomyces cerevisiae (RSKK 251)] 

olarak belirlenmiştir.  

5.3.5.1. Agar Kuyucuk Difüzyon Metodu 

Türlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonların antimikrobiyal aktivitelerinin 

olup olmadığının belirlenmesinde ilk olarak agar kuyucuk difüzyon metodu 

kullanılmıştır (289).  
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Gram (+) ve gram (-) bakteriler için Mueller Hinton Agar ve broth, mantarlar için 

maya ekstreli sıvı besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI) ve Potato Dextrose agar (PDA) 

(Difco, Detriot, MI), M. smegmatis için Brain Heart Infusion (BHI) agar ve broth 

(Merck, ABD) kullanılmıştır. Test edilecek bakteriler bir gece inkübe edildikten sonra 

kültür bakterilerinden sıvı besiyeri içinde yaklaşık olarak 10
6 

kob/ml (koloni oluşturan 

birim=colony forming unit) olacak şeklinde dilüsyonları yapılmıştır. Önceden 

hazırlanmış katı besiyerlerine yaygın ekimleri yapılarak besiyerleri üzerinde steril cam 

boru yardımıyla 2 cm aralıklarda, 5 mm çapında kuyucuklar açılmıştır. Türlere ait 

ekstre ve alt fraksiyonların çözücüleri uzaklaştırıldıktan sonra, DMSO ile her bir 

örneğin konsantrasyonu 10.000 (μg/mL) olacak şekilde yeniden çözülmüştür. Her bir 

kuyucuğa 50 µL test edilecek örneklerden ilave edilmiştir. Bakteri ihtiva eden petriler 

24 saat, maya ihtiva eden petriler 48 saat, M. smegmatis kültürü yapılan petriler ise 3 

gün 36 ºC’de inkübasyona bırakılmıştır (290). Süre sonunda bir cetvel yardımıyla 

inhibisyon zonları ölçülmüştür. Analizde standart madde olarak bakteriler için 

Ampisilin (10 μg), Streptomisin (10 μg) ve mayalar için Flukonazol (5 μg) 

kullanılmıştır. Tüm testler iki tekrarlı olarak çalışılmıştır ve ayrıca çözücü kontrol 

numunesi olarak DMSO kullanılmıştır. 

5.3.5.2. Minimal İnhibisyon Yöntemi 

Agar kuyucuk metodunda türlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonlarının 

etkinliğini kantitatif olarak belirleyebilmek için sıvı besiyerlerinde mikrodilüsyon sıvı 

yöntemi uygulanarak, MİK (µg/mL) olarak belirlenmiştir (290).  

MİK yöntemi, “National Committee for Clinical Laboratory Standard” (NCCLS) 

standartlarının belirlediği kriterler göz önüne alınarak yapılmıştır. Bu amaçla kullanılan 

besiyerleri; bakteriler için Müller Hinton agar (MHA) ve sıvı (MHB) (H.7.3) (Difco, 

Detroit, MI), maya mantarları için Yeast Nitrogen Base sıvı (YNBB, pH 7.0) (Difco, 

Detroit, MI) ve PDA (Difco, Detroit, MI), M. smegmatis için Brain Heart Infusion (pH 

7.2) besiyerleri kulanılmıştır. Kültürler 3–5 gün 35°C’de aerobik koşullarda inkübe 

edilmiştir (291).  

Mikrodilüsyon test için ELISA pleytleri kullanılmıştır. Ekstrelerin 0.1 mL’si sıvı 

besiyerleri ile seri sulandırmaları yapılarak inoküle edilen mikroorganizmaların bir 

gecelik kültürlerinden McFarland 0.5 bulanıklılığında (1X10
8
 kob/ml) süapansiyonları 
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hazırlanmıştır. Süspansiyonlar 1:10 oranında seyreltilerek her bir kuyucuğa final test 

konsantrasyonu 5X10
4
 kob/kuyucuk olacak şekilde 0.005 mL mikroorganizma 

konulmuştur. Pleytler 35 ºC’de 16-72 saat süre ile aerobik koşullarda etüvde beklemeye 

bırakılmıştır. Standart çözücü kontrolü yanında kontrol ilaç olarak bakteriler için 

Ampisilin (10 μg), Streptomisin (10 μg) ve mayalar için Flukonazol (5 μg) 

kullanılmıştır. 

5.3.6. Barbarea Türlerinde Tirozinaz Enzim İnhibisyonu Tayini 

B. auriculata var. paludosa, B. plantaginea ve B. integrifolia’nın toz edilmiş 

çiçekli topraküstü kısımlarından, 10 mg/mL olarak hazırlanan metanol ekstreleri ve alt 

fraksiyonları (kloroform, etil asetat ve arta kalan su) potasyum fosfat tamponu (pH 6.8) 

ile 25, 50, 100 ve 500 µg/mL konsantrasyonlarda olacak şekilde dilüe edilmiştir. 

Örneklerin tirozinaz inhibisyon kapasitesi, substrat olarak L-DOPA’nın kullanıldığı 

modifiye edilmiş metot yardımıyla spektrofotometrik olarak tayin edilmiştir (4). Fungal 

bir metabolik ürün olan ve bakır ile şelasyon sonucu güçlü tirozinaz inhibitör özellik 

gösteren α-Kojik asit pozitif kontrol için kullanılmıştır. α-Kojik asitin farklı 

konsantrasyonları (25, 50, 100 ve 500 µg/mL hazırlanmıştır (292). Örneklerin ölçümleri 

96-kuyucuklu mikroplak kullanılarak, ELISA okuyucu yardımıyla gerçekleştirilmiştir.  

Deney protokolü A, B, C ve D olmak üzere kodlanarak oluşturulmuştur. A, 120 

µL fosfat tamponu (pH=6.8), 40 µL tirozinaz solüsyonu (46 ünite/ mL); B, 160 µL 

fosfat tamponu (pH 6.8); C, 80 µL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 µL tirozinaz solüsyonu 

(46 ünite/ mL), 40 µL örnek solüsyonu; D, 120 µL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 µL 

örnek solüsyonu eklenerek ve karışımlar 23 ºC’de 10 dk inkübasyona bırakıldıktan 

sonra her bir karışıma 40 µL L-DOPA çözeltisi konularak tekrar 23 ºC’de 10 dk 

inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra mikroplaklar ELISA cihazına yerleştirilerek, 

örnekler ve kontrol numunesinin absorbansları 490 nm dalga boyunda okunmuştur. 

Absorbans değerleri aşağıdaki formülde yerlerine yazılarak örneklerin tirozinaz enzim 

inhibisyon değerleri hesaplanmıştır. Her örnek 3 paralel olarak çalışılmıştır . 

% İnhibisyon = [ (A-B)- (C-D) ] / (A-B) ] ×100  

Elde edilen sonuçlar madde miktarının logaritması - % enzim inhibisyon (absis-

ordinat) olacak şekilde grafiğe geçirilmiş ve elde edilen denklemden ekstrelerin enzim 

üzerine olan IC50 değerleri hesaplanmıştır.  
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5.3.7. Barbarea Türlerinde Kolinesteraz Enzim İnhibisyonu Tayini 

Asetil ve bütirilkolinesteraz enzim inhibisyonu tayini, Ellman tarafından 

geliştirilen spektrofotometrik yöntem yardımıyla belirlenmiştir (293). Deney sırasında 

enzim olarak elektrik balığından elde edilen Asetilkolinesteraz (AChE) ve at 

serumundan elde edilen Bütirilkolinesteraz (BChE) kullanılmıştır. Kolinesteraz 

aktivitesinin ölçülmesinde asetiltiyokolin iyodür (Sigma, ABD) ve bütiriltiyokolin 

iyodür substrat olarak kullanılırken; DTNB (5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit) 

renklendirici madde olarak kullanılmıştır. Kontrol ve test bileşikleri sodyum fosfat 

tamponu (pH 8) ile çözülerek son konsantrasyonları 25-200 µg/mL olacak şekle dilüe 

edilmiştir. Çalışılan mikroplaktaki tüm kuyucuklara 130 µL sodyum fosfat tamponu 

(pH 8) pipetlendikten sonra kör olarak ayrılan kuyucuklar belirlenmiş ve diğer 

kuyucuklara farklı konsantrasyonlarda 10 µL örnek çözeltileri ilave edilmiştir. Daha 

sonra tüm kuyucuklara 20 µL enzim çözeltisinden pipetlenerek 25 ºC de 15 dk inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrasında tüm kuyucuklara 20 µL DTNB ve hemen arkasından 

20 µL substrat (asetiltiyokolin iyodür veya bütiriltiyokolin iyodür) eklenerek reaksiyon 

başlatılmıştır. Substratların hidrolizi ile meydana gelen tiyokolin, DTNB ile reaksiyona 

girerek sarı renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu meydana getirmiştir. Ölçümler 412 

nm dalga boyunda, ELISA cihazında spektrofotometrik olarak gerçekleştirilmiştir. 

Örneklerin AChE ve BChE inhibisyon yüzdeleri aşağıda verilen formüle göre 

hesaplanmış ve standart olarak kullanılan galantamin ile karşılaştırılmıştır. Deneyler üç 

tekrarlı olarak çalışılmıştır. 

% İnhibisyon = 100 - [ (A1 / A2) x 100 ]  

A1= Örnek çözeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansı  

A2= Kontrol çözeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansı 

Elde edilen sonuçlar madde miktarının logaritması - % enzim inhibisyon (absis-

ordinat) olacak şekilde grafiğe geçirilmiş ve elde edilen denklemden örneklerin enzim 

üzerine olan IC50 değerleri hesaplanarak sonuçlar IC50 ± standart sapma olarak 

verilmiştir. 

5.3.8. Barbarea Türlerinde Sitotoksisite Tayini 

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

sitotoksik özellikleri ve antikanser aktiviteleri MTT testi ile belirlenmiştir. MTT testi, 
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biyolojik aktivite için marker olarak dehidrogenaz enzim aktivitesi ölçülerek hücre 

canlılığının belirlenmesi esasına dayanan bir yöntemdir. Bu çalışmada, insan meme 

kanser (MDA-MB-231 ve MCF-7), insan hepatoselüler karsinom (Hep3B), insan 

prostat kanser (PC-3), insan akciğer kanser (A549) ve insan kolon karsinom (HCT116) 

olmak üzere 6 farklı kanser hücre hattı ve sağlıklı normal fare fibroblast (L-929) hücre 

hattı kullanılmıştır. Negatif kontrol grubu olarak hücre hatlarına herhangi bir 

muamelede bulunulmamış sadece medium eklenmiştir. Pozitif kontrol ajanı olarak 

Vinkristin kulanılmıştır. 

Hücre hatları ticari olarak temin edilmiştir ve sıvı azot tankında muhafaza 

edilmiştir. Çalışmada kullanılan hücre hatlarının gelişimi %5 CO2 ve %95 nem içeren 

inkübatörde, 37 ºC’de, %10 FBS, 100 mM L-glutamin ve 100 mM antibiyotik çözeltisi 

içeren DMEM doku kültürü besiyerinde ve T-25 ve T-75 cm
2
 hücre kültürü flasklarında 

gerçekleştirilmiştir. Doku kültürü besiyeri gün aşırı değiştirilerek hücrelerin gelişimleri 

gözlenmiştir. Canlı hücre sayımı için 50 µL hücre süspansiyonu alınarak thoma lamı 

üzerine aktarılarak İnverted mikroskop kullanılarak yapılmıştır. Hücre hatlarının 

pasajlanması hücrelerin yoğunluğuna ve çalışma planına bağlı olarak 3-4 günde bir 

yapılmıştır. 

Flasklarda %80-90 yayılma gösteren hücreler Tripsin/EDTA ile kaldırılarak 

sayımı yapıldıktan sonra 96 kuyucuklu platelere 5x10
3
 hücre/kuyu olacak şekilde 

aktarılmıştır. Numuneler uygulanmadan önce tutunmaları için 24 saat inkübe edilmiştir. 

Bitki ekstrelerinin son konsantrasyonunda % 0.1 olan DMSO ile çözülmüştür. 24 saatlik 

inkübasyon sonrasında, doku kültürü besiyeri 25, 50, 100 μg/ml konsantrasyonlarında 

örnekleri içeren taze besiyeri ile değiştirilmiştir.  

Numunelerin uygulandığı hücre plateleri 37 ºC’de ve %5 CO2’li inkübatörde 48 

saat inkübe edilmiştir. Sürenin sonunda hücrelerin üzerine 10 μL MTT labeling ajanı 

ilave edilerek 37 ºC’de 4-6 saat inkübe edilerek formazon kristallerinin oluşumu 

sağlanmıştır ve süre sonunda kuyucuklara 100 μL solubilizasyon tamponu ilave edilerek 

kristallerin çözünmesi için plateler bir gece boyunca inkübatörde tutulmuştur. Sürenin 

sonunda her bir kuyucukta oluşan mor rengin absorbans değerleri 550 ve 600 nm dalga 

boyunda spektrofotometrik olarak ölçülerek değerlendirilmiştir. Örneklerin tüm 

konsantrasyonları için elde edilen absorbans değerlerinin, negatif kontrol grubunun 
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absorbans değerine oranı 100 ile çarpılarak, her örneğin tüm konsantrasyonları için % 

hücre canlılık değerleri hesaplanmıştır. Her bir örnek 3 tekrarlı olarak çalışılmış ve 

sonuçlar ortalama % canlılık değeri ± standart hata olarak verilmiştir. 

5.4. Fitokimyasal Çalışmalar 

Tez kapsamında fitokimyasal çalışma olarak, türlerden elde edilen metanol 

ekstreleri üzerinde HPLC ile fenolik bileşiklerin analizi ve B. integrifolia’da bulunan 

majör bileşiklerin saflaştırma çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

5.4.1. Fitokimyasal Çalışmalarda Kullanılan Cihazlar 

Fitokimyasal çalışmalarda kullanılan cihazlar cihazlar marka/model olarak Tablo 

10’da belirtilmiştir. 

 Tablo 10. Fitokimyasal çalışmalarda kullanılan cihazlar 

Cihaz Adı Marka/Model 

Hassas Terazi OHAUS Pioneer 

Etüv Ecocell 

Rotary evaporatör Heidolph Hei-VAP Precision 

UV Lambası  Mineralight UVGL -58 

Vakum Pompası Millipore Model No: WP6122050 

Ultrasonik Banyo Bandelin Sonorex RK 255 H 

Kolon C18 kolonu (RP-C18, Waters Spherisorb, Milfort) 

HPLC Cihazı Shimadzu Corporation, LC 20 AT 

NMR Spektrometresi Agilent 400 MHz (
1
H-NMR), 400 MHz (

13
C-NMR) 

 

5.4.2. Fitokimyasal Çalışmalarda Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Fitokimyasal çalışmalarda kullanılan kimyasal maddeler, adsorbanlar ve çözücü 

sistemleri aşağıda belirtilmiştir. 

Tablo 11. Fitokimyasal çalışmalarda kullanılan kimyasal maddeler 

Kimyasal Maddeler Markası 

Etil Asetat Sigma-Aldrich 

Formik Asit Sigma-Aldrich 

Metanol Sigma-Aldrich 

Sülfürik Asit (H2SO4) Sigma-Aldrich 

n-Hegzan Sigma-Aldrich 

Kloroform Sigma-Aldrich 

Vanilin Sigma-Aldrich 

Toluen Riedel-Dehaen 
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Tablo 12. Fitokimyasal çalışmalarda kullanılan adsorbanlar 

Yöntem Adsorban 

İTK 

 Normal faz silika jel  

(Hazır aluminyum plak, Kieselgel 60 F254, 0.2 mm, 20x20 cm, Merck 5554) 

 Ters faz silika jel 

(Hazır aluminyum plak, RP-18 F254, 20x20 cm, Merck 5559) 

Kolon 

Kromatografisi 

 Normal faz silika jel 

(Kieselgel 60, 0.040-0.063 mm Merck 9385 ve Kieselgel 60, 0.063-0.2 mm, 

Merck 7734) 

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

 Ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 25-40 μm, Merck 9303) 

 

Tablo 13. Kromatografik çalışmalarda kullanılan çözücü sistemleri 

Çözücü sistemi Yöntem 

CHCl3:MeOH (80:20) 

Silika jel kolon kromatografisi 

İTK 

CHCl3:MeOH (70:30) 

CHCl3:MeOH (60:40) 

CHCl3: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:H2O (90:10:1) 

CHCl3:MeOH:H2O (80:20:2) 

CHCl3:MeOH:H2O (70:30:3) 

CHCl3:MeOH:H2O (50:50:5) 

Etil asetat 

H2O:MeOH (100:0-0:100) Ters faz silika jel kolon kromatagrafisi 

Asetik asit: Formik Asit: (25:2:2:4) 

İTK Toluen: EtOAc: Formik Asit (5:4:1) 

EtOAc: MeOH: Su (7:2:1) 

MeOH 
Sefadeks kolon kromatagrafisi 

Kloroform: MeOH (1:1) 
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5.4.3. Barbare Türlerinin Fenolik Bileşiklerinin HPLC ile Belirlenmesi 

Barbarea türlerinin metanol ekstrelerinin içerdiği fenolik bileşiklerin analizi 

kurutulmuş ve toz edilmiş çiçekli topraküstü kısımlarından elde edilen ham metanol 

ekstrelerinden hareketle yapılmıştır. Kuru ekstrelerden alınan numuneler 

konsantrasyonu 10 mg/mL olacak şekilde HPLC saflıkta metanolde yeniden 

çözüldükten sonra 0.45 µm membran filtreden geçirilerek analiz örnekleri 

hazırlanmıştır.  

HPLC çalışmalarında p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, şiringaldehit, p-kumarik 

asit, sinapik asit, benzoik asit ve kersetin olmak üzere 7 fenolik bileşik standart olarak 

kullanılmıştır. HPLC saflıkta metanolle her bir standartın konsantrasyonunun 100 

µg/mL olacak şekilde stok çözeltisi hazırlanmış ve 0.45 µm membran filtreden 

geçirilmştir. Daha sonra kalibrasyon eğrisi oluşturulması için standartları içeren stok 

çözeltiden hareketle 5-10-25-50-100 µg/mL konsantrasyonlarındaki dilüsyonları 

hazırlanmıştır.  

Fenolik bileşiklerin analizinde DAD dedektörü kullanılmıştır ve analiz 270 nm 

dalga boyunda gerçekleştirilmiştir. Fenolik bileşiklerin tespitinde C18 (RP-C18, 150 

mm×4.6 mm, 5 µm) kolon kullanılmıştır. Ayırım A çözeltisi %100 metanol, B çözeltisi 

%2’lik sulu asetik asit (pH 2.8) olduğu ikili çözücü sistemiyle gradient program 

uygulanarak 16 dk.’da gerçekleştirilmiştir. Gradient program bittikten sonra kolonu 

dengeye getirmek amacıyla kolondan 16 dakika boyunca mobil faz geçirilmiştir (295). 

Fenolik bileşiklerin analizinde kullanılan HPLC şartları:  

Kolon  :  C18 kolonu (RP-C18, 150 mm × 4.6 mm, 5 µm), 

Akış hızı  :  1.5 mL/dk, 

Enjeksiyon hacmi  :  20 µL,  

Kolon sıcaklığı  : 25 °C 

Dalga boyu  : 270 nm, 

Dedektör  :  DiodeArrayDetector (DAD) 

Yöntem  : Gradient elüsyon 

Hareketli faz  : A: %100 metanol 

   B: %2 sulu asetik asit çözeltisi (pH 2.8) 

Süre : 16 dk 
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Tablo 14. Gradient elüsyonda kullanılan çözücü oranları 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. İzolasyon Çalışmalarında Kullanılan Kromatografik Yöntemler 

5.4.4.1. İnce Tabaka Kromatografisi (İTK) 

İzolasyon çalışmalarında kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonların 

izlenmesi için, normal faz ve ters faz silika jel kaplı hazır alüminyum plaklar 

kullanılmıştır.  

Örnekler, pastör pipeti yardımıyla, plağın alt ucunun 1 cm yukarısında ve 0.5-0.7 

cm aralıklarla olacak şekilde tatbik edilmiştir. Daha sonra İTK plakları mobil faz olarak 

kullanılan çözücü tankına konularak oda sıcaklığında 7-10 cm yürütülmüştür. Plaklar 

tanka konulmadan önce, tank atmosferinin çözücü buharıyla doymuş olmasına dikkat 

edilmiştir. Plaklar tanktan çıkarıldıktan sonra kurutulmuştur. Lekeler UV254 / UV366 nm 

dalga boyunda UV lambası altında ve/veya revelatör kullanılarak belirlenmiştir.  

5.4.4.2. Açık Kolon Kromatografisi (KK) 

Ön saflaştırılma çalışmalarında kullanılan yöntemlerden biri de kolon 

kromatografisidir. Kolon kromatografisinde, selüloz, iyon değiştirici reçineler, silika jel, 

poliamid ve sefadeks gibi adsorbanlar kullanılmaktadır. Çalışmalarımızda adsorban 

olarak normal faz silika jel, ters faz silika jel ve sefadeksten yararlanılmıştır. 

Fraksiyonlar toplandıktan sonra kontrolleri İTK plakları ile gerçekleştirilmiştir. Plak 

üzerinde Rf değerleri aynı olan maddelerin bulunduğu fraksiyonlar birleştirilerek 

kuruluğa kadar uçurulmuştur. 
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5.4.4.3. Kullanılan Kolonların Hazırlanması 

- Normal faz silika jel kolon kromatografisi  

İstenilen miktarda tartılan silika jel, yeterli miktarda çözücü sistemi ile süspande 

edilerek, uygun boyutlara sahip, alt ucuna pamuk yerleştirilmiş cam kolona 

aktarılmıştır. Kolondan yeterli miktar uygun çözücü sistemi geçirilerek, adsorbanın 

kolon içinde hava boşlukları kalmayacak şekilde yerleşmesi sağlanmıştır. Kolondaki 

adsorban tam olarak yerleştiğinde kolona numune tatbik edilmiştir. 

- Sefadeks kolon kromatografisi  

İstenilen miktarda sefadeks, yeterli miktarda çözücü (metanol, 

kloroform:metanol) ile karıştırılarak alt ucuna pamuk yerleştirilmiş cam kolona 

doldurulmuştur. Adsorban kolona iyice yerleşinceye kadar kolondan çözücü 

geçirilmeye devam edilmiştir. Çözücü adsorbanın üzerinde 1-2 mm kalıncaya kadar 

akıtıldıktan sonra, kolona numune tatbik edilmiştir. 

- Vakum likit kromatografisi (Ters faz silika jel kolon kromatografisi) 

İstenilen miktarda ters faz silika jel, yeterli miktarda metanol ile karıştırılarak alt 

ucuna pamuk yerleştirilmiş cam kolona doldurulmuştur. Adsorban iyice yerleşene kadar 

su kolondan negatif basınç uygulayarak geçirilmiştir. Kolon dengeye ulaştığında 

numune tatbik edilmiştir. 

5.4.4.4. Numunenin Kolona Tatbik Edilmesi 

Numuneler kolona çözücü yardımı veya kuru tatbik yöntemi ile yüklenmiştir. 

Çözücü yardımı ile tatbik: Numune az miktardaki uygun çözücü/çözücü 

sisteminde çözüldükten sonra pastör pipeti yardımı ile kolona tatbik edilmiştir. 

Adsorbanın üst yüzeyinin bozulmamasına dikkat edilerek, yavaş yavaş mobil faz olarak 

kullanılacak çözücü ilave edilmiş ve elüsyona başlanmıştır. 

Kuru tatbik: Silika jel ile hazırlanan kolonlara tatbik edilen numuneler için bu 

yöntem kullanılmıştır. Numune iyi çözündüğü çözücü ile çözüldükten sonra yeterli 

miktardaki silika jel ile karıştırılmıştır. Çözücü uzaklaştırılmıştır. Elde edilen kuru 

haldeki nunmune silika jelle önceden hazırlanmış kolona ilave edilerek uygun çözücü 

sistemi ile elüsyona başlanmıştır. 
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5.4.5. Kloroform Ekstresi Üzerinde Yapılan İzolasyon Çalışmaları 

Kloroform ekstresi (9.5 g), ön ayırım için silika jel (100 g, 0.063-0.2 µm) ile 

hazırlanmış kolon kromatografisine uygulanmıştır. Bu işlem için, 9.5 g kloroform 

ekstresi kloroformda çözüldükten sonra 10 g silika jel (0.063-0.2 µm) ile karıştırılmış ve 

kloroform tamamen uzaklaşana kadar kurutulmuştur. 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) çözücü sistemleriyle elüsyon gerçekleştirilmiştir. Fraksiyonlar 50 mL 

şeklinde toplanmıştır ve toplam olarak 39 fraksiyon elde edilmiştir. Fraksiyonlar İTK ile 

etil n-hekzan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3) ve toluen:etil asetat:formik asit (5:4:1) çözücü 

sistemlerinde kontrol edilmiştir. Benzer fraksiyonlar birleştirilmiştir.  

13-23. fraksiyonlar birleştirilerek uçurulmuş ve 1.2 g olarak belirlenmiştir. Ekstre 

kloroform ile yeniden çözülerek 10 g silika jel (0.04-0.063 µm) ile karıştırılmış ve 

çözücüsü tamamen uzaklaşana kadar kurutulmuştur. Cam kolona kloroform:metanol:su 

(90:10:1) ile karıştırılan silika jel (40 g, 0.04-0.063 µm) alınarak kolon hazırlanmıştır. 

Kurutulan numune kolona ilave edilerek artan polaritedeki kloroform:metanol:su 

(90:10:1, 80:20:2, 73:30:3, 50:50:5) çözücü sistemleriyle elüsyon gerçekleştirilmiştir. 

Yapılan İTK analizleri sonunda 5-6. fraksiyonlar birleştirilmesine karar verilmiştir. 

5-6. fraksiyonlar birleştirilerek uçurulmuş ve 192.6 mg olarak belirlenmiştir. 

Kloroform: metanol (1:1) ile çözülerek sefadeks kolona tatbik edilmiş ve elüsyon 

kloroform: metanol (1:1) çözücü sistemiyle gerçekleştirilmiştir. Toplam 14 fraksiyon 

toplanmıştır. Fraksiyonlar İTK plağa tatbik edilerek kloroform: metanol: su (90:10:1) 

çözücü sisteminde sürüklenmiş ve 7-8. fraksiyonlar birleştirilerek uçurulduktan sonra 

(147.1 mg) tekrar sefadeks kolona tatbik edilmiştir. Elüsyon kloroform: metanol (1:1) 

çözücü sistemiyle gerçekleştirilmiştir. Toplam olarak 12 fraksiyon toplanmıştır. 

Fraksiyonlar İTK plağa tatbik edilerek kloroform: metanol: su (90:10:1) ve n-hekzan: 

etil asetat (8:2) çözücü sistemlerinde sürüklenmiştir. Toplanan fraksiyonlardan 3-7. 

fraksiyonlar birleştirilerek uçurulmuştur ve 116.8 mg (Bİ-1) olarak elde edilmiştir. 

5.4.6. Etil Asetat Ekstresi Üzerinde Yapılan İzolasyon Çalışmaları 

Etil asetat ekstresi (1.2 g) metanol ile az miktarda çözülmüş, 10 g silika jel ile 

karıştırılmış ve çözücüsü tamamen uzaklaştırılmıştır. Daha sonra silika jel (30 g, 0.063-

0.2 µm) kloroform: metanol: su (90:10:1) ile karıştırılarak uygun boyutlardaki cam 
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kolona alınmıştır ve kuru numune hazırlanan kolona tatbik edilmiştir. Elüsyona 

kloroform: metanol: su (90:10:1) ile başlanmış ve artan polaritedeki kloroform: 

metanol: su (80:20:2, 70:30:3, 50:50:5) çözücü sistemleriyle devam edilmiştir. 

Fraksiyonlar 10 mL olacak şekilde toplanmıştır ve toplamda 67 fraksiyon elde 

edilmiştir. Fraksiyonlar İTK ile etil asetat: metanol: su (90:10:1, 80:20:2, 70:30:3) 

çözücü sistemleriyle kontrol edildikten sonra 21-24 nolu fraksiyonların birleştirilmesine 

karar verilmiştir. Yoğunlaştırılan 21-24 nolu fraksiyon (167.8 mg) az miktarda metanol 

ile çözülerek sefadeks kolona tatbik edilmiştir. Elüsyon %100 metanol ile 

gerçekleştirilmiştir. Toplam olarak 13 fraksiyon alınmıştır. Fraksiyonlar İTK plağa 

tatbik edilerek etil asetat: metanol: su (7:2:1) çözücü sisteminde sürüklenmiştir. 17-19. 

Fraksiyonlar birleştirilerek yoğunlaştırılmıştır (60.1 mg, Bİ-2). 

5.4.7. Arta Kalan Su Fraksiyonu Üzerinde Yapılan İzolasyon Çalışmaları 

Arta kala su fraksiyonundan 5 g alınarak az miktarda suda süspande edilmiş ve 

ters faz silika jel (LiChroprep RP-18, 25-40 μm) ile hazırlanmış kolona (2x27 cm) 

uygulanmıştır. Elüsyona 50 mL su ile başlanmış, daha sonra metanolün artan 

oranlarında (su: metanol 99:1→ 0:100) elüsyona devam edilmiştir. 20’şer mL halinde 

toplanan 122 fraksiyon elde edilmiştir. Fraksiyonlar İTK plağına tatbik edilerek etil 

asetat: metanol: su (7:2:1) çözücü sisteminde sürüklendikten sonra benzer fraksiyonlar 

birleştirilmiştir. 

11-17. fraksiyonlar birleştirilerek yoğunlaştırılmış (160 mg) ve az miktarda 

metanolle çözülerek sefadeks kolona tatbik edilmiştir. Elüsyon %100 metanolle 

yapılmış ve 12 fraksiyon toplanmıştır. Fraksiyonlar İTK plağa tatbik edilerek etil asetat: 

metanol: su (7:2:1) çözücü sisteminde sürüklenmiştir. 4-5. fraksiyonlar ile 8-9. 

fraksiyonlar yoğunlaştırılmıştır (sırasıyla 106.7 mg, Bİ-3; 8.6 mg, Bİ-4).  

62-64. fraksiyonlar birleştirilerek yoğunlaştırıkmış (78.7 mg) ve az miktarda metanolle 

çözülerek sefadeks kolona tatbik edilmiştir. Elüsyon %100 metanolle yapılmış ve 11 

fraksiyon toplanmıştır. Fraksiyonlar İTK plağa tatbik edilerek etil asetat: metanol: su 

(7:2:1) çözücü sisteminde sürüklenmiştir. 6-7. Fraksiyonlar birleştirilerek 

yoğunlaştırılmıştır (38.7 mg, Bİ-5).  
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5.5. İstatistiksel Olarak Verilerin Değerlendirilmesi 

Sonuçlar üç bağımsız deneyin ortalaması ve standart sapma alınarak 

hesaplanmıştır. Deney sonuçları, SPSS (Statistics Program for Social and Science) 20 

istatistik programına yüklenerek normal dağılıma uygunlukları Kolmogorov-Smirnov 

testi, Shapiro Wilk testi, Basıklık ve çarpıklık değerleri ile kontrol edilmiştir (294). 

Normal dağılıma uygun oldukları görüldükten sonra analizi yapılan her bir örnek için 

elde edilen sonuçların kendi arasındaki ilişkileri T-testi ile değerlendirilmiştir ve 

sonuçların istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüştür (p<0.05).  
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7
8

 

 

Şekil 15. B. integrifolia izolasyon şeması 

B. integrifolia  
Toprak üstü kısmı (560 g) 

Metanol ekstresi 

 (70.72 g) 

Kloroform fazı  

(10 g) 

Fr. 13-23 (1.2 g) 

Fr. 5-6 (192.6 mg)  

Fr. 7-8 (147.1 mg) 

Fr. 3-7. (116.8 mg)  

Etil Asetat fazı  

(1.2 g) 

Fr. 21-24 (167.8 mg) 

Fr. 17-19 (60.1 mg) 

Su fazı  

( 54 g) 

Su fazından 5 g 
alındı 

Fr. 11-17 

(160 mg) 

Fr. 4-5 (106.7 mg) Fr. 8-9 (8.6 mg) 

Fr. 62-64 

(78.7 mg) 

Fr. 6-7 (38.7 mg)  

3 L Metanol × 2 

1) H2O:Metanol (9:1) ×1 

2) Sırasıyla kloroform ve etil asetat ile partitisyon 

Silika jel KK 

 n- Hekzan:EtOAc 

(100:0)→(0:100) 

Silika jel KK 

CHCl3:MeOH:H2O 

(90:10:1)→(50:50:5) 

 

Sefadeks LH-20 KK 

CHCl3:MeOH (1:1) 

Sefadeks LH-20 KK 

CHCl3:MeOH (1:1) 

Sefadeks LH-20 KK 

MeOH 

Sefadeks LH-20 KK 

MeOH 

Sefadeks LH-20 KK 

MeOH 

Silika jel KK 

CHCl3:MeOH:H2O 

(90:10:1)→(50:50:5) 

 Ters faz silika jel KK 

H2O:MeOH 

(100:0→.0:100) 
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6. BULGULAR 

6.1. Barbarea Türlerinde Antioksidan Aktivite Çalışmalarına Ait Bulgular  

6.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktarı Tayini Sonuçları 

Tez kapsamında çalışılan Barbarea türlerinden elde edilen ekstrelerin toplam 

fenolik madde miktarı tayinleri, standart madde olarak kullanılan gallik asit için 

hazırlanan kalibrasyon eğrisinden yararlanılarak bulunmuştur. Gallik asit için hazırlanan 

kalibrasyon eğrisi Şekil 16’da verilmiştir. 1 g bitkinin içerdiği toplam fenolik madde 

miktarı GAE (mg/g) olarak Şekil 17’de ve Tablo 15’de belirtilmiştir.  

 

 

Şekil 16. Fenolik madde miktar tayininde kullanılan gallik asit’e ait grafik 

 

 

Şekil 17. Barbarea türlerine ait ekstrelerin fenolik madde miktar tayini sonuçlarının 

karşılaştırılması 
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6.1.2. Ferrik İndirgeyici Antioksidan Güç (FRAP) Tayini Sonuçları 

Tez kapsamında çalışılan Barbarea türlerinden elde edilen ekstrelerin FRAP 

tayinleri standart madde olarak kullanılan troloks için hazırlanan kalibrasyon eğrisinden 

yararlanılarak bulunmuştur. Troloks için hazırlanan kalibrasyon eğrisi Şekil 18’de 

veilmiştir. Numunelerin FRAP değerleri Troloks ile karşılaştırılarak, TEAC (μM) 

olarak Şekil 19’da ve Tablo 15’de gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 18. FRAP tayininde kullanılan troloks’a ait grafik 

 

 

Şekil 19. Barbarea türlerine ait ekstrelerin FRAP tayini sonuçlarının karşılaştırılması 
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6.1.3. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini Sonuçları 

Tez kapsamında çalışılan türlerden elde edilen ekstrelerin DPPH radikali giderme 

aktivitesi tayinleri sonucunda elde edilen veriler, standart madde olarak kullanılan 

BHT’nin verileri ile karşılaştırılmıştır. Örneklerim 517 nm dalga boyunda elde edilen 

konsantrasyon-absorbans değerlerine ait grafikler Şekil 20-24’de gösterilmiştir. 

Bulunan absorbanslara karşılık gelen konsantrasyonlar grafiğe geçirilerek,ekstrelere ait 

hesaplanan IC50 değerleri Şekil 25’de ve Tablo 15’de belirtilmiştir. 

 

 

Şekil 20. DPPH radikali giderme aktivitesi tayininde kullanılan BHT’a ait grafik 

 

 

Şekil 21. Türlerin su ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini sonuçları 
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Şekil 22. Türlerin metanol ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini 

sonuçları 

 

 

Şekil 23. Türlerin etil asetat ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini 

sonuçları 

 

 

Şekil 24. Türlerin kloroform ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini 
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Şekil 25. Barbarea türlerine ait ekstrelerin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini 

sonuçlarının karşılaştırılması 

 

6.1.4. CUPRAC Tayini Sonuçları 

Tez kapsamında çalışılan Barbarea türlerinden elde edilen ekstrelerin Cuprac 

tayinleri standart madde olarak kullanılan troloks için hazırlanan kalibrasyon eğrisinden 

yararlanılarak bulunmuştur. Numunelerin CUPRAC değerleri Troloks ile 

karşılaştırılarak TEAC (μM) olarak Şekil 26’da ve Tablo 15’de ifade edilmiştir.  

 

 

Şekil 26. Barbarea türlerine ait ekstrelerin CUPRAC tayini sonuçlarının 

karşılaştırılması 
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Tablo 15. Barbarea türlerine ait ekstrelerin antioksidan aktivite tayini sonuçları 

ÖRNEKLER 

Toplam 

polifenol 

GAE (mg/g) 

FRAP 

TEAC(µM) 

CUPRAC 

TEAC(µM) 

DPPH 

IC50 (mg/mL) 

BİS 32.8±1.02 1556±7.86 1878.667 ± 0.05 0.1775±0.01 

BİM 12.3±0.98 3436±2.14 5946.533 ±7.33 0.2907±0.06 

BİE - 1638±1.46 127.067± 1.37 0.1083±0.01 

BİK - 3816±7.55 33.400 ±1.09 0.6837±0.02 

BAS 11.8±0.96 441±6.35 1491,400 ± 3.21 0.3571±0.01 

BAM 6.6±0.15 187±2.45 4593,467 ±2.78 0.9021±0.01 

BAE - 41±1.25 120,667 ± 5.32 0.0983±0.01 

BAK - 22±2.34 65,600 ± 2.45 0.2151±0.02 

BPS 31.6±0.42 1321±4.02 1460.533 ± 4.93 0.5096±0.06 

BPM 14±1.23 488±8.79 2426.800± 2.16 0.7261±0.01 

BPE - 40±2.57 927.533 ± 3.98 0.4801±0.03 

BPK - 123±3.24 26.133 ± 2.32 0.6702±0.05 

BHT    0.0036±0.01 

 

6.2. Barbarea Türlerinde Tirozinaz Enzim İnhibisyonu Tayini Sonuçları 

Tez kapsamında çalışılan Barbarea türlerinden elde edilen ekstrelerin tirozinaz 

enzim inhibisyonuna ait sonuçlar Şekil 27-39 ’da ifade edilmiştir.  

 

Şekil 27. α-Kojik asit’e ait tirozinaz enzim inhibisyonu grafiği 
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Şekil 28. B. integrifolia’nın metanol ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafiği 

 

 

Şekil 29. B. integrifolia’nın etil asetat ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafiği 

 

 

Şekil 30. B. integrifolia’nın kloroform ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafiği 
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Şekil 31. B. integrifolia’nın su ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafiği 

 

 

Şekil 32. B. auriculata var. paludosa’nın metanol ekstresinin tirozinaz enzim 

inhibisyonu grafiği 

 

 

Şekil 33. B. auriculata var. paludosa’nın etil asetat ekstresinin tirozinaz enzim 

inhibisyonu grafiği 
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Şekil 34. B. auriculata var. paludosa’nın kloroform ekstresinin tirozinaz enzim 

inhibisyonu grafiği 

 

 

Şekil 35. B. auriculata var. paludosa’nın su ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu 

grafiği 

 

 

 

Şekil 36. B. plantaginea’nın metanol ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafiği 
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Şekil 37. B. plantaginea’nın etil asetat ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafiği 

 

 

Şekil 38. B. plantaginea’nın kloroform ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafiği 

 

 

 

Şekil 39. B. plantaginea’nın su ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafiği 
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Tablo 16. Barbarea türlerine ait ekstrelerin tirozinaz enzim inhibisyonu sonuçları 

ÖRNEKLER Tirozinaz inh. IC50 değeri (µg/mL) 

BİS 480.9188±1.02 

BİM 413.8071±1.13 

BİE 623.563±0.95 

BİK 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
3.2

±3.65 

BPE 10
3.3

±6.41 

BPK 10
11.44

±0.96 

α-Kojik asit 3.4819±1.19 

 

6.3. Barbarea Türlerinde Kolinesteraz Enzim İnhibisyonu Tayini Sonuçları 

Tez kapsamında çalışılan Barbarea türlerinden elde edilen ekstrelerin kolinesteraz 

enzim inhibisyonuna ait sonuçlar Şekil 40-52’de ifade edilmiştir.  

 

  

Şekil 40. Galantamin’in kolinesteraz enzim inhibisyonu grafiği 
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Şekil 41. B. integrifolia’nın su ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafiği 
 

  

Şekil 42. B. integrifolia’nın etil asetat ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafiği 

 

  

Şekil 43. B. integrifolia’nın kloroform ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu 

grafiği 
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Şekil 44. B. integrifolia’nın metanol ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafiği 

 

  

Şekil 45. B. auriculata var. paludosa’nın su ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu 

grafiği 

 

  

Şekil 46. B. auriculata var. paludosa’nın etil asetat ekstresinin kolinesteraz enzim 

inhibisyonu grafiği 
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Şekil 47. B. auriculata var. paludosa’nın kloroform ekstresinin kolinesteraz enzim 

inhibisyonu grafiği 

 

  

Şekil 48. B. auriculata var. paludosa’nın metanol ekstresinin kolinesteraz enzim 

inhibisyonu grafiği 

 

  

Şekil 49. B. plantaginea’nın metanol ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafiği 
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Şekil 50. B. plantaginea’nın su ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu grafiği 

 
 

  

Şekil 51. B. plantaginea’nın etil asetat ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu 

grafiği 
 

 

  

Şekil 52. B. plantaginea’nın kloroform ekstresinin kolinesteraz enzim inhibisyonu 

grafiği 
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Tablo 17. Barbarea türlerine ait ekstrelerin ChE enzim inhibisyonu sonuçları 

Örnekler 
AChE 

IC50 değeri (µg/mL) 

BuChE 

IC50 değeri (µg/mL) 

BİS 189.5929±2.18 69.17957±2.25 

BİM 206.9±4.48 247.68±3.89 

BİE 202.7765±1.23 147.0933±1.79 

BİK 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 Türlerinde Antimikrobiyal Aktivite Çalışmalarına Ait Bulgular 

Türlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonların antimikrobiyal aktiviteleri, 

patojen özelliğe sahip 8 bakteri ve iki maya üzerinde çalışılmıştır.  

6.4.1. Agar Kuyucuk Difüzyon Yöntemi Sonuçları 

Türlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonlara ait inhibisyon zon çapları cetvel 

yardımıyla ölçülerek mm olarak belirlenmiştir. Standart çözücü olarak her bir örneğin 

kendi çözücüsü kullanılmıştır. Kontrol ilaç olarak, bakteriler için Ampisilin (10 μg), 

mayalar için flukonazol (5 μg) kullanılmıştır. Sonuçlar standart olarak kullanılan ilaçlar 

ile karşılaştırılarak Tablo 18’de verilmiştir. 
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Tablo 18. Barbarea türlerine ait ekstrelerin inhibisyon zon çapları 

Örnek 
Mikroorganizma ve Zon Çapları (mm) 

Gram (-) Gram (+)  Maya mantarı 

 Ec Yp Pa Sa Ef Lm Bc Ms Ca Sc 

BAS - - - - - - - - - - 

BİS - - - - - - - - - - 

BPS - 12 - 6 - - - - - 7 

BAM 10 6 10 6 - 6 - 12 - - 

BPM 15 6 12 10 8 8 - 15 6 6 

BİM 16 6 10 10 10 8 - 15 - - 

BAK 12 10 - 12 6 8 - 12 - 8 

BPK 15 12 - 12 6 8 - 12 - 8 

BİK 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 

BİE 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 İnhibisyon Yöntemi Sonuçları 

Türlerden elde edilen ekstre ve alt fraksiyonların MİK değeri, mikrodilüsyon 

kuyucuklarındaki mikroorganizmanın üremesi tamamen engellemiş ve çıplak gözle 

belirlenebilen en düşük antimikrobik madde konsantrasyonu, cinsinden ifade edilmiştir. 

Standart çözücü kontrolü yanında kontrol ilaç olarak, bakteriler için Ampisilin (10 μg), 

mayalar için Flukonazol (5 μg) kullanılmıştır. Sonuçlar standart olarak kullanılan ilaçlar 

ile karşılaştırılarak Tablo 19’da verilmiştir. 
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Tablo 19. Barbarea türlerine ait ekstrelerin MİK değerleri 

Örnek 

 MİK Değerleri (µg/mL) 

 Gram (-) Gram (+)  Maya mantarı 

 Ec Yp Pa Sa Ef Lm Bc Ms Ca Sc 

BAS - - - - - - - - - - 

BİS - - - - - - - - - - 

BPS - 125 - 700 - - - - - 700 

BAM 125 700 125 700 - 700 - 62,25 - - 

BPM 125 700 125 125 350 350 - 62,25 700 700 

BİM 16 700 125 125 125 350 - 62,25 - - 

BAK 441 882 - 441 1260 882 - 441 - 882 

BPK 343 686 - 686 2744 1372 - 686 - 1372 

BİK 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 

BİE 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 Türlerinin Sitotoksisite Tayinine Ait Bulgular 

Tez kapsamında yer alan Barbarea türlerinden elde edilen metanol, kloroform, 

etil asetat ve su ekstrelerinin L929, Hep3B, MCF-7, HCT116, MDA-MB-231, A549 ve 

PC-3 hücre hatları üzerinde gösterdiği sitotoksik etkileri MTT yöntemi ile incelenmiştir. 

Sonuçlar üç çalışmadan elde edilen ortalama absorbans değerleri esas alınarak 

hesaplanmıştır.  

6.5.1. Barbarea Türlerinin L929 Hücreleri Üzerindeki Sitotoksisite Sonuçları 

Çalışmada, 25-200 µg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan türlere ait 

örneklerin L929 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile karşılaştırılarak 

belirlenmiştir. MTT deney sonuçlarına göre, sağlıklı fibroblast hücresi üzerinde en 

güçlü sitotoksik etkiyi B. integrifolia ve B. plantaginea’nın kloroform ekstresi 

göstermiştir (Tablo 20) (Şekil 53). 
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Tablo 20. Barbarea türlerinin L929 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

Numune Konsantrasyon (µg/mL) % canlılık IC50 (µg/mL) 

NK - 100±0.12  

VC 

10 87.06±0.094 

>200 
25 87.56±0.048 

50 85.07±0.18 

100 81.00±0.16 

BİM 

25 90.47±0.11 

>200 
50 95.52±0.02 

100 102.36±0.03 

200 99.10±0.03 

BİS 

25 84.89±0.17 

>200 
50 87.83±0.16 

100 91.35±0.16 

200 92.89±0.12 

BİK 

25 96.43±0.13 

62.47 
50 82.63±0.25 

100 17.93±0.022 

200 22.31±0.02 

BİE 

25 106.81±0.12 

125.30 
50 96.96±0.25 

100 72.70±0.62 

200 26.56±0.16 

BPM 

25 98.11±0.18 

>200 
50 97.90±0.15 

100 92.80±0.17 

200 76.46±0.11 

BPS 

25 97.56±0.11 

>200 
50 91.73±0.25 

100 93.23±0.07 

200 87.83±0.09 

BPK 

25 103.92±0.15 

62.37 
50 63.45±0.78 

100 19.09±0.02 

200 25.79±0.03 

BPE 

25 91.20±0.6 

97.31 
50 67.31±0.59 

100 50.73±0.66 

200 24.85±0.63 

BAM 

25 87.14±0.01 

>200 
50 90.75±0.12 

100 95.40±0.11 

200 96.83±0.10 

BAS 

25 82.07±0.31 

>200 
50 83.29±0.27 

100 99.63±0.11 

200 96.11±0.19 

BAK 

25 90.34±0.16 

109.50 
50 91.85±0.05 

100 79.37±0.22 

200 20.03±0.02 

BAE 

25 92.31±0.05 

115.79 
50 86.73±0.10 

100 74.55±0.08 

200 24.85±0.04 
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Şekil 53. Barbarea türlerinin L929 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

 

6.5.2. Barbarea Türlerinin Hep3B Hücreleri Üzerindeki Sitotoksisite Sonuçları 

Çalışmada, 25-200 µg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan türlere ait 

örneklerin Hep3B hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile karşılaştırılarak 

belirlenmiştir. MTT deneyine ait sonuçlara bakıldığında, kanser hücresinde Barbarea 

türlerinden elde edilen su ve metanol ekstrelerinin önemli bir sitotoksik etki 

oluşturmadığı gözlenirken; en güçlü sitotoksik etki B. integrifolia’nın etil asetat 

ekstresinde görülmüştür (Tablo 21) (Şekil 54). 
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Tablo 21. Barbarea türlerinin Hep3B hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

Numune Konsantrasyon (µg/mL) % canlılık IC50 (µg/mL) 

NK - 100 ±0.26  

VC 

10 71.92 ±0.20 

>100 
25 69.95 ±0.06 

50 71.64 ±0.07 

100 58.78 ±0.14 

BİM 

25 89.55 ±0.08 

>200 
50 96.46 ±0.02 

100 95.37 ±0.02 

200 82.84 ±0.27 

BİS 

25 86.64 ±0.04 

>200 
50 89.93 ±0.16 

100 94.98 ±0.14 

200 92.61 ±0.06 

BİK 

25 63.89 ±0.45 

41.08 
50 48.91 ±0.29 

100 14.99 ±0.02 

200 18.01 ±0.03 

BİE 

25 91.99 ±0.08 

26.45 
50 47.60 ±0.57 

100 28.68 ±0.07 

200 20.07 ±0.01 

BPM 

25 85.28 ±0.19 

>200 
50 84.27 ±0.04 

100 70.98 ±0.13 

200 56.34 ±0.08 

BPS 

25 93.49 ±0.27 

>200 
50 91.64 ±0.23 

100 91.37 ±0.15 

200 85.25 ±0.13 

BPK 

25 56.90 ±0.10 

49.96 
50 32.08 ±0.11 

100 19.13 ±0.07 

200 22.68 ±0.03 

BPE 

25 51.94 ±0.05 

29.67 
50 33.10 ±0.13 

100 22.76 ±0.11 

200 21.76 ±0.04 

BAM 

25 92.17 ±0.10 

>200 
50 88.61 ±0.07 

100 100.42 ±0.13 

200 91.95 ±0.12 

BAS 

25 98.10 ±0.06 

>200 
50 103.19 ±0.05 

100 110.96 ±0.12 

200 102.70 ±0.19 

BAK 

25 85.19 ±0.30 

84.57 

 

50 76.73 ±0.34 

100 44.46 ±0.12 

200 16.93 ±0.05 

BAE 

25 93.30 ±0.04 

90.49 
50 75.25 ±0.28 

100 47.24 ±0.25 

200 18.63 ±0.01 
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Şekil 54. Barbarea türlerinin Hep3B hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

 

6.5.3. Barbarea Türlerinin MCF-7 Hücreleri Üzerindeki Sitotoksisite Sonuçları 

Çalışmada, 25-200 µg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan türlere ait 

örneklerin MCF-7 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile karşılaştırılarak 

belirlenmiştir. MTT deneyine ait sonuçlara bakıldığında, kanser hücresinde Barbarea 

türlerinden elde edilen su ve metanol ekstrelerinin önemli bir sitotoksik etki 

oluşturmadığı gözlenirken; en güçlü sitotoksik etki B. auriculata var. paludosa’nın 

kloroform ekstresinde görülmüştür (Tablo 22) (Şekil 55). 
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Tablo 22. Barbarea türlerinin MCF-7 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

Numune Konsantrasyon (µg/mL) % canlılık IC50 (µg/mL) 

NK - 100±0.02  

VC 

10 96.78±0.03 

>200 
 

25 93.02±0.07 

50 93.17±0.02 

100 90.18±0.01 

BİM 

25 85.39±0.10 

>200 
50 89.14±0.20 

100 90.74±0.15 

200 86.20±0.26 

BİS 

25 87.30±0.14 

>200 
50 96.64±0.02 

100 99.22±0.03 

200 97.07±0.01 

BİK 

25 88.74±0.07 

105.10 
50 90.04±0.18 

100 81.92±0.32 

200 17.63±0.01 

BİE 

25 84.60±0.24 

158.41 
50 84.90±0.03 

100 86.32±0.12 

200 39.94±0.22 

BPM 

25 93.43±0.06 

>200 
50 90.52±0.06 

100 88.65±0.04 

200 83.03±0.04 

BPS 

25 93.01±0.02 

>200 
50 88.88±0.03 

100 86.55±0.05 

200 84.44±0.01 

BPK 

25 86.72±0.11 

111.62 
50 87.38±0.12 

100 80.32±0.14 

200 22.44±0.04 

BPE 

25 87.91±0.23 

122.38 
50 92.09±0.23 

100 82.25±0.31 

200 21.64±0.04 

BAM 

25 92.58±0.09 

>200 
50 95.84±0.09 

100 95.99±0.16 

200 95.15±0.13 

BAS 

25 93.72±0.05 

>200 
50 94.51±0.04 

100 94.03±0.06 

200 92.38±0.11 

BAK 

25 89.80±0.20 

86.06 
50 88.13±0.28 

100 36.38±0.28 

200 17.67±0.06 

BAE 

25 92.00±0.12 

138.06 
50 90.20±0.06 

100 83.16±0.13 

200 19.82±0.02 
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Şekil 55. Barbarea türlerinin MCF-7 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

 

6.5.4. Barbarea Türlerinin HCT116 Hücreleri Üzerindeki Sitotoksisite Sonuçları 

Çalışmada, 25-200 µg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan türlere ait 

örneklerin HCT116 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile 

karşılaştırılarak belirlenmiştir. MTT deneyine ait sonuçlara bakıldığında, Barbarea 

türlerinden elde edilen su ve metanol ekstrelerinin kanser hücrelerinde önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı gözlenirken; en güçlü sitotoksik etki B. integrifolia’nın 

kloroform ekstresinde görülmüştür (Tablo 23) (Şekil 56). 
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Tablo 23. Barbarea türlerinin HCT116 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

Numune Konsantrasyon (µg/mL) % canlılık IC50 (µg/mL) 

NK - 100±0.06  

VC 

10 100.27±0.07 

>200 
25 95.09±0.05 

50 96.93±0.03 

100 84.96±0.13 

BİM 

25 52.21±0.52 

>200 
50 83.38±0.38 

100 98.90±0.28 

200 106.03±0.18 

BİS 

25 66.90±0.09 

>200 
50 98.41±0.19 

100 108.54±0.18 

200 110.57±0.18 

BİK 

25 69.12±0.47 

92.44 
50 61.05±0.08 

100 49.34±0.51 

200 19.64±0.03 

BİE 

25 81.38±0.24 

100.8 
50 64.31±0.16 

100 51.27±0.12 

200 22.18±0.03 

BPM 

25 93.90±0.12 

>200 
50 90.89±0.08 

100 91.58±0.02 

200 77.70±0.06 

BPS 

25 97.93±0.09 

>200 
50 92.07±0.05 

100 90.87±0.04 

200 85.28±0.08 

BPK 

25 89.31±0.17 

131.61 
50 84.04±0.15 

100 62.14±0.16 

200 34.94±0.07 

BPE 

25 52.93±0.54 

137.37 
50 79.90±0.05 

100 80.73±0.18 

200 32.85±0.06 

BAM 

25 61.75±0.05 

>200 
50 83.45±0.23 

100 94.36±0.11 

200 106.36±0.16 

BAS 

25 62.58±0.10 

>200 
50 91.92±0.21 

100 100.06±0.07 

200 105.60±0.15 

BAK 

25 43.59±0.41 

115.15 
50 77.05±0.10 

100 68.04±0.37 

200 24.97±0.26 

BAE 

25 72.82±0.15 

141.61 
50 74.31±0.17 

100 73.18±0.41 

200 37.44±0.21 
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Şekil 56. Barbarea türlerinin HCT116 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

 

6.5.5. Barbarea Türlerinin MDA-MB-231 Hücreleri Üzerindeki Sitotoksisite 

Sonuçları 

Çalışmada, 25-200 µg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan türlere ait 

örneklerin MDA-MB-231 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile 

karşılaştırılarak belirlenmiştir. MTT deneyine ait sonuçlara bakıldığında, Barbarea 

türlerinden elde edilen su ve metanol ekstrelerinin kanser hücrelerinde önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı gözlenirken; diğer örneklerin Vinkristin’den daha güçlü 

sitotoksik etki gösterdiği gözlenmiştir. En güçlü sitotoksik etki B. auriculata var. 

paludosa’nın kloroform ekstresinde görülmüştür (Tablo 24) (Şekil 57). 
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Tablo 24. Barbarea türlerinin MDA-MB-231 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

Numune Konsantrasyon (µg/mL) % canlılık IC50 (µg/mL) 

NK - 100±0.17  

VC 

10 93.39±0.18 

>200 
25 105.50±0.02 

50 104.15±0.06 

100 103.99±0.05 

BİM 

25 59.59±0.28 

>200 
50 63.48±0.23 

100 75.67±0.07 

200 76.24±0.20 

BİS 

25 72.27±0.31 

>200 
50 94.77±0.20 

100 99.96±0.27 

200 103.81±0.24 

BİK 

25 85.07±0.05 

117.79 
50 91.29±0.14 

100 57.59±0.08 

200 26.61±0.05 

BİE 

25 62.31±0.03 

104.7 
50 60.15±0.14 

100 63.48±0.11 

200 38.40±0.06 

BPM 

25 86.53±0.16 

>200 
50 80.04±0.15 

100 79.59±0.15 

200 77.44±0.15 

BPS 

25 97.67±0.07 

>200 
50 93.32±0.03 

100 89.88±0.13 

200 88.40±0.09 

BPK 

25 86.61±0.08 

123.02 
50 89.39±0.17 

100 59.91±0.10 

200 31.53±0.02 

BPE 

25 68.00±0.10 

127.94 
50 68.92±0.15 

100 66.53±0.18 

200 35.29±0.14 

BAM 

25 67.81±0.14 

>200 
50 75.42±0.06 

100 75.97±0.05 

200 76.58±0.11 

BAS 

25 73.72±0.45 

>200 
50 86.59±0.16 

100 90.53±0.24 

200 90.67±0.17 

BAK 

25 74.98±0.13 

84.06 
50 60.13±0.32 

100 50.70±0.28 

200 23.70±0.05 

BAE 

25 62.86±0.04 

>200 
50 67.16±0.32 

100 69.99±0.18 

200 69.79±0.16 
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Şekil 57. Barbarea türlerinin MDA-MB-231 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

 

6.5.6. Barbarea Türlerinin A549 Hücreleri Üzerindeki Sitotoksisite Sonuçları 

Çalışmada, 25-200 µg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan türlere ait 

örneklerin A549 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri, Vinkristin ile karşılaştırılarak 

belirlenmiştir. MTT deneyine ait sonuçlara bakıldığında, Barbarea türlerinden elde 

edilen su ve metanol ekstrelerinin hücrelerde önemli bir sitotoksik etki oluşturmadığı 

gözlenirken; diğer örneklerin kanser hücresinde, Vinkristin’den daha güçlü sitotoksik 

etki gösterdiği gözlenmiştir. En güçlü sitotoksik etki B. integrifolia’nın etil asetat 

ekstresinde görülmüştür (Tablo 25) (Şekil 58). 
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Tablo 25. Barbarea türlerinin A549 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

Numune Konsantrasyon (µg/mL) % canlılık IC50 (µg/mL) 

NK - 100±0.07  

VC 

10 101.33±0.01 

>200 
25 90.79±0.25 

50 98.44±0.10 

100 87.86±0.10 

BİM 

25 68.57±0.58 

>200 
50 84.33±0.14 

100 74.46±0.49 

200 69.34±0.48 

BİS 

25 81.72±0.05 

>200 
50 91.20±0.12 

100 95.19±0.12 

200 81.22±0.17 

BİK 

25 79.08±0.39 

74.17 
50 59.25±0.72 

100 16.90±0.03 

200 19.12±0.03 

BİE 

25 87.76±0.28 

45.99 
50 46.29±0.28 

100 36.87±0.07 

200 15.05±0.02 

BPM 

25 97.30±0.19 

>200 
50 94.49±0.09 

100 92.18±0.24 

200 81.32±0.09 

BPS 

25 103.24±0.04 

>200 
50 90.71±0.18 

100 95.49±0.04 

200 83.57±0.14 

BPK 

25 100.11±0.09 

122.78 
50 95.74±0.11 

100 76.02±0.85 

200 25.65±0.13 

BPE 

25 93.40±0.08 

110.79 
50 85.20±0.18 

100 70.75±0.21 

200 22.60±0.02 

BAM 

25 99.43±0.06 

>200 
50 84.94±0.09 

100 97.29±0.09 

200 96.46±0.07 

BAS 

25 98.32±0.04 

>200 
50 98.08±0.12 

100 106.36±0.10 

200 103.76±0.33 

BAK 

25 93.56±0.35 

112.86 
50 97.60±0.42 

100 103.67±0.03 

200 18.57±0.02 

BAE 

25 95.99±0.25 

123.49 
50 95.76±0.03 

100 99.04±0.08 

200 29.57±0.30 
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Şekil 58. Barbarea türlerinin A549 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

 

6.5.7. Barbarea Türlerinin PC-3 Hücreleri Üzerindeki Sitotoksisite Sonuçları 

Çalışmada, 25-200 µg/mL konsantrasyon aralığında hazırlanan türlere ait 

örneklerin PC-3 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri Vinkristin ile karşılaştırılarak 

belirlenmiştir. MTT deneyine ait sonuçlara bakıldığında Barbarea türlerinden elde 

edilen su ve metanol ekstrelerinin kanser hücrelerinde önemli bir sitotoksik etki 

oluşturmadığı gözlenirken; en güçlü sitotoksik etki B. integrifolia’nın kloroform 

ekstresinde gözlenmiştir (Tablo 26) (Şekil 59). 
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Tablo 26. Barbarea türlerinin PC-3 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

Numune Konsantrasyon (µg/mL) % canlılık IC50 (µg/mL) 

NK - 100±0.27  

VC 

10 53.03±0.21 

>100 
25 61.33±0.32 

50 61.80±0.21 

100 61.42±0.28 

BİM 

25 50.85±1.05 

>200 
50 104.04±0.30 

100 110.10±0.11 

200 105.52±0.14 

BİS 

25 97.16±0.04 

>200 
50 107.90±0.04 

100 107.20±0.41 

200 105.66±0.11 

BİK 

25 64.08±0.187 

60.83 
50 50.14±0.03 

100 21.80±0.09 

200 27.57±0.03 

BİE 

25 75.98±0.23 

71.25 
50 63.59±0.05 

100 33.65±0.11 

200 21.42±0.02 

BPM 

25 104.40±0.04 

>200 
50 100.46±0.06 

100 100.68±0.11 

200 79.03±0.16 

BPS 

25 98.50±0.09 

>200 
50 99.80±0.14 

100 96.20±0.11 

200 89.66±0.12 

BPK 

25 86.58±0.30 

69.43 
50 76.38±0.23 

100 32.87±0.04 

200 38.88±0.02 

BPE 

25 68.74±0.40 

75.79 
50 71.17±0.039 

100 31.23±0.02 

200 26.99±0.02 

BAM 

25 79.34±0.12 

>200 
50 84.88±0.09 

100 89.84±0.12 

200 76.31±0.21 

BAS 

25 82.70±0.05 

>200 
50 89.44±0.14 

100 97.91±0.16 

200 96.79±0.04 

BAK 

25 76.56±0.12 

89.47 
50 67.79±0.23 

100 27.84±0.02 

200 25.08±0.05 

BAE 

25 73.52±0.09 

90.90 
50 73.39±0.21 

100 28.85±0.27 

200 24.82±0.008 
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Şekil 59. Barbarea türlerinin PC-3 hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi 

 

6.6. Barbarea Türlerinin Fenolik Bileşiklerinin HPLC Analiz Sonuçları 

10 mg/mL konsantrasyonunda olacak şekilde hazırlanan her bir analiz örneği 3 

kez yukarıda koşulları belirtilen HPLC yöntemiyle sürüklenmiştir. Bitki numunelerinin 

fenolik içeriği, 7 farklı fenolik bileşiğin alıkonma zamanlarıyla karşılaştırılarak ve 

dedektör sinyalleri değerlendirilerek belirlenmiştir. 5-100 µg/mL konsantrasyonundaki 

standart çözeltisi ile oluşturulan kalibrasyon eğrisi yardımıyla türlerin içerdiği fenolik 

bileşiklerin miktarları (mg/g) hesaplanmıştır. 

Tablo 27. Türlerin içerdiği fenolik bileşiklerin miktarları 

TürAdı 

p-OH 

Benzoik 

Asit 

Vanilik 

Asit 
Şiringaldehit 

Kumarik 

Asit 

Sinapik 

Asit 

Benzoik 

Asit 
Kersetin 

B. 

integrifolia 
12.535 9.245 19.543 76.180 97.261 90.589 - 

B. auriculata 

var. paluosa 
- 66.445 60.553 22.342 170.443 48.754 - 

B. 

plantaginea 
- - - - - 16.784 - 
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Şekil 60. Fenolik bileşiklerin standartlarının HPLC kromatogramı, piklerin 

tanımlanması: 1. p-OH benzoik asit, 2. vanilik asit, 3. şiringaldehit, 4. 

kumarik asit, 5. sinapik asit, 6. benzoik asit, 7. kersetin. 
 

 

Şekil 61. B. plantaginea’nın metanol ekstresine ait HPLC kromatogramı 

min

. 
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Şekil 62. B. auriculata var. paludosa’nın metanol ekstresine ait HPLC kromatogramı 

 

 

Şekil 63. B. integrifolia’nın metanol ekstresine ait HPLC kromatogramı 

 

6.7. İzolasyon Çalışmasına Ait Sonuçlar 

B. integrifolia’dan elde edilen su fazı üzerinde yürütülen izolasyon çalışmalarında 

3 adet, etil asetat fazı üzerinde yürütülen izolasyon çalışmalarında 1 adet ve kloroform 

fazı üzerinde yürütülen izolasyon çalışmalarında 1 adet olmak üzere toplamda 5 adet 

ana bileşik izole edilmiştir. Bileşiklerin kimyasal yapıları çeşitli spektroskopik [
1
H-

NMR, 
13

C-NMR, 2D-NMR (COSY, HMQC, HMBC) ve MS] yöntemler kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. İzole edilen ana bileşiklerin ait olduğu kimyasal gruplar fenolik asit, 

steroit, flavonol glikozit ve glukosinolat olarak belirlenmiştir.  
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6.7.1. β-Sitosterol 

 

 

C29H50O (Molekül Ağırlığı: 414) 

1
H-NMR (CDCl3, 400 MHz) Spektrumu: Şekil 64, 65; Tablo 28 

13
C-NMR (CDCl3, 100 MHz Spektrumu: Şekil 66-68; Tablo 29 

 

Tablo 28. β-Sitosterol (Bİ-1) bileşiğinin 
1
H-NMR spektral değerleri 

H δH (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. β-Sitosterol (Bİ-1) bileşiğinin 
13

C-NMR spektral değerleri 

C/H δC (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 19.4 

27 19.8 

28 23.1 

29 11.9 

 

Beyaz renkli olan Bİ-1 bileşiği, İTK’da vanilin/H2SO4 reaktifi püskürtmeden önce 

UV lamba altında görülmezken; reaktif püskürttükten sonra ısıtıldığında pembe mor 

renkli lekeler olarak görünmüştür.  
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Bileşiğin 
1
H-NMR spektrumuna bakıldığında, δH= 0.68-2.27 ppm bölgesinde 

bulunan, birbirinden tam olarak ayrılmamış alifatik proton sinyalleri görünmektedir. 

δH= 3.52 ppm’de oksijen atomuna komşu protonlara ait multiplet sinyaller ve δH= 5.35 

ppm’de olefinik protonlara ait dublet sinyaller bulunmaktadır. Bu veriler molekülün 

alifatik yapılı olduğunu, yapısında çifte bağın ve hidroksil grubunun yer aldığını işaret 

etmiştir. 

Bileşiğin
 13

C-NMR spektrumuna bakıldığında, 29 karbon sinyalinin olması 

yapısının stigmastan steroit olduğunu düşündürmüştür. δC= 140.8 (C-5) ve δC= 121.7 

(C-6) ppm’de yer alan sinyaller yapıda çifte bağın bulunduğunu doğrulamıştır. δC= 71.8 

(C-3) ppm’de yer alan sinyal oksijen atomunun yapıda yer aldığını göstermektedir. δC= 

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 yapıdaki 6 metil grubunu işaret etmektedir.  

1
H-NMR ve 

13
C-NMR spektrumlarından elde edilen değerler literatürlerle 

desteklenerek molekülün yapısı β-Sitosterol (Bİ-1) olarak belirlenmiştir (296-298). 
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Şekil 64. β-Sitosterol ( Bİ-1) 
1
H-NMR (CDCl3, 400 MHz) spektrumu-I 
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Şekil 65. β-Sitosterol ( Bİ-1) 
1
H-NMR (CDCl3, 400 MHz) Spektrumu-II 
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Şekil 66. β-Sitosterol ( Bİ-1) 
13

C-NMR (CDCl3, 100 MHz) spektrumu-I 
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Şekil 67. β-Sitosterol ( Bİ-1) 
13

C-NMR (CDCl3, 100 MHz) spektrumu-II 
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Şekil 68. β-Sitosterol ( Bİ-1) 
13

C-NMR (CDCl3, 100 MHz) Spektrumu-III 
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6.7.2. Rozmarinik Asit 

 

 

C18H16O8 (Molekül Ağırlığı: 360) 

1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) Spektrumu: Şekil 69, 70; Tablo 30 

13
C-NMR (CD3OD, 100 MHz) Spektrumu: Şekil 71-73; Tablo 31 

 

Tablo 30. Rozmarinik asit (Bİ-2) bileşiğinin 
1
H-NMR spektral değerleri 

H  δH (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 (Bİ-2) bileşiğinin 
13

C-NMR Spektral Değerleri 

C/H  δC (ppm) 

1 126.3 

2 113.8 

3 148.3 

4 146.3 

5 115.1 

6 121.8 

7 145.3 

8 113.0 

9 167.1 

1' 127.9 

2' 116.2 

3' 144.7 

4' 143.8 

5' 114.9 

6' 120.4 

7' 36.5 

8' 73.3 

9' 172.3 

 

Bİ-2 bileşiği, İTK’da vanilin/H2SO4 reaktifi püskürtmeden önce UV254 nm’de 

sönük lekeler şeklinde, UV365 nm’de mavi renkli; reaktif püskürttükten sonra 

ısıtıldığında ise koyu pembe renkli leke olarak görünmektedir.  

Bileşiğin 
1
H-NMR spektrumuna bakıldığında, δH= 7.54 (1H, d, J= 15.6 Hz) ve 

δH= 6.23 (1H, d, J= 16 Hz) ppm’deki kimyasal kayma değerleri molekülde trans 

konumda yer alan olefinik protonların bulunduğunu işaret etmiştir. δH = 7.05 (1H, d, J= 

2.4 Hz), δH= 6.94 (1H, dd, J= 8.4, J= 2.0 Hz), δH= 6.78 (1H, d, J= 7.6 Hz) ve 6.76 (1H, 

d, J= 2 Hz), δH= 6.70 (1H, d, J= 7.6 Hz), δH= 6.61 (1H, dd, J= 8 Hz, J= 2 Hz) ppm’de 

iki grup aromatik ABX sistem protonları (sırasıyla H-2, 6, 5 ve H-2', 5', 6' numaralı 

protonlar) gözlenmiştir. δH= 5.18 (1H, dd, J= 8.6, J= 4.2 Hz) ppm’de bulunan sinyal, 

komşusunda oksijen atomunun olduğu H-8' protonunu ve δH= 3.00 (1H, AB sisteminin 

A kısmı, dd, J= 14.4 Hz, J= 4.4 Hz), δH= 2.94 (1H, AB sisteminin B kısmı, dd, J= 14.2 
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Hz, J= 8.4 Hz) ppm’de bulunan sinyallerin C-7' konumunda yer alan metilen yapısının 

protonlarını işaret ettiği literatürlerle karşılaştırılarak belirlenmiştir (299, 300). 

13
C-NMR spektrumuna bakıldığında, δC= 148.2 (C-4), 145.6 (C-3), 144.7 (C-3') 

ve 143.6 (C-4') ppm’de yer alan sinyaller iki fenil halkasındaki OH grubu taşıyan dört 

tane C atomunun varlığı görünmektedir. δC= 176.5 (C-9'), 167.9 (C-9) ppm’de iki 

karbonile ait karbonlar, δC= 145.5 (C-7), 113.9 (C-8) ppm’de olefinik karbonlar, δC= 

76.4 (C-8') ppm’de ise ester yapısına komşu olan bir karbon gözlenmiştir. Spektrumdan 

elde edilen değerler literatürlerle desteklenerek molekülün yapısı rozmarinik asit (Bİ-2) 

olarak belirlenmiştir (299, 300). 
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Şekil 69. Rozmarinik asit (Bİ-2) 
1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektrumu-I 
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Şekil 70. Rozmarinik asit (Bİ-2) 
1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektrumu-II 
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Şekil 71. Rozmarinik asit (Bİ-2) 
13

C-NMR (CD3OD, 100 MHz) spektrumu-I 
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Şekil 72. Rozmarinik asit (Bİ-2) 
13

C-NMR (CD3OD, 100 MHz) spektrumu-II 
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Şekil 73. Rozmarinik asit (Bİ-2) 
13

C-NMR (CD3OD, 100 MHz) spektrumu-III 
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6.7.3. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) 

 

 

C33H39O20 (Molekül Ağırlığı: 755) 

1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) Spektrumu: Şekil 74, 75; Tablo 32 

13
C-NMR (CD3OD, 100 MHz Spektrumu: Şekil 76; Tablo 33 

2D-1H, 
13

C-Heteronükleer Korelasyonlu (uzun mesafe) Spektrumu (HMBC):Şekil 

77-79 

2D-1H, 
13

C-Heteronükleer Korelasyonlu (kısa mesafe) Spektrumu (HSQC): Şekil 

80, 81 

2D-1H, Homonükleer Korelasyonlu Spektrum (COSY) : Şekil 82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

130 

Tablo 32. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) 

(Bİ-3) bileşiğinin 
1
H-NMR spektral değerleri 

H δH (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'''' 4.77 (1H, d, J= 7.2 Hz) 

H-2'' 

3.19-4.03 (15H, m) 

H-3'' 

H-4'' 

H-5'' 

H-6'' 

H-2''' 

H-3''' 

H-4''' 

H-5''' 

H-2'''' 

H-3'''' 

H-4'''' 

H-5'''' 

H-2'''' 

H-6'''' 
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Tablo 33.  Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) 

(Bİ-3) bileşiğinin 
13

C-NMR spektral değerleri 

C/H δC (ppm) 

2 159.37 

3  135.14 

4  179.78 

5  162,81 

6  100.53 

7  163.41 

8  95.51 

9  157.97 

10  107.43 

1' 122.60 

2' 132.42 

3' 116.28 

4' 161.66 

5' 116.28 

6' 132.42 

1'' 100.82 

2'' 82.64 

3'' 77.87 

4'' 71.11 

5'' 75.56 

6'' 62.44 

1''' 99.75 

2''' 71.24 

3''' 71.65 

4''' 72.05 

5''' 71.11 

6''' 18.07 

1'''' 104.76 

2'''' 73.57 

3'''' 78.17 

4'''' 71.65 

5'''' 78.29 

6'''' 62.56 
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Sarı renkli olan Bİ-3 bileşiği, İTK’da vanilin/H2SO4 reaktifi püskürtmeden önce 

UV lamba altında koyu lekeler olarak görülürken; reaktif püskürttükten sonra 

ısıtıldığında sarı renkli lekeler olarak görünmüştür.  

Bileşiğin 
1
H-NMR spektrumuna bakıldığında, δH= 6.43 (1H, d, J= 2 Hz) ve δH= 

6.72 (1H, d, J= 1.2 Hz) ppm’de bulunan sinyaller görülmektedir. Bu sinyallerin 

flavonoitin yapısında yer alan A halkasının C-6 ve C-8 protonlarına ait olduğu tespit 

edilmiştir. Flavonoitin yapısında yer alan B halkasının C-2' ve C-6' protonlarına ait 

sinyaller δH= 8.05 (1H, dd, J= 1.8 Hz, J= 7 Hz) ppm’de gözlenirken; C-3' ve C-5' 

protonlarına ait sinyaller δH= 6.90 (1H, dd, J= 2 Hz, J= 7.2 Hz) ppm’de gözlenmiştir. 

Spektrumda C-3 protonuna ait herhangi bir sinyalin bulunmaması, flavonoitin flavonol 

yapısında olduğunu göstermiştir. 

1
H-NMR ve 

13
C-NMR spektrumu incelendiğinde, bileşiğin yapısında 3 tane 

şekerin bulunduğu tespit edilmiştir. 
1
H-NMR spektrumunda δH= 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 gözlenen sinyallerin, 

şekerlerin anomerik protonlarına ait olduğu saptanmıştır. Anomerik protonların 

etkileşme sabitlerine bakıldığında, J= 1.8 Hz değeri bir ozun α konfigürasyonuna sahip 

olduğunu; J= 7.2 Hz değeri ise iki ozun β konfigürasyonuna sahip olduğunu işaret 

etmiştir. Spektrumda δH= 1.24 (3H, d, J= 6.2 Hz) ppm’de gözlenen sinyalin bir metil 

grubuna ait olduğu saptanmıştır. δH= 3.19-4.03 (15H, m) ppm’de gözlenen sinyallerin 

şekerlere ait protonlar olduğu belirlenmiştir. Elde edilen veriler literatürlerle 

karşılaştırılarak, bileşiğin yapısında bulunan ozlardan birinin ramnoz; diğer ikisinin 

glukoz olduğu saptanmıştır (301). 

Bileşiğin
 13

C-NMR spektrumuna bakıldığında, δC= 100.53 ve δC= 95.51 ppm’de 

gözlenen sinyallerin sırasıyla C-6 ve C-8’e ait olduğu gözlenirken; C-5 ve C-7’ye ait 

sinyallerin, sübstitüentlerinden dolayı daha yüksek alanda, δC= 162,81 ve δC= 163.41 

ppm’de olduğu gözlenmiştir. δC= 132.42 ppm’de C-2' ve C-6' sinyallerinin ve δC= 

116.28 ppm’de C-3' ve C-5' sinyallerinin bulunması, serbest hidroksil grubunun C-4’ 

konumunda olduğunu işaret etmiştir. C-4' konumuna ait sinyalin δC= 161.66 ppm’de 

olduğu gözlenmiştir. Şekerlein anomerik karbonlarına (C-1'', C-1''' ve C-1'''') ait 

sinyaller sırasıyla δC=100.82, δC= 99.75 ve δC= 104.76 ppm’de gözlenmiştir. δC= 18.07 

ppm’de gözlenen sinyalin ramnozun 6''' konumuna ait olduğu saptanmıştır. Elde edilen 
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spektrum değerleri literatürlerle karşılaştırıldığında, δC= 82.64, δC= 77.87, δC= 71.11, 

δC= 75.56, δC= 62.44, δC= 71.24, δC= 71.65, δC= 72.05, δC= 71.11, δC= 73.57, δC= 

78.17, δC= 71.65, δC= 78.29 ve δC= 62.56 ppm’de sırasıyla 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'''' karbonunlarına ait 

sinyaller olduğu saptanmıştır (301). 

Bileşiğin
 
HMBC spektrumlarına bakıldığında, ramnozun anomerik karbonuna 

(1''') ait protonunun flavonolün C-7 konumu ile, glukozlardan birinin 1'' protonunun ise 

flavonolün C-3 konumu ile eşleştiği gözlenmektedir. Bu durum, ramnozun aglikona 7. 

konumdan; glukozlardan birinin aglikona 3. konumdan bağlandığını göstermiştir. Diğer 

glukoz molekülünün 1'''' protonunun glukozun 2'' karbonu ile etkileşmesi, iki glukozun 

birbirine 1→2 şeklinde bağlı olduğunu göstermiştir. Ayrıca ramnozun 6''' protonlarının 

sadece 4''' ile etkileşimi de ramnoza bağlı bir ozun bulunmadığını onaylamaktadır. 

HMBC spektrumlardan elde edilen diğer uzak bağ mesafeli karbon ve proton 

etkileşimlerine ait veriler bileşiğin kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-

glukozil)-β-D-glukozit) olduğunu doğrulamaktadır. 

Bileşiğin HSQC ve COSY spektrumlarına bakıldığında, yapısında yer alan karbon 

ve protonlara ait değerlerin doğru olduğu belirlenmiştir.  
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Şekil 74. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) (Bİ-3) 
1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektrumu–I 
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Şekil 75. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) (Bİ-3) 
1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektrumu–II  
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Şekil 76. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) (Bİ-3) 
13

C-NMR (CD3OD, 100 MHz) spektrumu 
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Şekil 77. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) (Bİ-3) 2D-1H, 
13

C-Heteronükleer korelasyonlu (uzun 

mesafe) spektrumu (HMBC)-I 
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Şekil 78. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) (Bİ-3) 2D-1H, 
13

C-Heteronükleer Korelasyonlu (uzun 

mesafe) Spektrumu (HMBC)-II 
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Şekil 79. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) (Bİ-3) 2D-1H, 
13

C-Heteronükleer korelasyonlu (uzun 

mesafe) spektrumu (HMBC)-III 
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Şekil 80. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) (Bİ-3) 2D-1H, 13C-Heteronükleer korelasyonlu (kısa 

mesafe) spektrumu (HSQC)-I 
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Şekil 81. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) (Bİ-3) 2D-1H, 13C-Heteronükleer korelasyonlu (kısa 

mesafe) spektrumu (HSQC)-II 
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Şekil 82. Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit) (Bİ-3) 2D-1H, homonükleer korelasyonlu spektrum 

(COSY) 
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6.7.4. Glukonasturtin Kolin Tuzu 

 

  

C20H35N2O10S2 

Molekül Ağırlığı: 526 

1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) Spektrumu: Şekil 83, 84; Tablo 34 

13
C-NMR (CD3OD, 100 MHz) Spektrumu: Şekil 85; Tablo 35 

2D-1H, 
13

C-Heteronükleer Korelasyonlu (uzun mesafe) Spektrumu (HMBC): 

Şekil 86, 87 

2D-1H, 
13

C-Heteronükleer Korelasyonlu (kısa mesafe) Spektrumu (HSQC): Şekil 

88, 89 

2D-1H, Homonükleer Korelasyonlu Spektrum (COSY) : Şekil 90 

Kütle Spektrumu: Şekil 91 
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Tablo 34. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) bileşiğinin 
1
H-NMR spektral değerleri 

  H                    δH (ppm) 

H-2 
δH= 2.94-3.06 (4H, m) 

H-3 

H-2' 

δH= 7.29 (4H, m) 
H-3' 

H-5' 

H-6' 

H-4' δH= 7.17 (1H, m) 

H-1'' δH= 4.86 (1H, d, J= 8 Hz) 

H-6''a  δH= 3.81 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 4 Hz) 

H-6''b δH= 3.62 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 4 Hz) 

H-1''' δH= 3.47 (2H, t, J= Hz, J= Hz) 

H-2''' δH= 3.99 (2H, m) 

H-4''' 

δH= 3.19 (9H, s) H-5''' 

H-6''' 

 

Tablo 35. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) bileşiğinin 
13

C-NMR spektral değerleri 

C/H δC (ppm) 

1 164.8 

2 35.42 

3 34.27 

1' 142.28 

2' 129.50 

3' 129.50 

4' 127.22 

5' 129.50 

6' 129.50 

1'' 83.46 

2'' 71.02 

3'' 74.10 

4'' 82.18 

5'' 79.43 

6'' 62.48 

1''' 68.89 

2''' 57.14 

4''' 54.77 

5''' 54.77 

6''' 54.77 
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Elde edilen Bİ-4 bileşiği, İTK’da vanilin/H2SO4 reaktifi püskürtmeden önce UV 

lamba altında koyu lekeler olarak görülürken; reaktif püskürtüldükten sonra mavimsi 

lekeler şeklinde görünmüştür.  

Bileşiğin 
1
H-NMR spektrumuna bakıldığında, δH= 7.29 (4H, m) ppm’de ve δH= 

7.17 (1H, m) ppm’de bulunan sinyaller görülmektedir. Bu sinyallerin aromatik bir 

yapıya ait olduğu düşünülmüştür. δH= 2.94-3.06 (4H, m) ppm’de bulunan sinyaller, 

alifatik bir zincir varlığına işaret etmektedir. δH= 3.81 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 4 Hz), δH= 

3.62 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 8 Hz) ppm’de bulunan sinyallerin C-6''a ve C-6''b 

protonlarını işaret ettiği literatürlerle karşılaştırılarak belirlenmiştir. δH= 4.86 (1H, d, J= 

8 Hz) ppm’de gözlenen sinyalin bir şekerin anomerik protonuna ait olduğu saptanmıştır. 

Anomerik protonların etkileşme sabitlerine bakıldığında, J= 8 Hz değeri, ozun β 

konfigürasyonuna sahip glukoz olduğunu işaret etmiştir. δH= 3.99 (2H, m) ppm, δH= 

3.47 (2H, t, J= Hz, J= Hz) ppm ve δH= 3.19 (9H, s) ppm’de yer alan sinyallerin kolin 

(2-hidroksi-N,N,N-trimetiletanaminyum) yapısına ait olduğu düşünülmüş ve 

literatürlerle karşılaştırıldığında sinyallerin, sırasıyla, H-2''', H-1''' ve H-4''', H-5''', H-6''' 

protonlarına ait olduğu belirlenmiştir. Elde edilen veriler literatürlerle 

karşılaştırıldığında, bileşiğin glukosinolat yapısında ve kolin tuzu şeklinde olduğu 

saptanmıştır (302, 303). 

Bileşiğin
 13

C-NMR spektrumuna bakıldığında, δC= 164.8 ppm’de gözlenen sinyal 

C-1 karbonuna ait olup, glukosinolat yapısında sülfat grubunun bulunduğuna işaret 

etmektedir. Şekerin anomerik karbonuna ait sinyal (C-1'') δC= 83.46 ppm’de 

gözlenmiştir. δC= 34.27 ve δC=35.42 ppm’de alkil grubunun C-2 ve C-3 karbonlarına ait 

sinyaller yer almaktadır. δC= 142.28, δC= 129.50 ve δC= 127.22 ppm’de aromatik 

yapının karbonlarına ait sinyaller yer almaktadır. δC= 68.89 ppm, δC= 57.14 ppm ve δC= 

54.77 ppm’de gözlenen sinyaller, yapıda kolin bulunduğunu doğrulamıştır ve 

literatürlerle karşılaştırıldığında bu sinyallerin, sırasıyla, C-1''', C-2''' ve C-4''', C-5''', C-

6''' karbolarına ait olduğu saptanmıştır (304). 

Elde edilen spektrum değerleri literatürlerle karşılaştırıldığında, molekülün 2-

feniletil glukosinolat (glukonasturtin) kolin tuzu olduğuna karar verilmiştir (16, 304, 

305). 
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Bileşiğin
 
HMBC spektrumlarına bakıldığında, tiyoglukozun anomerik karbonuna 

(1'') ait protonun yapıdaki C-1 konumu ile eşleştiği gözlenmektedir. Ayrıca yapıdaki C-

2 ve C-3 karbonlarına ait protonların, sadece C-1 ve fenil halkası ile etkileşmesi yapıyı 

doğrulamaktadır. HMBC spektrumundan elde edilen diğer uzak bağ mesafeli karbon ve 

proton etkileşimlerine ait veriler de bileşiğin yapısını onaylamaktadır.  

Bileşiğin HSQC ve COSY spektrumlarına bakıldığında, yapısında yer alan karbon 

ve protonlara ait değerlerin doğru olduğu belirlenmiştir.  
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Şekil 83. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) 
1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektrumu-I 
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Şekil 84. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) 
1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektrumu-II 
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Şekil 85. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) 
13

C-NMR (CD3OD, 100 MHz) spektrumu  
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Şekil 86. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) 2D-1H, 
13

C-Heteronükleer korelasyonlu (uzun mesafe) spektrumu (HMBC)-I 

2

1

  1 

3

  1 

2,3   1 

3

  1 

1 

2 
1 



 

 

1
5
1
 

 

Şekil 87. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) 2D-1H, 
13

C-Heteronükleer korelasyonlu (uzun mesafe) spektrumu (HMBC)-II 
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Şekil 88. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) 2D-1H, 
13

C-Heteronükleer korelasyonlu (kısa mesafe) spektrumu (HSQC)-I 
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Şekil 89. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) 2D-1H, 
13

C-Heteronükleer korelasyonlu (kısa mesafe) spektrumu (HSQC)-II 
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Şekil 90. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) 2D-1H, homonükleer korelasyonlu spektrum (COSY) 
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        Şekil 91. Glukonasturtin kolin tuzu (Bİ-4) kütle spektrumu 



 

156 

6.7.5. Glukonasturtin (2-Feniletil Glukosinolat) 

 

  

C15H21NO9S2 (Molekül Ağırlığı: 422) 

1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) Spektrumu: Şekil 92, 93; Tablo 36 

13
C-NMR (CD3OD, 100 MHz) Spektrumu: Şekil 94; Tablo 37 

Kütle Spektrumu: Şekil 95 

 

Tablo 36. Glukonasturtin (Bİ-5) bileşiğinin 
1
H-NMR spektral değerleri 

H δH (ppm) 

H-2  
2.91-3.05 (4H, m) 

H-3 

H-2' 

7.18-7.28 (5H, m) 

H-3' 

H-4' 

H-5' 

H- 6' 

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

H-6''a  δH= 3.79 (1H, dd, J= 14 Hz, J= 4 Hz) 

H-6''b δH= 3.61 (1H, dd, J= 12 Hz, J= 8 Hz) 
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Tablo 37. Glukonasturtin (Bİ-5) bileşiğinin 
13

C-NMR spektral değerleri 

C/H δC (ppm) 

1 159.6 

2 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 Bİ-5 bileşiği, İTK’da vanilin/H2SO4 reaktifi püskürtmeden önce UV 

lamba altında koyu lekeler olarak görülürken; reaktif püskürttüp ısıtıldığında turuncu, 

soğutulduğunda mavimsi lekeler şeklinde görünmüştür.  

Bileşiğin 
1
H-NMR spektrumuna bakıldığında, δH= 7.27-7.28 (5H, m) ppm’de 

bulunan sinyaller görülmektedir. Bu sinyallerin aromatik bir yapıya ait olduğu 

düşünülmüştür. δH= 2.91-3.05 (4H, m) ppm’de bulunan sinyaller, alifatik bir zincir 

varlığına işaret etmektedir. δH= 3.79 (1H, dd, J= 14 Hz, J= 4 Hz), δH= 3.61 (1H, dd, J= 

12 Hz, J= 8 Hz) ppm’de bulunan sinyallerin C-6''a ve C-6''b protonlarını işaret ettiği 

literatürlerle karşılaştırılarak belirlenmiştir. δH= 4.88 (1H, d, J= 8 Hz) ppm’de gözlenen 

sinyalin bir şekerin anomerik protonuna ait olduğu saptanmıştır. Anomerik protonların 

etkileşme sabitlerine bakıldığında, J= 8 Hz değeri ozun β konfigürasyonuna sahip 

glukoz olduğunu işaret etmiştir. Elde edilen veriler literatürlerle karşılaştırıldığında, 

bileşiğin glukosinolat yapısında olduğu saptanmıştır (302, 303) 
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Bileşiğin
 13

C-NMR spektrumuna bakıldığında, δC= 159.6 ppm’de gözlenen sinyal 

C-1 karbonuna ait olup, glukosinolat yapısında sülfat grubunun bulunduğuna işaret 

etmektedir. Şekerin anomerik karbonuna ait sinyal (C-1'') δC= 82.25 ppm’de 

gözlenmiştir. δC= 33.05 ve δC=34.18 ppm’de alkil grubunun C-2 ve C-3 karbonlarına ait 

sinyaller yer almaktadır. δC= 140.97, δC= 128.09 ve δC= 125.79 ppm’de aromatik 

yapının karbonlarına ait sinyaller yer almaktadır. Elde edilen spektrum değerleri 

literatürlerle karşılaştırıldığında, molekülün 2-feniletil glukosinolat (glukonasturtin) 

olduğuna karar verilmiştir (16, 305). 

Bileşiğin kütle spektrumu incelendiğinde, m/z 421.77’de görülen sinyal 

glukonasturtini işaret etmektedir. 
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Şekil 92. Glukonasturtin (Bİ-5) 
1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektrumu-I 
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Şekil 93. Glukonasturtin (Bİ-5) 
1
H-NMR (CD3OD, 400 MHz) spektrumu-II 
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Şekil 94. Glukonasturtin (Bİ-5) 
13

C-NMR (CD3OD, 100 MHz) Spektrumu 

2

  1 

3

  1 

2

  1 

3

  1 

1

  1 

1

  1 



 

 

1
6
2
 

 

Şekil 95. Glukonasturtin (Bİ-5) Kütle Spektrumu 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Dünyada 338 cins ve 3709 tür ile temsil edilen Brassicaceae familyasının, 

Türkiye’de 91 cinse ait 571 türü, 65 alttürü, 24 varyetesi ve 660 taksonu bulunmaktadır. 

Brassicaceae familyasına ait cinslerden biri olan Barbarea, Avrupa ve Asya’da yaklaşık 

20 türle temsil edilirken; Türkiye’de 9’u endemik, 12 türle (15 takson) temsil 

edilmektedir (9). Tez çalışmasında yer alan Barbarea türlerinden B. auriculata var. 

paludosa Erzincan yöresi Pöske Dağı’ndan (2100 m), B.plantaginea Kelkit 

(Gümüşhane), Çimen Köyü’nden (1750 m) ve B. integrifolia Kelkit (Gümüşhane), 

Uzunkol Köyü’nden (1900 m) toplanmıştır. Türlerin teşhisi Prof. Dr. Ali Kandemir 

tarafından gerçekleştirilmiş olup; bitkilere ait herbaryum örnekleri Erzincan 

Üniversitesi Biyoloji Bölümü Herbaryumu’nda saklanmaktadır. Literatür taramalarında, 

üzerinde herhangi bir biyolojik aktivite ve fitokimyasal çalışmanın bulunmadığı tespit 

edilen bu 3 türün, metanol ekstresi ve metanol ekstresinden hareketle elde edilen 

kloroform, etil asetat ve su alt fraksiyonları üzerinde ilk kez antioksidan, 

antimikrobiyal, enzim inhibisyonu (tirozinaz, asetilkolinesteraz ve bütirilkolinesteraz) 

ve sitotoksik aktivite tayinleri yapılmıştır. Biyolojik aktivite çalışmalarında daha yüksek 

aktivite gösteren B. integrifolia’nın metanol ekstresi ve alt fraksiyonları üzerinde 

yapılan izolasyon çalışmaları ilk kez gerçekleştirilmiştir. 

Bitkilerin sekonder bileşikler olarak ürettiği fenolik bileşiklerin, fenolik asitlerin 

ve flavon türevlerinin biyolojik olarak önemli etkilere sahip olduğu bilinmektedir. 

Yapılan çalışmalarda bu bileşiklerin antioksidan, antialerjik, antimikrobiyal, 

antitrombik ve anti-inflamatuvar gibi birçok etkilerinin olduğu bildirilmiştir (306). 

Patolojik bir olay olarak kabul edilen oksidatif stres, vücutta ROS’ların arttığı veya 

antioksidan savunma sisteminin zayıflayarak oluşan radikalleri temizleyemediği 

durumlarda görülmektedir. Yapılan araştırmalar kanser, diyabet ve kardiyovasküler 

sistem hastalıkları gibi çoğu şikayetin etyolojisinde oksidatif stresin rol aldığını ve 

fenolik bileşiklerin antioksidan etkilerinden dolayı oksidatif stres ile ilişkili 

rahatsızlıklara karşı koruyucu olabilecekleri düşünülmektedir (307, 308). Fenolik 

bileşiklerin etkilerinin son yıllarda yapılan çalışmalarla daha fazla ortaya çıkarılması, 

bilim dünyasını bu konuda daha fazla çalışma yapmasına yönlendirmektedir.  
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Antioksidan aktivitenin belirlenmesi, daha sonra yapılacak kapsamlı çalışmalara 

ışık tutacağı kabul edildiği için, bilimsel çalışmalarda başlangıç noktası olarak 

düşünülmektedir (308). 

Tez kapsamında çalışılan türlerin antioksidan kapasiteleri, Toplam Fenolik Madde 

Miktarı Tayini, FRAP Ölçümü, CUPRAC Tayini ve DPPH Radikali Giderme Aktivitesi 

Tayini ile belirlenmiştir.  

Barbarea türlerine ait metanol, kloroform, etil asetat ve su ekstrelerinde fenolik 

madde miktarı gallik asit standart grafiği yardımıyla belirlenmiştir. Türlerin kloroform 

ve etil asetat ekstrelerinde yapılan çalışmalarda sonuç elde edilememesine rağmen; su 

ve metanol ekstrelerinin sahip olduğu gözlenen fenolik bileşik miktarları Tablo 15’de 

belirtilmiştir. İçerdiği fenolik bileşikler açısından türleri değerlendirdiğimizde, B. 

integrifolia ve B. plantaginea’nın daha zengin olduğu görülmüştür. 

Çalışmamızda türlerin metanol, kloroform, etil asetat ve su ekstrelerinin DPPH 

radikalini süpürme kapasitesitelerinin belirlenmesinde BHT standart madde olarak 

kullanılmıştır. BHT, antioksidan özellik gösteren sentetik bir maddedir ve çalışmada 

ekstrelere ait sonuçlar BHT’nin sonucuyla karşılaştırılmıştır. Her türden elde edilen 

ekstrelerin sonuçları kendi içinde değerlendirildiğinde, etil asetat ekstrelerinin daha iyi 

radikal süpürücü etkisinin olduğu belirlenmiştir. DPPH radikalini yüzde elli inhibisyona 

(IC50) uğratan derişimlere bakıldığında, B. auriculata var. paludosa’nın etil asetat 

ekstresinin 0.0984±0.01 mg/mL
-1

 olduğu ve en yüksek radikal süpürücü etkiye sahip 

olduğu görülmüştür. 

Çalışmamızda türlerin metanol, kloroform, etil asetat ve su ekstrelerinin toplam 

antioksidan kapasiteleri, FRAP ve CUPRAC yöntemleriyle hesaplanmıştır ve sonuçlar 

Trolox eşdeğeri olarak verilmiştir. Fe
+3

 iyonlarının indirgenmesi esasına dayanan FRAP 

yöntemine ait sonuçlar değerlendirildiğinde, türlerden B. integrifolia’nın metanol 

ekstresinin en yüksek, B. auriculata var. paludosa’nın kloroform eksteresinin en düşük 

etkiye sahip olduğu gözlenirken; Cu
+2

’nin indirgenmesi esasına dayanan CUPRAC 

tayininde B. integrifolia’nın metanol ekstresinin en yüksek, B. plantaginea’nın 

kloroform eksteresinin en düşük etkiye sahip olduğu gözlenmiştir. 
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Seo ve ark. tarafından yapılan araştırmada, B. orthocerus’un toprak üstü 

kısımlarından barbarin adı verilen (R)-5-fenil-2-oksazolidintiyoninin elde edildiği ve bu 

molekülün tirozinaz enzimi üzerine inhibitör etkisinin, kojik asit kadar güçlü olduğu 

bildirilmiştir (8). Ayrıca Hur ve ark. tarafından yapılan çalışmada B. orthoceras’ın 

çeşitli hücre tiplerinde NO sentezini inhibe ederek anti-inflamatuvar etki gösterdiği ve 

NO'ya bağlı Parkinson ve Alzheimer hastalığı gibi nörodejeneratif hastalıklarda önleyici 

etkisinin olabileceği bildirilmiştir (17). 

İçeriğinde alkaloitler, ksantonlar ve polifenoller ihtiva eden birçok bitki türünün 

kolinesteraz enzimleri üzerinde inhibitör etki gösterdiği ve bu sebeple nörodejenaratif 

hastalıklara karşı koruyucu olabilecekleri bildirilmiştir (309-314). Buradan yola çıkarak, 

tez kapsamında yer alan türlerin tirozinaz ve kolinesteraz enzimleri üzerindeki etkisi 

incelenmiştir.  

Türlerden elde edilen ekstrelerin tirozinaz inhibitör etkinliklerini değerlendirmek 

için standart olarak α-kojik asit kullanılmıştır. α-kojik asitin ve ekstrelerin IC50 değerleri 

Tablo 16’ da gösterilmiştir. Türlerden B. plantaginea’nın tirozinaz enzimi üzerinde 

inhibitör etkisinin çok zayıf olduğu saptanırken; B. integrifolia ve B. auriculata var. 

paludosa’nın aktivitesinin orta derecede olduğu gözlenmiştir. 

Türlerin asetil ve bütirilkolinesteraz enzimleri üzerindeki etkisi galantamin 

standardı ile karşılaştırılarak incelenmiştir. Galantamin ve ekstrelerin IC50 değerleri 

Tablo 17’de gösterilmiştir. Asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu sonuçlarına 

bakıldığında, türlerden en yüksek inhibitör etki, B. auriculata var. paludosa’nın su 

ekstresinde görülürken; bütirilkolinesteraz enzim inhibisyonu sonuçlarına bakıldığında 

en yüksek inhibitör etkinin B. integrifolia’nın su ekstresinde olduğu görülmüştür.  

Yapılan literatür taramalarında Barbarea türlerinin fitoaleksinler yönünden zengin 

olduğu ve güçlü antifungal etki gösterdiklerine ulaşılmıştır (15, 21-29, 31, 41). Tez 

çalışmasında türlerden elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri, patojen sekiz 

bakteri ve iki mayanın kullanıldığı agar kuyucuk difüzyon ve minimal inhibisyon 

yöntemleri ile belirlenmiştir. Türlerin antimikrobiyal etkilerinin, kullanılan standart 

ilaçlarla (Ampisilin, Streptomisin ve Flukonazol) karşılaştırıldığında, daha yüksek 

olduğu gözlenmiştir. Türlerin su ekstrelerinin mikroorganizmalar üzerinde en düşük 

etkiye sahip olduğu saptanmıştır. Türlerin sadece etil asetat ekstreleri, Gram (+) 
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bakterilerden B. cereus üzerinde etki göstermiştir. Gram (-) bakterilerden P. aeruginosa, 

Gram (+) bakterilerden S. cerevisiae ve E. faecalis’in, türlerden elde edilen ekstrelere 

karşı duyarlı olmadığı saptanmıştır. Türlerden elde edilen metanol, kloroform ve etil 

asetat ekstrelerinin tümünde antitüberküloz etkinin olduğu gözlenmiştir. Türlerden elde 

edilen örneklerin antifungal etkinliği değerlendirildiğinde, mayalar üzerinde daha zayıf 

etkiye sahip oldukları görülmüştür. 

Yapılan literatür taramalarında Barbarea türlerinde fenolik bileşiklerin klorojenik 

asit, 3,5-dikafeilkinik asit ve 1,5-dikafeilkinik asit olduğuna rastlanmıştır (27). Tez 

kapsamında türlerin metanol ekstreleri üzerinde yapılan HPLC çalışmalarında, fenolik 

bileşikler olarak p-OH benzoik asit, vanilik asit, şiringaldehit, kumarik asit, sinapik asit 

ve benzoik asit bulunduğu saptanmıştır. Daha önceki çalışmalarda, Barbarea 

türlerinden kersetin ve türevlerinin izolasyonunun gerçekleştirilmesine rağmen; HPLC 

çalışması sırasında saptanmamıştır (21, 22). B. plantaginea’da sadece benzoik asit 

varlığı saptanırken; B. integrifolia’nın p-OH benzoik asit, vanilik asit, şiringaldehit, 

kumarik asit, sinapik asit ve benzoik asit içerdiği saptanmıştır. B. auriculata var. 

paludosa’da ise vanilik asit, şiringaldehit, kumarik asit, sinapik asit ve benzoik asit 

varlığına rastlanmıştır. 

Tez kapsamında türlerden elde edilen ekstrelerinin L929, Hep3B, MCF-7, 

HCT116, MDA-MB-231, A549 ve PC-3 hücre hatları üzerinde gösterdiği 

antiproliferatif etki MTT yöntemi ile incelenmiştir. 

Barbarea türlerinin kanser hücreleri üzerinde oluşturduğu sitotoksik etkiler 

değerlendirildiğinde, türlerden B. integrifolia’nın Hep3B, MDA-MB-231, HCT116 ve 

A549 hücre hatlarında Vinkristin’den daha etkili olduğu gözlenirken; MCF-7 hücre 

hattında B. auriculata var. paludosa’nın Vinkristin’den daha etkili olduğu gözlenmiştir.  

Kanser tedavisinde kullanılan ilaçların kanser hücresinde etki göstermesi 

istenirken; sağlıklı hücrelerde herhangi bir etki göstememesi veya minimum etki 

göstemesi istenmektedir. Bu durum göz önüne alınarak tez kapsamında yapılan 

çalışmalarda, ekstrelerin sağlıklı hücrelerdeki etkisini gözleyebilmek için normal fare 

fibroblast hücreleri (L929) seçilmiştir. Bu hücrelerde ekstreler farklı konsantrasyonlarda 

uygulanmıştır. Çalışmalarda standart ilaç olarak, günümüzde kanser kemoterapisinde 

kullanılan ve bitkisel bir alkaloit olan Vinkristin kullanılmıştır. Elde edilen sonuçlara 
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bakıldığında, sağlıklı hücreler üzerinde türlerden elde edilen su ve metanol 

ekstrelerinin, doz artışına bağlı olarak, önemli bir sitotoksik etki oluşturmadığı 

gözlenmiştir. Türlerden elde edilen kloroform ve etil asetat ekstrelerinin sağlıklı 

hücreler üzerinde gösterdiği sitotoksik etkinin, Vinkristin ile kıyaslandığında, daha 

yüksek olduğu saptanmıştır. Ancak B. integrifolia ve B. auriculata var. paludosa’nın 

kloroform ve etil asetat ekstrelerinin Hep3B, MCF-7, HCT116, MDA-MB-231, A549 

ve PC-3 kanser hücre hatlarında Vinkristin’den daha güçlü sitotoksik etki gösterdiği 

belirlenmiştir. Bu sonuçlara bakıldığında, antikanser ilaç geliştirme çalışmalarında 

türlerin potansiyel kaynaklar olarak değerlendirilebileceği görülmektedir. 

Biyolojik aktivite çalışmalarından elde edilen veriler değerlendirildiğinde, 

çalışılan diğer türlere göre daha etkili olduğu gözlenen B. integrifolia’nın ana 

bileşenlerinin izolasyonu gerçekleştirilmiştir. B. integrifolia’nın su fazından 3 adet, etil 

asetat fazından 1 adet ve kloroform fazından 1 adet olmak üzere toplamda 5 adet ana 

bileşik izole edilerek, yapı analizleri çeşitli spektroskopik yöntemler [
1
H-NMR, 

13
C-

NMR, 2D-NMR (COSY, HMQC, HMBC) ve MS] kullanılarak gerçekleştirilmiştir. B. 

integrifolia’nın toprak üstü kısmından izole edilen ana bileşiklerin 1 steroit (β-

Sitosterol), 1 fenolik asit (rozmarinik asit), 1 flavonol heteroziti (Kemferol 7-O-α-L-

ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-glukozil)-β-D-glukozit), 1 glukosinolat (Glukonasturtin) 

ve 1 glukosinolat tuzu (Glukonasturtin kolin tuzu) olmak üzere 4 farklı kimyasal gruba 

ait olduğu gözlenmiştir. 

Barbarea cinsi üzerinde daha önce yapılan çalışmalarda, B. vulgaris, B.verna, B. 

intermedia, B. orthocerans, B. stricta, B. rupicola, B. bracteosa ve B. australis 

türlerinde glukonasturtinin bulunduğu belirtilmiştir (6, 15, 16, 18, 20, 30, 33). Ayrca tez 

kapsamında çalışılan B. plantaginea türünün glukonasturtin içerdiği, Agerbirk ve ark. 

tarafından yapılan HPLC çalışmasıyla gösterilmiştir (33). Tez çalışmasında izolasyonu 

yapılan B. integrifolia’ya ait herhangi bir izolasyon çalışmasına rastlanmamış olup ilk 

kez tarafımızca gerçekleştirilmiştir. Ayrıca izolasyon çalışmalarında elde edilen 

glukonasturtin’in kolin tuzu ilk kez saflaştırılmıştır. Literatürlerde Barbarea türlerinin 

kolin tuzu içerdiğine dair harhangi bir veriye rastlanmazken; Brassicaceae familyasına 

ait bazı türlerin kolin, betain ve fenolik asitlerin kolin esterlerini taşıdığına dair bilgilere 

rastlanmıştır (315-317).  
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Brassicaceae familyası üyelerinin güçlü antikarsinojenik etkileri onların 

içerdikleri glukosinolatlar ve parçalanma ürünleri olan izotiyosiyanatlar (ITC) ile 

ilişkilendirilmektedir (318-321). Aromatik bir glukosinolat olan glukonasturtin 

parçalandığında PEITC oluşturmaktadır ve yapılan çalışmalarda her ikisinin de güçlü 

antikarsinojenik etkiye sahip olduğu bildirilmiştir. PEITC, proteinlerin sistein 

gruplarıyla reaksiyona girebilme yeteneğine sahiptir ve gösterdiği biyolojik 

aktivitelerinin bu yeteneğine bağlı olduğu bilinmektedir. PEITC, sitoprotektif 

transkripsiyon faktörleri NRF2 ve HSF1'in aktivasyonu, epigenomun modifikasyonu 

gibi birçok hücre içi hedefi etkileyerek antikarsinojenik etki gösterdiği kabul 

edilmektedir (322). 

Tez kapsamında B. integrifolia’nın topraküstü kısımları üzerinde gerçekleştirilen 

izolasyon çalışmalarından elde edilen β-Sitosterol, yüksek biyolojik aktvitelere sahip 

önemli bir fitosterol olarak bilinmektedir. β-Sitosterol’ün reaktif oksijen radikallerinin 

seviyesini azalttığı ve lipit peroksidasyonunu önleyerek antioksidan etki göstermekle 

birlikte, bazı mikroorganizmalar üzerinde güçlü antimikrobiyal etkisinin olduğu 

bildirilmiştir (323, 324). Yapılan literatür taramalarında β-Sitosterol’ün yüksek 

kolinesteraz inhibitör etkisinin olduğuna rastlanılmıştır (325, 326). Bahadori ve ark.’nın 

Salvia syriaca kökleri üzerinde yaptıkları çalışmada, türün aseton ekstresinin ve aseton 

ekstresinden saflaştırılan β-Sitosterol’ün kolinesteraz enzim üzerindeki inhibisyonları 

sırasıyla IC50 değerleri 499.5±6.8 μg/mL ve 24.1±0.7 μg/mL olarak bulunmuştur. 

Ayrıca β-Sitosterol’ün tirozinaz enzim üzerinde de güçlü inhibitör etkisinin olduğuna 

dair çalışmalar da mevcuttur (327, 328). Tez kapsamında B. integrifolia’nın kloroform 

ekstresinden β-Sitosterol elde edilmesine rağmen; ekstrenin tirozinaz enzimi üzerindeki 

inhibitör etkisinin yüksek olmadığı gözlenmiştir (Tablo 15). Türlerin kloroform 

ekstresinin kolinesteraz enzimleri üzerindeki inhibitör etkisilerinin ise iyi olduğu 

gözlenmiştir (Tablo 16). 

Kanser tedavisinde önemli sorunlardan biri, kullanılan ilaçlara karşı ortaya çıkan 

çoklu ilaç direnci (MDR)’dir Hücre membranında taşıyıcı olarak bulunan P 

glikoproteininin, MDR’nin gelişiminde rol alan etmenlerden biri olduğu ileri 

sürümektedir. Yapılan çalışmalarda β-Sitosterol’ün MDR1 geni tarafından kodlanan bu 

proteini baskıladığı ve böylece kanser tedavisini desteklediği bildirilmiştir (312, 330). 

Prostat, kolon ve göğüs kanseri hücre hatları üzerinde yapılan çeşitli çalışmalarda, β-
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Sitosterol’ün β-katenin ve PCNA gibi proteinlerin ekspresyonunu azaltarak veya Fas 

miktarını, kaspaz-8 aktivasyonunu, ERK ve MAPK fosforilasyonunu artırarak kanser 

hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği belirtilmiştir (331-335).  

Barbarea cinsi üzerinde yapılan literatür taramalarında, bu cinse ait türlerin 

rozmarinik asit içerdiğine yönelik herhangi bir bilgiye rastlanmamıştır. Tez kapsamında 

yapılan çalışmada, Barbarea türlerinden ilk kez rozmarinik asit izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir.  

Rozmarinik asit, antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, nöroprotektif ve anti-

inflamatuar etki gibi birçok biyolojik aktiviteye sahip önemli bir fenolik bileşiktir (336, 

337). Rozmarinik asitin antioksidan etkisi, yapısında bulunan hidroksil gruplarının 

serbest radikallerle hidrojen bağı oluşturması ve bu sayede radikal süpürücü etki 

göstermesi ile ilişkilendirilmektedir (336).  

Yapılan çalışmalarda, rozmarinik asitin, dopaminerjik hücrelerde, H2O2 ile 

indüklenmiş reaktif oksijen türlerinin oluşumunu ve apoptotik hücre ölümünü önemli 

ölçüde azaltarak, nöronları oksidatif strese karşı koruduğu ve bu sayede nöroprotektif 

etkiye katkıda sağladığı gösterilmiştir (336). Ayrıca tirozinaz ve kolinesteraz enzimi 

üzerinde güçlü inhibitör etkinliği olduğu bildirilmektedir (336-339). Tez kapsamında B. 

integrifolia’nın etil asetat ekstresinden rozmarinik asit elde edilmesine rağmen; 

ekstrenin tirozinaz enzimi üzerindeki inhibitör etkisinin yüksek olmadığı gözlenmiştir.  

Yapılan literatür taramalarında, Barbarea türlerinden flavonoit olarak kemferol, 

kemferol 3-O-β-D-glukofuranozit, kemferol 3-O-β-D-glukopiranozit, ve kemferol-3-0-

(2,6-di-O-β-D-glukopiranozil)-β-D-glukopiranozit izole edildiğine rastlanmıştır (25-27). 

Tez kapsamında saflaştırılan Kemferol 7-O-α-L-ramnozit-3-O-β-D-((2-O-β-D-

glukozil)-β-D-glukozit) bileşiğinin Brassicaceae familyasına ait farklı türlerde 

bulunduğunu gösteren çalışmalar olmasına rağmen; Barbarea türlerinden elde 

edildiğine dair herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır (340, 341). Tez çalışmasında, bu 

türlerden bileşiğin izolasyonu ilk kez gerçekleştirilmiştir. 

Bu tez çalışması ile birlikte, 3 Barbarea türü üzerinde fitokimyasal ve biyolojik 

aktivite çalışmaları gerçekleştirilmiş olup; çalışmalardan elde edilen veriler, bu türlerle 

ilgili var olan literatür boşluğunun doldurulmasına katkı sağlayacaktır. Ayrıca, yapılan 

biyolojik aktivite çalışmalarının sonuçları, türlerin iyi bir antioksidan, antimikrobiyal 
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kapasiteye, güçlü sitotoksik etkiye ve tirozinaz, AChE ve BuChE enzimleri üzerinde 

orta seviyede inhibitör etkiye sahip olduğunu göstermiştir. Elde edilen veriler, türlerin 

doğal kaynaklı ilaç geliştirme çalışmalarında potansiyel kaynaklar olabileceğini 

göstermesinin yanında, türlerle ilgili yapılacak daha ileriki çalışmalara ışık tutması 

açısından önem arz etmektedir. 
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