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1. OZET
Myosotis alpestris Bitkisinin Biyolojik Aktivitelerinin incelenmesi

Bu calismada Artvin yoresinden 2016 Haziran ayinda toplanan Myosotis
alpestris bitkisinin toprak tistii kisimlar1 kurutulup toz haline getirildikten sonra; sulu
ve metanollii ekstreleri hazirlanarak DPPH (2,2-Difenil-1-pikril hidrazil), FRAP
(Demir Indirgeyici Antioksidan Gii¢) ve CUPRAC (Bakir Iyonu Indirgeyici
Antioksidan Kapasite) antioksidan aktiviteleri, toplam fenolik madde miktari,
tirozinaz, asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon etkileri ve

antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi amaglandi.

DPPH radikal temizleme aktiviteleri sulu ekstrede (SCs=0.2118 mg/mL),
metanolik ekstresine (SCsp=0.6118 mg/mL) gore daha yiiksek bulundu. FRAP ve
CUPRAC degerleri Troloks esdegeri cinsinden hesaplandi. FRAP sonuglar1 sulu
ekstrede 1038 pmol Troloks/g numune, metanolik ekstrede 171 pumol Troloks/g
numune olarak, CUPRAC degerleri; sulu ekstrede 1913 pumol Troloks/g numune,
metanolik ekstrede 289 pmol Troloks/g numune olarak bulundu. Toplam fenolik
madde degerleri gallik asid esdegeri cinsinden ifade edilerek sulu ekstrede 21.8 mg

GAE/g numune, metanolik ekstrede 2891 mg GAE/g numune olarak hesaplandi.

Tirozinaz enzim inhibisyonu (ICso = >1000 pg/mL) kojik aside (ICso = 63,096
ug/mL) gore oldukga yiiksek bulundu. Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
enzimlerinin % inhibisyon degerleri (43.5, 54.9) standart olarak kullanilan
galantamin’e (97.13) goére daha diisiik bulundu. Ekstrelerinin antimikrobiyal
aktivitesi Agar Kuyucuk Difiizyon yontemiyle test edildi. Bitkinin sulu ekstresinin
antimikrobiyal aktivite gostermedigi, metanolik ekstresinin ise antimikrobiyal

aktivite gosterdigi bulundu.

Myosotis alpestris bitki ekstrelerinin antioksidan, enzim inhibisyon etkileri ve
antimikrobiyal etkilerine bakildiginda; antioksidan bilesiklere kaynak sagliyacagi ve
dogal antioksidan kaynag1 olarak insan sagligina fayda saglayacagi, farmakolojik ve

ila¢ endiistrisinde kullanim alanlarinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Myosotis alpestris, Antioksidan aktivite, Tirozinaz,
Asetilkolinesteraz,  Biitirilkolinesteraz, ~ Antimikrobiyal
aktivite



2. SUMMARY
The Investigation of Biological Activities of Myosotis alpestris Plant

In this study, above the soil parts of Myosotis alpestris plant collected from
Artvin region of Turkey in June 2016, were dried and powdered. Their antioxidant
activities were tested by DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl hydrazyl), FRAP( Ferric Iron
Reducing Antioxidant Power) and CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant
Capacity) methods. Total phenolic substance quantities, tyrosinase,
acetylcholinesterase,  butyrylcholinesterase enzyme inhibition effects and

antimicrobial activities were tested.

DPPH radical scavenging activities were found to be higher in aqueous extract
(SC50:0.2118 mg/mL) than methanolic extract (SCs:0.6118 mg/mL). FRAP and
CUPRAC values were calculated in Trolox equivalent. FRAP results were
determined as 1038 pmol Trolox/g sample in aqueus extract, 171 pumol Trolox/g
sample in methanolic extract, CUPRAC values; 1913 pumol Trolox/g sample in
aqueous extract, 289 umol Trolox/g sample in methanolic extract. The total phenolic
values were expressed as gallic acid equivalent, 21.8 mg GAE/sample in aqueous

extract and 2891 mg GAE/g sample in methanol extract were calculated.

The tyrosinase enzyme inhibition (ICs0=>1000pg/mL) was significantly higher
than kojic acid (1C5,=63.096). The % inhibition values of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase enzmes (43.5, 54.9) were significantly lower than those of
galantamine (97.13). The antimicrobial activity of the extracts was tested by the Agar
Well Diffusion method and the aqueous extract of the plant showed no antimicrobial
activity.

The antioxidant, enzme inhibition effects and antimicrobial effects of the
extract obtained from Myosotis alpestris showed that, antioxidant compounds of this
plant could be used as a natural antioxidant source to provide benefits to human
health and they could be used in pharmacological and pharmaceutical industries as

well.

Key  Words: Myosotis  alpestris,  Antioxidant  activity,  Tyrosinase,
Acetylcholinesterase, ~ Butyrylcholinesterase,  antimicrobial
activity.



3. GIRIS ve AMAC

Tiirkiye tibbi ve endemik tiir bakimindan zengin bir ilkedir. Yaklasik olarak
12000 takson bulundugu bildirilmistir. Bu bitkilerden de 1000 kadari ilag ham
maddesi ve baharat olarak kullanilmaktadir (1, 2). Bolgemiz bitki floras1 bakimindan
oldukca zengin oldugundan bitki arastirmalar1 i¢in uygun bir kaynak

olusturmaktadir.

Diinya saglik oOrgiitiiniin verilerine gore gelismekte olan iilkelerde yasayan
insanlar yaklasik yiizde sekseninin hastaliklarin tedavisinde geleneksel yontemleri
kulanmaktadir. 1984 yilinda Amerika ve Kanada da ilag hammaddelerinin yaklasik
yiizde 25 ini dogal kaynaklarin olusturtugu bildirilmistir (1).

Bitkilerin temininin kolay olmasi, ucuz tedavi imkanlari saglamasi yaninda
dogal kaynaklardan elde edilen ilaclarin yan etkilerinin sentetik ilaclara gbre daha az
olmasi, sentetik ilaglara kars1 bakterilerin kolay diren¢ kazanmasi nedeniyle bitkisel

kaynaklardan ilag etken maddasi eldesi 6nem kazanmistir (3).

Vicudumuzda fizyolojik olarak meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal
olaylar sonucun da reaktif oksijen tiirleri yani serbest radikaller meydana
gelmektedir. Serbest radikallarin asir1 Uretilmesi lipid, protein, DNA gibi
biyomolekiillerin yapilarinda oksidatif hasar meydana getirmektedir. Bu hasar
sonucunda ateroskleroz, diyabet, kanser, ¢esitli kronik hastaliklar gelismektedir (4).
Viicutta bu oksidan ajanlara karsi ¢esitli koruyucu sistemler gelistirmistir. Bu
mekanizmalar diizenli ¢alismadiginda hastaliklarin ortaya ¢ikmasi kaginilmazdir. Bu
sebepten dolayi, disaridan besinlerle antioksidanlarin viicuda alinmalar1 6nemlidir.
Bitkilerde bu oksidan ajanlar1 temizleyen fenolik bilesikler, vitaminler, terpenler,
fenolik asitler, flavonoidler, tanenler, kumarinler, ligninler, kinonlar bulunmaktadir
(5).

Diinyada ve tlilkemizde son zamanlarda bitkilerle tedavi yontemleri, 6zellikle
fitoterapatik yontemler iizerine bilimsel arastirmalarda artis gozlenmektedir. Bu
konulardaki giderek artan ilgi, tez konusu se¢iminde bdlgemizde Artvin yoresinde
yetisen ve Boraginaceae familyasindan olan, diinyada 100 cins ve 2000 kadar tiirle
tropikal, subtropikal ve 1liman bdlgelerde yayilim gosteren, Myosotis alpestris isimli

tiir bitkisinin biyolojik aktivitelerinin incelenmesi hususunda etkili olmustur.



Bu ¢alismada, Artvin yoresinde yetisen ve Boraginaceae familyasina ait KATO
24440 herbaryum numarali Myosotis alpestris bitkisinin, toprak iistii kisimlarindan
elde edilen saf sulu ve metanolik ekstrelerde antioksidan aktivite ile antimikrobiyal
etkinin ve yine aymi bitki Ornegine ait ekstrenin tirozinaz, asetilkolinesteraz ve

biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon deneylerinin, incelenmesi amaglanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Botanik Bilgiler
4.1.1. Boraginaceae Familyasi

Boraginaceae, diinyada 100 cins ve 2000 kadar tiirle temsil edilen, tropikal,
subtropikal ve 1iliman bdlgelerde yayilisi bulunan, Lamiales takimina ait bir
familyadir. Tiirkiye'de bu familyaya ait 34 cins ve 300°den fazla tiiriin bulundugu

bilinmektedir (6).

Genellikle otsu, bazen ¢alims1 veya tirmanici bitkilerden olusmaktadir. Bitkinin
govdesi ve yapraklart genellikle sert tiiylerle kapli olup, yapraklar basit, stipulasiz ve
alternattir. Cigekler hermafrodit, aktinomorf veya nadiren zigomorftur. Kaliksin

serbest veya bilesik 5 sepalli, korollanin ise 5 petalli ve petallerin bilesik oldugu
bilinmektedir (6).

4.1.2. Myosotis Cinsi
Myosotis cinsinin sistematik siniflandirilmasi asagidaki gibidir (7).

Alem : Plantae

Bolim  : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Alt Simf : Asteridae
Takim  : Lamiales
Familya : Boraginaceae
Cins : Myosotis

Tiir : Myosotis alpestris
4.1.3. Myosotis alpestris

Siklikla uzun, belirli bir dereceye kadar etli kokleri olan kisa ve ¢ok sayida
rizomlar1 bulunan ¢ok yillik bir bitkidir. Govde genellikle alt kisma dogru tiiylii olup,
nadiren de tiiyslizdiir. Govde uzunlugu 5-35 cm arasinda degisir. Bazal yapraklar
saplt ya da sapsizdir. Ayrica sap iizerinde bulunan kismi ¢ok degiskendir. Eliptik,

spatiil, yumurtamsi veya lineer sekillidir (6).



Sekil 1. Myosotis alpestris (8)

Infloresans (¢igek durumu) yogun bir sekilde tiiylerle kaplidir. Kaliks 7mm’ye
kadar bliytiyebilir ve siklikla genislemis sekildedir. Yogun bir sekilde kivrilmis veya
kivrilmamais killarla kaplidir, yogun bir sekilde tiiyliidiir (6). Tiiyler daha fazla veya
daha az yayilim gostererek glimiisiimsii bir renktedir Korollanin igerdigi tiip ise
kaliksinkinden daha kisadir. Korolla 0,4 -1,2 cm capinda uzayabilir; korolla tiipii
kisadir ve solgun sart renklidir. Bazi yerlerde korolla ¢apt 9mm’ye kadar
yiikselebilir, agik ya da koyu mavi renklidir. Korolla loblar1 yaklasik olarak 1-5 mm
ebatlarindadir, agik mavi renklidirler ve her lobun tabaninda parlak sar1 renkli kiigiik
iki lobdan olusan bir yap1 ihtiva ederler. Tiibiin i¢inde 5 stamenli korolla loblariyla

almasik olan 5 stamen bulunur (9).

Androkeum daima izostemondur ve 5. stamenin kaybolma egilimi yoktur.
Ovaryum st durumludur, iki orta karpelden olusur ve tek bolmelidir. Genellikle 4

kisma ayrilmasina ragmen tek bdlmeli olarak kalir (6).

Meyve tabanindaki tiily ya daha ¢ok ya da daha az akut (ince keskin)’dur.
Meyve 4 nutletten olugsmustur. Nutletler siklikla yumurtamsidan elipse dogru degisen
bir tiir yuvarlak sekle sahip, siyah renkli ve parlayan bir durumdadirlar. Siklikla 2
mm’den daha biiyiiktiirler. Ayrica kenar-merkez arasindaki uzakligin yarisina kadar
(yani 2,5 mm’ye kadar) biiyiiyebilirler. Dokunulabilir alani ise genis, bobrek seklinde
ve oluklardan lateral (yan hatlara) dogru uzayip genislemis bicimdedirler. Siklikla da
asagiya dogru genislemektedir (9).



4.2. Antioksidanlar Hakkinda Bilgiler
4.2.1. Radikal Kavramm

Dis yoriingelerindeki orbitallerinde c¢iftlenmemis elektron bulunduran reaktif
maddelere radikal ad1 verilmektedir. Viicutta metabolizma sonucu meydana gelen bu
radikaller zararli olaylara sebep olmaktadir. Genel karakterleri kisa 6miirlii ve serbest
(herhangi bir yere bagimli olmayan) olmalar1 olarak bilinmektedir. Igerdikleri
elektron sayilarini proton sayilariyla eslestirmek istediklerinden dolay1r son derece

reaktif olduklari bilinmektedir (10).
4.2.2. Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller homolitik bag kirilmasi sonucu olustuklari gibi elektron alma
ve elektron verme gibi olaylar sonucu da olusabilmektedir. Radikaller yapilar1 geregi

zincir reaksiyonlar1 meydana getirirler (11).

Radikaller dis etkenlere bagli olarak da meydana gelebilirler. Bu dis sebepler
sOyledir:

e Hava kirliligi (Ozon, azot dioksid)

e Toksik kimyasallar (CCl, ve halojenlenmis hidrokarbonlar, difenoller)
e Bazi metaller (civa, kadmiyum, nikel, krom, arsenik, kursun gibi)

e (Cesitli antibiyotikler (Tetrasiklinler ve kinon antibiyotikleri gibi)

e Radyasyon

e Sigara

o Alkol (12, 13)

4.2.3. Reaktif Oksijen Metabolitleri

Singlet oksijen molekiilii aracilig1 ile oksijen molekiillerinden meydana gelen
reaktiflerdir ve oksijenin metabolizmasinin ara iriinleri olarak olusmaktadirlar.
Biiylik miktarda hiicre i¢inde, 6zellikle de mitokondride elektron transport zinciri
(ETS)’nde olusmaktadir (14).

En toksik tiriinleri sirastyla OH' radikali, siiperoksid anyonu (O; -) ve hidrojen

peroksittir (H,0,) (15,16).
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Sekil 2. Oksijenden Reaktif Oksijen Metaboliti Olusumu (17)

Oksijen molekiillerine elektron aktaran oksidaz enzimleri ve oksijen
molekiillerinin substrata aktarilmasini saglayan oksijenaz enzimleri reaktif oksijen

metabolitlerinin olugsmasinda gérev almaktadir (17).
4.2.4. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Bitkilerin ¢evresel faktorlere diger organizmalara kiyasla daha c¢ok maruz
kaldigindan dolay1 oksidatif hasara daha dayaniksiz oldugu belirtilmektedir. Bunun
i¢in, bitkilerin ROS olusumunu engellemek amaciyla bircok mekanizma gelistirdigi
ileri siiriilmektedir. Bitkilerde oksidatif stresi olusturan faktorler arasinda; fotosentez,
hiicrelerin atmosfer oksijen basincina maruz kalmasi, solar radyasyon (6zellikle UV),
hiicre sicakligindaki ani degisimler, ROS salgilanmasina neden olan mantar
patojenlerinin saldirilar1 ve Oksidatif strese sebep olan bazi enzimler yer almaktadir.
[laveten, agir-metal bakimindan zengin olan topraklarda yetisen tohumlar, Fenton
reaksiyon mekanizmasi vasitastyla hidroksil olusumuna kars1 daha dayaniksiz oldugu

bildirilmektedir (18, 19).

Fotosentez esnasinda elektronlar giines enerjisini kullanarak daha ileri enerji
seviyelerine ylikselmektedirler. Aktive edilen elektronlarin ¢ogu ya 6zel elektron
alicilarina geger ya da 1s1 veya floresan olarak dagildig1 bilinmektedir. Ancak; belirli
miktardaki ileri enerji diizeyli elektronlar, istenilen hedefe ulagsmadigindan toksik
radikal molekiillerini olusturmaktadir. Bununla birlikte, mevcut elektron alicilarina
transfer edilen elektronlar, daha sonra elektron transport zincirleri boyunca akim
gostermek suretiyle, oksijen ile etkilesim gostererek siiperoksid radikalini trettigi

bilinmektedir. Fazla sayidaki elektronlarin her saniye basi bu yollardan gectigini



disiindiigiimiizde; organizmanin isleyisinin diizenli olmasina ragmen, bazi

elektronlarin bu reaksiyonlari olusturabilecegi farkedilmektedir (20).

Bir bagka reaktif oksijen metaboliti olan H,O, {iretimi fotorespirasyon
stiresince meydana gelen fotosentez ile ilgili oldugu belirtilmektedir. Bu hidrojen
peroksid kaynag 6zellikle yiiksek 151k yogunlugunda, diisiik karbondioksit ve ytliksek
oksijen konsantrasyonunda olustugu bildirilmektedir (21, 22).

Atmosfere Maruz Kalma

Verilen bir dokudaki oksijen konsantrasyonu, difiizyonun, ¢oziinebilirligin, ve
tiketimin  bir  fonksiyonudur. Ornegin, toplardamar kanindaki  oksijen
konsantrasyonu, biitiin kanin ¢eyregi kadardir; oysa fotosentetik hiicrelerdeki oksijen
konsantrasyonu, fotosistem 2 kompleksindeki oksijen iiretim bdlgesinde bulunan

konsantrasyonu asabildigi bilinmektedir (21, 22).
Solar Radyasyon

Fotosentez i¢in gerekli olan enerjiyi saglamanin yanisira, solar radyasyon
radikallerin olusumu ile sonuglanmak suretiyle, molekiillere dogrudan ener;ji
yiikleyebilmektedir. Ornegin; UV radyasyon iki hidroksil radikali olusturmak igin

hidrojen peroksidin homolitik fizyonuna sebep olacak yeterli enerjiye sahip oldugu
bilinmektedir (23).

Sicaklik Etkisi

Elektron transport zinciri boyunca mevcut olan enerji akimi, yasayan her hiicre
i¢in zorunlu oldugu kabul edilmektedir. Ideal olarak diizenlenen bir sistemde, enerji
yiiklenmis elektronlar, bir protein donériinden 6zel bir aliciya yavasga azalan redox
potansiyel gradiyenti boyunca gegirilmektedir. Uyarilan elektronlarin bu sekildeki
elektron transferi, dondr ve akseptor molekiillerin kusursuz olarak pozisyon almasini
gerektirmektedir. Agikcasi, membran akicihigindaki diizensizlikler (6rnegin sicaklik
degisikliklerinin bir sonucu olarak) membran proteinlerinin dizilimini bozarak
elektron sizimina neden oldugu ileri siiriilmektedir. Bu elektronlar mevcut molekiiler
oksijen ile birlestikleri zaman reaktif oksijen tiirleri ve lipid hidroperoksidlerini

olusturmaktadir (23).



Bitki-Patojen Etkilesimlerinde Oksidatif Stres

Uzun zamandan beri, bitki enfeksiyonu esnasinda olusan doku hasarinin
sebebinin reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin oldugu disiiniilmektedir. Bilim
adamlarinin yaptig1 c¢alismalarda, bitki hiicrelerinin, isgal edici organizmalarin
varligimmi hissettiklerinde reaktif oksijen tiirlerini olusturduklarint gostermistir.
Patojen organizmalarin bulagmasini takiben ROS’un meydana gelisi, bitkilerin

patojenlere karsi olan en hizli tepkilerinden biri oldugu belirtilmektedir (24, 25).

Crmm )

Sekil 3. Patojen ROS ve Bitki Savunma Mekanizmasi (21)

Oksidatif Strese Sebep Olan Bazi1 Enzimler

Radikallerin diger potansiyel kaynaklari, enzimatik reaksiyonlarin yan triinleri
oldugu bilinmektedir. Piirinlerin ksantin oksidaz tarafindan yikimi, mono-, di- ve
poliaminlerin oksidazlar tarafindan yikim olaylar1 6rnek olarak verilebilir. Ayrica
belirli kosullarda polifenollerin, polifenol oksidazlar tarafindan yikimi da bir
reaksiyon iiriinii olarak H,O, iiretimine neden olmaktadir. Bitkilere 6zel olan diger
bir enzimatik olay, hidrojen peroksid olusum kaynagi ise hiicre duvar
peroksidazlarinin oldugu bilinmektedir. Peroksidazlar, hiicre duvari bilesenlerini
capraz-bag olusumunu katalizlemek yoluyla siiperoksit anyon radikalinin ortadan

kaldirilmasi sirasinda H,O, meydana getirebilmektedirler (26-28)
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4.2.5. Radikallerin Biyolojik Etki Mekanizmalar:

Serbest radikaller, arginin, histidin gibi aminoasitleri oksidasyona ugratarak
hasara yola agmaktadirlar. Ancak, en biiylik hasar1 doymamis yag asitleri (PUFA)’ni
oksidasyona ugratarak meydana getirmektedirler. Doymamis yag asidlerinde bulunan

cift bag sayisi arttikca bu yag asitlerindeki peroksidasyon orani da artmaktadir (29).

Radikal metabolitler ilk once yag asidini etkiyerek yag asidi radikalinin
olusturmaktadir. Olusan yag asidi radikalleri baska yag asitlerinin igerdigi yan
zincirlerle etkilesime girerek hidroperoksidlerin olusumuna sebep olmaktadir. Olusan
bu hidroperoksidler metal iyonlartyla malondialdehid gibi yikim {irlinlerini meydana
getirmektedirler. Lipid peroksidasyonu ve g¢esitli proteinlerin oksidasyonlarinin
yarattiklar1 bu durum, hiicre membran yapis1 se¢ici gegirgen 6zelliginde azalmaya
sebep olmaktadir. Boylece hiicre igine giren Ca2* iyonu artarak fosfolipaz enziminin
fonksiyonunu artmasina neden olmaktadir. Buna bagli olarak membranin fosfolipid
miktar1 azalarak potansiyel kaybi olusmaktadir. Bu olusum sonucu, membran
yapisinda proteolitik etki artarak endoniikleaz enzim faaliyetinin ilerlemesine ve

toksik etki diizeyinde artisa sebep olmaktadir (29, 30).

Solunum

Mitokondrial
hasar

DNA hasarn

> A?m

" ca*Zgirisi

Lipid peroksidasyonu

Sekil 4. Radikallerin Biyolojik Etki Sekli (17)

4.2.6. Bitkilerde Reaktif Oksijen Uriinlerinin Kimyasi

Bitkilerde molekiiler oksijenin ardisik rediiklenmesi yoluyla degisen sayida
elektronlar, farkli ROS tiirlerinin olugmasina sebep olmaktadir. Oksijenin tek

elektron alarak indirgenmesi siiperoksid anyonunun (O,7) fretimi ile
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sonuglanmaktadir. Bu genellikle, ilk ROS olusuncaya kadar meydana gelmektedir.
Eklenmis tekil elektron ¢iftlenmemis oldugu i¢in siiperoksid bir serbest radikal
olarak siniflandirilmaktadir. Diislik pH’da siiperoksidin dismutasyonu olusmaktadir;
yani bir siiperoksid anyonunun ekli elektronunu diger siiperoksid anyonuna vererek
ve daha sonra sonra protonlanarak H,O, olusturmaktadir. Hidrojen peroksid zay1f bir
oksidasyon ajanidir ve proteinler gibi biyolojik molekiillerle reaksiyona girmektedir
(29, 30).

Bitkilerde dismutasyon reaksiyonu siiperoksid dismutaz tarafindan etkili bir
sekilde kataliz edilmektedir. Bitkilerde SOD’in farkli hiicresel kisimlarda yerlesik
sekilde ¢esitli tiplerinin varlig1 bilinmektedir (29, 30).

Hem siiperoksid hem de H,O, bitkilerde potansiyel sinyal yayan molekiiller
olarak bilinmektedir. H,O, molekiil agirliginin az ve yiksiiz olmasi sebebiyle
membranlardan gegerek hizlica yok edilmektedir. Ote yandan, siiperoksid nispeten
yart omri kisa ve yiikli bir molekiil olasindan dolay1 hareketleri, tiretim bdlgesine
olan yakinligi ile simirlandirilmaktadir. Ama siiperoksid, perhidroksil radikalini

olusturmak iizere protonlanabilir ve membranlardan gegebilme potansiyeline sahip

olabilmektedir (29, 30).

L Reactive oxygen species (ROS)
AN
& M
+[H] . +[H +[H] 4 +[H]
0, —p HOY —pp H,0, —) H0+'0H —Pp 2H,0
A
v
H""Oz.-
p Increasing

Increasing reduction
oxidation

Sekil 5. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Oksidasyon ve Rediiksiyon Dengesi (31)

metaller

O+ H202 —> OH"® + OH_+02

Sekil 6. Haber - Weiss Tepkimesi (32)
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Fe? + Hy0,— Fe 3+ + OH' + OH"

Sekil 7. Fenton Tepkimesi (32)

Hidroksil radikalleri (OH), son derece reaktiftir ve sinirli-diflizyon oraninda

reaksiyon verebilmektedirler.

Stiperoksid ¢ok etkili olan, baska sinyal yayan serbest radikalle reaksiyon
verebilir, mesela nitrik oksit ile peroksinitrit liretmektedir. Peroksinitrit oldukga

reaktiftir ve memeli sistemlerinde toksik bir ajan oldugu bilinmektedir (33).

Aslinda, OONO™ olusumu NO ve H,O;’nin hiicresel fonksiyonlarini ortadan
kaldirabilmektedir. Singlet oksijen reaktif oksijenin diger bir formudur fakat burada
molekiiler oksijene extra bir elektron eklenmesi yoktur; aslinda daha yiiksek enerjili
orbitale bir elektron yiikselmistir. O sebepten smirli-donme fazindan oksijenin
serbestlenmesi gergeklesmektedir. Bu spin kisitlamasinin ortadan kaldirilmasi singlet
oksijenin organik molekiillerle hizlica reaksiyona girmesine yol ag¢makta ve

potansiyel olarak da zarara sebep olmaktadir (34, 35).
4.2.7. Antioksidanlar Hakkinda Genel Bilgiler

Serbest radikaller ve reaktif oksijen metabolitleri ve bunlari meydana
getirebilen biitlin maddeler oksidan diye adlandirilmaktadir. Bu oksidanlar1 direkt

olarak azaltan veya yok eden yapilara antioksidanlar adi verilmektedir (35, 36).

Antioksidanlar, aktivitelerini genel anlamda 6 yolla meydana getirmektedirler.

Bu yollar sunlardir:

o Radikalleri temizleme

¢ Endojen antioksidan savunmayi gii¢lendirme

e Tahrip olan yapilar1 onarma

e Oksidan maddeleri olusturan reaksiyonlar1 durdurma
e Hiicrede etkili olan kinaz kayiplarini 6nleme

e Oksidan olusturan reaksiyon hizlarini azaltma (35, 36).
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4.2.8. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri

Stiperoksid ~ dismutaz  [(SOD), siiperoksid oksidorediiktaz], oksijen
metabolizmasinin oldugu tiim yapilarda bulunmaktadir. Bu enzimin aktivitesi bakar,

¢inko ve mangan elementleriyle diizenlenmektedir (37).

Insan hiicresinde sitozolde ve mitokondri membran araliginda yer almaktadir

ve siiperoksidi hidrojen perokside doniistiirmekle gorevli oldugu bilinmektedir (37).

Katalaz, bir hemoprotein olup ativitesi demir iyonlariyla diizenlenmektedir.
Yiiksek diizeyde hidrojen peroksid olustugunda katalaz enzimi aktivasyonu da

artmaktadir (38).
Glutatyon Rediiktaz (GR)

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgemede gorev almaktadir. Bu islev sirasinda
NADPH bilesigine ihtiyag duymaktadir. Boylece hiicre yapisi i¢in onemli olan
GSH/GSSSG oraninin korunmasini saglamaktadir (39).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px); hidrojen peroksid ve lipid peroksidleri de
indirgenmesini ve glutatyonun yiikseltgenmesini saglamaktadir. Aktivasyonu icin

selenyum elementine ihtiya¢ duymaktadir (40).
4.2.9. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma

Ekstraseliiler sivilarda antioksidan enzimlerin aktivite gdstermedigi
bilinmektedir. Ciinkii bu sivilar antioksidan enzimler igermezler. Ekstraseliiler
yapilarda antioksidan sistemin calisma esasi, oksidan yapilarin gegis metalleriyle
karsilasmasint Onlemektir Viicut sivilarinda antioksidan savunma, transferrin,
laktoferrin, haptoglobin, mukus, bilirubin, hemopeksin, iirik asit, glukoz gibi
yapilardan meydana gelmektedir Transferrin 2 tane Fe®" baglar, laktoferrin ise bu

islemi diisiik pH’da gergeklestirmektedir (41).

Bilirubin aktivitesi oksijen yogunluguna baghidir ve singlet oksijeni yok
etmede gorev almaktadir. Ayrica p-karoten de aym oOzellik ve islevde gorev

almaktadir (38).
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Stiperoksit radikali, seriiloplazmin tarafindan etkisiz hale getirilir. Albiimin

HOCI radikalini toplar ve bakir metal iyonunu bagladigi bilinmektedir (41).
4.2.10. Vitaminlerin Antioksidan Mekanizmalardaki Onemi
Vitamin E (a- tokoferol)

a-tokoferol kolay oksitlenebilen bir yapiya sahiptir. Is1, 151k, asit gibi etkenlere
dayanikli iken ultraviyole 1sinlarina karsi ¢ok dayaniksizdir. Vitamin E’nin diger
tokoferollerden farki 6-hidroksi kroman halkasindaki metil gruplarinin bulundugu

konumun farkliligi ve bu metil gruplarinin sayisidir (42, 43).

Vitamin E, hidrofobik yapisindan 6tiirii yalnizca hiicre membraninda aktivite
gostererek, lipidlerde peroksidasyon zincirinin durdurulmasinda gorev almaktadir
(42, 43).Vitamin E, kapsamli bir antioksidan giicline sahiptir. Bu gii¢ 6zellikle 4

onemli etkiden kaynaklanir:

e Radikal giderme (radikalleri toplama ve temizleme yoluyla)

e Bu radikal tiirlerini olusturan reaksiyonlari durdurma veya reaksiyon
hizlarin1 negatif olarak etkileme

e Endojen antioksidan savunma giiciinii artirma

e Zarar goren yapilar1 onarma (42, 43).
Vitamin C (askorbik asid)

Askorbik asid (Vitamin C) hiicre membrani digindaki yapilarda bulunur ve
serbest radikallerin uzaklastirilmasinda gorevlidir. Ayrica lipid peroksidasyonu
iriini olan LOOH gibi yapilarin sudaki ¢6ziiniirliigiini  artirir.  Antioksidan

aktivitesini yitirmis olan Vitamin E’nin rejenerasyonunu saglar (44, 45).
4.2.11. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Mekanizmalardaki Onemi

2001 yilinda yapilan, meyvelerde, sarap ve ¢ayda bulunan fenolik bilesiklerin
kimyasal ve farmolojik Ozelliklerini kapsayan caligmalarda, bir¢ok bilgi elde
edilmistir. Fenolik maddelerin, koroner kalp yetmezligi ve kanser tiirlerini kapsayan
cesitli hastaliklarda koruyucu roliiniin bulundugu ispatlanmistir. Fenolik bilesikler,
asidik fenolik hidroksil grubunun elektron verme aktivitesi sayesinde antioksidan
etki gosterirler (46).
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Fenolik asitlerin ve 30°dan fazla flavonoid yapisindaki fenolik maddelerin
antioksidan Ozelliklerinin arastirildigit bir calismada, bu bilesiklerin vitamin E
analogu olan Trolox’tan daha yiiksek radikal siipliriicii etkiye sahip oldugu

ispatlanmustir (46, 47).

Fenolik bilesiklerin dogrudan radikal siipiiriicii etkilerinin yaninda, DNA ve
lipidleri ROS tarafindan kaynaklanan oksidatif hasara karsi korudugu gosterilmistir
(48).

4.2.11.1. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeletini 15 karbon atomlu difenilpropan yapisi
olusturur. Fenil halkalarinin propan zincirine degisik pozisyonlarda baglanmalari
nedeniyle siniflara ayrilirlar. Ayrica bu yap1 iskeletindeki halkali yapilara eklenen

farkli gruplar sayesinde degisik derecede antioksidan etki gosterirler (48, 49).

Flavonoidler C halkasinin oksidasyon derecesine gore ve halka yapisindaki
hidroksilasyona gore cesitli yapilara ayrilirlar. Ayrica ¢ok sayida in vitro ¢alisma
flavonoidleri, reaktif oksijen tiirlerine karsi etkili giiglii antioksidanlar olarak

tanimlamustir (49).

Flavanols
R1 R2 R3 R1 R2
Quercetin OH H H Catechin OH H
Kaempferol OH H H Epicatechin OH H
Flavones EGC OH OH
Luteolin H OH OH ECG galiate H
Apigenin H H OH EGCG galiate OH

Sekil 8. 1,3-Difenilpropan Iskeletine Sahip Flavonoidler (49)
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Isoflavones
R3 RS
Genistein OH OH
Daidzein OH H

Sekil 9. 1,2-Difenilpropan Iskeletine Sahip Flavonoidler (49)

Anthocyanidins
R2 R4
Cyanidin OH H
Malvidin OCH, OCH,
Delphinidin OH OH

Sekil 10. 1,3 Difenil Propan Yap1 Iskeletine Sahip Baska Bir Flavonoid Cesidi
Antosiyanidin (49)

4.2.11.2. Fenolik Asitler

Flavanones
R1 R2 R3
Taxifolin OH OH OH
Naringenin H H OH
Hesperetin OH OCH, H

17

Sekil 11. 1,3 Difenil Propan Yap iskeletine Sahip Flavanon (49)

Fenolik asitler Hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler olarak iki
siifa ayrilirlar:



Hidroksibenzoik Asid (HBA)

HBA’lar benzoik asid tlirevli bilesiklerdir. Yapisal degiskenliklerinin altinda,
aromatik halkanin hidroksilasyon ve metoksilasyon islemlerine ugramalar1 yer
almaktadir (49).

Hidroksisinamik Asid (HCA)

HCA’lar Fenolik bilesiklerin 6nemli pargasidirlar. Bu bilesiklerin énemi, bol
miktarda olan, yapisal farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. HCA’larin hepsi sinamik
asitten tiirerler. Genellikle de dort temel molekiiliin kombine formlar1 olarak
mevcutturlar. Bu dort temel molekiil kumarik asid, kafeik asid, ferulik asid ve

sinapik asid yapilaridir (49).

R1 R1
R2~©—¢00H Rz—QCH= CH—COOH
R3 (a) R3 (b)

Asit Rl |[R2]| R3 Asit R1 R2 R3

p-Hidroksibenzoik H OH| H |p-Kumarik H OH

Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H OH | OH
Vanilik CH,O [OH| H | Ferulik CH,O0[OH | H

Siringik CH,0 | OH|CH,0| sinapik CH,O| oH | CH,0O
Gallik OH |OH| OH

Sekil 12. HCA ve HCB Yapx Iskeletlerinin Gosterimi (49)

4.3. Caliymada Kullamlan Enzimler Hakkinda Genel Bilgiler
4.3.1. Tirozinaz Enzimi

Oksidorediiktaz enzim simifina ait olan tirozinaz (Tirozinaz: E.C.1.10.3.1)
enzimi dogada memelilerde, bitkilerde, mikroorganizmalarda ve mantarlarda,

hayvansal organizmalarin 6zellikle deri, sa¢ ve goz pigmentlerinde bulunmaktadir.

Tirozinazin monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonu ve o-difenollerin o-
kinonlara oksidasyonunu katalizledigi kabul edilmektedir. Melanositlerde tirozinin

L-DOPA’ya hidroksilasyonu, L-DOPA’nin dopakinon’a oksidasyonu, dopakinonun
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siklizasyon ve oksidatif polimerizasyonunu igeren ardisik reksiyonlarla melanine

doniismesini saglanmaktadir (50).

/O/‘YL__,.I:[’\T’C

Tirozinaz L-Dopa

L-Tirozin o._.
- Tirozinaz
H,O

SO0
J T

Dopakinon

s
MNH

B e
; Tirozinaz

Dopakrom

Melanin

Sekil 13. Tirozinaz Enzim Fonksiyonu ve Melanin Olusumu

Melanin negatif yiikli karboksil gruplari ve semikinonlar igerdiginden
katyonik maddeler, iyonik olarak, van der waals veya hidrofobik etkilesimlerle
melanine baglandig1 bilinmektedir. Melanine baglanma fizyolojik 6énemi tam olarak
bilinmese de melanin bulundugu dokularda kimyasal bir filtre goérevi gorerek, zararl
maddeleri kendine bagladigi ve diisiik konsantrasyonlarda salinimini saglayarak

dokuyu korudugu diisiiniilmektedir (50).

Melanin ultraviole 1sinlar1 absorblayarak cildi UV hasarina, reaktif oksijen
tiirlerine karsi korudugu, toksik maddelerin ve ilag kalintilarinin uzaklagsmasini
sagladigr bilinmektedir. Pigmentlerin diizensiz dagilimi sonucu dermatolojik
sikayetler meydana gelmekte, hiperpigmentasyonun veya hipopigmentasyonun ve

koti huylu timorlerin gostergesi olarak kabul edilmektedir (50).

Tirozinaz inhibitdrii olarak kullanilan bazi ilaglarin toksik olmasi dogal

tirozinaz inhibitdrlerine olan ilginin artmasina sebep oldugu kabul edilmektedir.

Dopaminin oksidasyonu ile olusan metabolitler dopamin kinon olarak
bilinmektedir ve beyinde norotoksisiteye sebep oldugu bildirilmistir. Tirozinaz,
tirozinin dopakinona doniigiimiinii katalizlediginden dolayr enzim inhibitorlerinin

Alzheimer tedavisinde yeni bir yol olabilecegi diisiiniilmektedir (51).
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Biitin bunlar tirozinaz enzim etkinligi ile ilgili aragtirmalarin &nemini

gostermektedir (51).
4.3.2. Asetil-biitirilkolinesteraz Enzimleri

Asetilkolin (ACh) kolinerjik néronlarin gévdesinde asetil-KoA’dan gelen asetil
ve kolinin kolin asetiltransferaz (ChAT) araciligiyla olusan, beyinde bellek ile ilgili

bolgelerde gorev alan 6nemli bir nérotransmiterdir (52).

Presinaptik noronlardaki vezikiillerde depolanan ACh, ndrona sinir uyarisi
geldiginde 1 sinaptik bosluga dokiildiikten sonra genellikle postsinaptik reseptorlere
baglanir. Reseptorlere baglanmayan ACh molekiillerinin yikilimi ise AChE
(asetilkolinesteraz) tarafindan gergeklestirilir. ACh molekiilleri postsinaptik ndronda
sinir uyarisin1 gerceklestirdikten sonra ilgili reseptorden ayrilir, AChE tarafindan

yikilmasi ile olusan kolin yeniden kullanilmak iizere presinaptik ndrona gonderilir

(52, 53).

Acetyl CoA

Choline

Acetylcholine

Choline

L—F Acetylcholine T’ + Acetate
M;-Ms-M, Vm \ f‘,,a \‘\N\” M,
A D

Sekil 14. Asetilkolin-Asetilkolinesteraz Enzimi Arasindaki Metabolik Denge
(53)

Plazma ve diger viicut sivilarinda da bulunan kolinesterazlar, kolinerjik ve
kolinerjik olmayan dokularda genis bir dagilim gosterirler. Kolinesterazlar AChE
veya gercek kolinesteraz (AChE: E.C.3.1.1.7, asetilkolin asetilhidrolaz) ve
biitirilkolinesteraz (BChE: E.C.3.1.1.8 acilkolin agcilhidrolaz) spesifik olmayan
kolinesteraz veya psddokolinesteraz olmak {izere ikiye ayrilirlar. Bu siniflandirmada

substrat 6zgilliigli, asir1 substrat varligindaki davraniglari ve inhibitorlere karsi
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duyarhiliklar1 gbéz Oniline alinmistir. AChE beyin ve eritrositlerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen; BChE serum, pankreas, karaciger ve

santral sinir sisteminde bulunmaktadir (52, 53).

AChE’nin temel fonksiyonu kolinerjik nérotransmisyonun sonlandirilmasi iken
diger kolin esterlerini hidroliz eden BChE’nin ger¢ek fizyolojik islevi
bilinmemektedir. Alzheimer hastaliginda asetilkolin saliniminda azalma gozlenir.
Bunun sebebi, noron ve akson kaybinin olmasidir. Azalan Asetilkolin diizeyini
arttirmak icin kullanilan yotemlerden biri, asetilkolini yikan AChE enzimini
baskilamaktir. Yapilan c¢alismalar, Alzheimer hastaliginin erken evrelerinde AChE
inhibisyonuna bagl asetilkolin diizeyi artiglarinin hastalig1 iyilestirebilecegini
gostermistir. Alzheimer hastaliginin tedavisinde kolinesteraz enzim inhibitérlerinin
tercih edilmesi sebebiyle, tez kapsaminda enzim inhibitér calismalarina yer

verilmistir (53, 54).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gereg

5.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Cihazlara Ait Firmalar

Cihaz ad1 Model Marka
pH metre Starter 3000 OHAUS
Manyetik karigtirict MR HEI Heidolph
Hassas terazi OHAUS Pioneer
Biyogiivenlik kabini BILSER
Santrifiij SIGMA
Inkiibator MEMMERT
Vorteks ISOLAB
Spektrofotometre cihazi UV-1800 Shimadzu

5.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemelerin listesi Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Madde, Marka ve Uriin Numaralari

Madde Marka ve Lot numarasi
Metanol (CH; OH) Merck, 106009

Tirozinaz Sigma, T3824-25KU
Kojik asit Sigma, K3125-5G

NaH, PO, Sigma Aldrich, 7558-80-7
Na, HPO, Sigma Aldrich, 10039-32-4
L-DOPA Sigma, D9628-5G
8-Metoksipsoralen Roth, 5497.2

HCI Sigma,7647-01-0

FeCl; Sigma, 77-05-08-0

TPTZ Sigma 3682-35-7

Troloks Sigma, 53188-07-1

Na, CO; Sigma, 497-19-8
CuCl,.2H,0 Sigma, 10125-13-0

NH; CH;COO Sigma, 631-61-8
Neocuproin Sigma, 654054-57-6
DDPH- Sigma, 1898-66-4

Gallic asit Sigma, 149-91-7
L-DOPA Sigma, 59-92-7

Folin Reaktifi Sigma, 800-188-25
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5.1.3. Calismada Kullanmilan Cozeltiler

5.1.3.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayininde Kullamilan Cézeltiler

0,2 N Folin-Ciocalteu

% 7,5’11,11( Na2C03

Gallik Asit Cozeltisi

2 N Folin 1:10 oraninda saf suyla seyreltildi.

90 mL su igerisinde 7,5 g Na,CO3 ¢oziildiikten sonra
su ile 100 mL’ye tamamlandi.
31,25-62,5-125-250-500-1000pg/mL
konsantrasyonlarda 1000 pg/mL stok c¢ozeltiden
hareketle %99,8’lik metanol ile seyreltilerek

hazirlandi.

5.1.3.2. FRAP (Demir(lll) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giic Yontemi)

Tayininde Kullanilan Cozeltiler

40 mM HCI

10 mM TPTZ

20 mM FeCl;

Asetat Tamponu (300
mM, pH 3,6)

FRAP Reaktifi

Troloks Cozeltisi

340 pL % 37’lik HCl saf suyun bir kismiyla
¢Ozdiriildiikten sonra yine saf suyla 100 mL’ye
tamamlandi.

75 mL 40 mM’lik HCl igerisinde 234,249 mg TPTZ

¢oziildii.
324,4 mg FeClj; saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2,5 ml asetik asit su ile 40 mL’ye tamamlandiktan
sonra 90 mL %99,8’lik metanol ilave edildi, daha
sonra 0,5 M NaOH ile pH=3,6’ya ayarlandiktan

sonra 150 mL’ye saf su ile tamamlandi.

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

Troloks’un 1000, 500, 250, 125, 62,5 uM
konsantrasyonlari etanolle uygun oranda

seyreltilerek hazirlandi.
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5.1.3.3. CUPRAC (Bakir (IT) Indirgenme Antioksidan Kapasite Yontemi)

Tayininde Kullanmilan Cozeltiler

10 mM CuCl;,.2H,0 : 92,4 mg CuCl,.2H,0 distile su ile 50 mL’ye
tamamland: (pH:7’ye NaOH ile ayarlandi).

1M NH,CH;COO : 3,8 g NH4,CH3COO™ distile su ile 50 mL’ye
tamamland1 (pH:7’ye NaOH ile ayarlandi).

7,5 mM Neokuproin : 78 mg neokuproin 50 mL %99,8’lik metanol ile

Cozeltisi ¢Oziilerek hazirlandi.
Troloks Cozeltisi : Troloks’un 1000, 500, 250, 125, 62,5 uM
konsantrasyonlari etanolle uygun oranda

seyreltilerek hazirlandi.

5.1.3.4. DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Siipiirme Kapasitesi

Tayininde Kullanilan Cozeltiler

DPPH Reaktifi: : 3,94 mg DPPH 90 mL 9%99,8’lik metanolle

coziildiikten sonra 100 mL’ye tamamlandi.

BHT Cozeltisi: . 0,01 mg/mL stok ¢ozeltiden 0,005 mg/mL, 0,025
mg/mL, 0,0125 mg/mL, 0,00625 mg/mL azalan
konsantrasyonlarda 1:1 oraninda %99,8’lik metanol

ile seyreltilerek hazirlandi.
5.1.4. Numunenin Toplanmasi ve Ekstrelerin Hazirlanmasi

Herbaryum numarasi 24440 olan Myosotis alpestris bitkisi 2016 Haziran
aymda Artvin ili, Yusufeli ilgesi, Demirkent koyiinden Prof. Dr. Rezzan
ALIYAZICIOGLU tarafindan toplandi. Prof. Dr. Salih TERZIOGLU tarafindan
teshis edildi. M. alpestri bitkisinin toprakiistii kisimlar1 alinarak gélgede kurutuldu ve
ogiitici ile toz haline getirildi. Toz haline getirilmis bitkinin toprakiistii kismindan
200 g tartilarak alindi. Metanolik ve sulu ekstrelerinin hazirlanmasi i¢in 24 saat
boyunca 1siticili ¢alkalayicida tutuldu. Cozeltiyi kat1 partikiillerden arindirmak igin

once normal siizge¢ kagidindan daha sonra mavi bant slizge¢ kagidindan siiziilerek
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son hacimleri (50 mL) ayarlanarak konsantrasyonlari belirlendi. Sulu ve metanolik

ekstreler analiz suresine kadar +4 °C’de muhafaza edildi.
5.2. Yontemler
5.2.1. Cahismada Kullanilan Antioksidan Yontemler

M. alpestris bitkisinin toprak tistii kisimlar1 kurutulup toz haline getirildikten
sonra; sulu ve metanolik ekstrelerinde Toplam Fenolik Madde miktarlari, FRAP (
Demir(I1l) Indirgeyici Antioksidan Giig), CUPRAC (Bakir(Il) iIyon Indirgeyici
Antioksidan Kapasite, DPPH (2,2-Difenil-1-pikril hidrazil) antioksidan aktiviteler
bakildu.

5.2.1.1.Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

Toplam fenolik madde 6l¢iimii i¢in Folin Ciocalteu reaktifi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Metot alkali ortamda fenolik yapiya sahip bilesiklerin renkli
kompleks olusturmasi ve absorbansin 765 nm'de okunmasi esasina dayanmaktadir
(55)

Standart olarak gallik asidin farkli konsantrasyonlar1 (1; 0.5; 0.25; 0.125;
0.0625 ve 0.03125 mg/mL) hazirlanip absorbanslari okunmustur. Konsantrasyona
karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik cizilmistir. Cizilen grafige gore bitki
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 bulunmus ve sonuclar mg GAE (Gallik
Asit Esdegeri)/g numune olarak ifade edilmistir. Toplam fenolik madde 6l¢iimii

asagidaki yontem takip edilerek yapilmistir.
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Yontem

50 pL numune, (% seyreltilen) (veya standart,
her biri 3 paralel)

(Test tiiplerine numune korii sirasina numune
pipetlendi.)

'

50 puL numune ¢oziiciisii reaktif korii sirasina
gore pipetlendi.

!

Biitiin tiiplere 2.5 mL saf su ilave edildi.

'

250 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi (3.
sira numune koriine su)

(20 sn arayla pipetlendi)

'

Karistirildi ve 3 dk. oda sicakliginda bekletildi.

'

750 uL % 7.5’lik Na,COg ilave edildi ve
vortekslendi.

'

Oda sicakliginda 2 saat bekletildi.

'

765 nm dalga boyunda 20 sn arayla
absorbanslar okundu.

Sekil 15. Toplam Fenolik Madde Tayini Y 6ntemi

5.2.1.2. FRAP (Demir(l11) indirgeyici Antioksidan Giic)

FRAP metodu basit, hizli, pahali olmayan ve bitki ekstraklarindaki antioksidan
kapasitesinin dl¢iilmesinde gegerli bir yontem olarak goriilmektedir. Yontem diisiik
pH’da Fe(Ill)-TPTZ(2,4,6-tripiridil-S-triazin) kompleksinin koyu mavi renkli Fe(ll)-
TPTZ formuna indirgenmesi ve kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans
vermesi esasina dayanir (56). Bu yonteme gore indirgeme kuvveti, numunelerin
dolayli olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe

indirgenmesi ile meydana gelen Fe*?, Ks(Fe)CNs iin 595 nm'de absorbans veren
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renkli kompleksini olusturur. Bu yontemde bitki ekstrelerin ve standardin (Troloks)
belli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirland1 ve standart Troloks metanol ile
seyreltilerek 5 farkli konsantrasyonu (1000- 500- 250-125-62.5 uM) hazirlandi. 595
nm'deki absorbans degeri grafige gegirillerek standart grafigi olusturuldu. FRAP
degerleri grafikten yararlanilarak g numune basina uM olarak hesaplandi. Numuneler

ticlii olarak ¢alisilmistir.
FRAP Metodunun Yapilhisi

o FRAP reaktifi taze hazirlandi, kullanilmaya baglayincaya kadar diisiik hizda
karistirildi.

o Test ¢ozeltileri hazirlandi.

o Test1, Test 2 ve Test 3 ve numune korii siralarina 100 pL test ¢ozeltileri ve
reaktif korii sirasina 100 uLL numune ¢oziiciisii pipetlendi.

e Test 1, Test 2 ve Test 3 reaktif kort siralarina 3.0 mL FRAP reaktifi,
numune kori sirasmna ise 3.0 mL FRAP ¢oziictisii (su-metanol (2:3) 20 sn
arayla pipetlendi ve vortekslendi.

e ]Ik pipetlenen tiipten baslanarak 20. dakikas1 dolan tiip alinip, plastik kiivete
aktarildi ve absorbans 595 nm'de okundu. Tiipler arasi siire 20 saniyeye
ayarlandi.

o Asgs [Troloks]'a karsi grafige gecildi. FRAP degeri asagidaki gibi
hesaplandu:

e FRAP degeri = (Numune absorbansinin karsilik geldigi [Troloks] x 2) uM

5.2.1.3. CUPRAC (Bakar (IT) indirgenme Antioksidan Kapasite) Yontemi

Bu yontem, karmasgik ve yiiksek maliyetli cihazlara gerek kalmadan kisa siirede
sonu¢ almamizi saglayan kullanimi1 kolay, hizli, etkili ve maliyeti diisiik bir
yontemdir. Apak ve arkadaglarmin gelistirdigi bu yontemde, 2,9- dimetil-1,10-
fenantrolin ~ (Neokuproin-Nc)’in  Cu(Il) ile oluturdugu bakir(Il)-neokuproin
kompleksinin (Cu(ll)-Nc), antioksidan maddeler varliginda 450 nm’ de maksimum
absorbans veren bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc] kelatina indirgenme &zelliginden
yararlanarak antioksidan kapasite 6l¢iilmektedir (57). Bu yontemde bitki ekstrelerin
ve standardin (Troloks) belli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirland1 ve standart

Troloks metanol ile seyreltilerek 5 farkli konsantrasyonu (1000- 500- 250-125-62.5
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uM) hazirlandi. 450 nm'deki absorbans degeri grafige gecirilerek standart grafigi
olusturuldu. CUPRAC degerleri grafikten yararlanilarak g numune basina pM

Troloks olarak hesaplandi. Numuneler ii¢ paralel olarak ¢alisilmistir.
CUPRAC Yonteminin Yapilmasi

e Reaktifler ve Test ¢Ozeltileri hazirlandi.

o Test1, Test 2 ve Test 3 ve numune korii siralarina 500 pL test ¢ozeltileri ve
reaktif korii sirasina 500 uL numune ¢oziiciisti pipetlendi.

e Test 1, Test 2 ve Test 3, reaktif korii, numune korii siralarina 1000 pL
NH4CH3COO ve 1000 puL CuCl,.2H,0 pipetlendi.

e Test 1, Test 2 ve Test 3 ve reaktif korii siralarina 1000 pL. neokuproin
reaktifi pipetlenirken numune korii siralarina 1000 pL reaktif ¢oziiciisii
(metanol) 20 sn arayla pipetlendi ve vortekslendi.

e Karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

e Ik pipetlenen tiipten baslanarak 30. dakikas1 dolan tiip alinip, plastik kiivete
aktarildi ve absorbans 450 nm'de okundu. Tiipler arasi siire 20 saniyeye

ayarlandi.
5.2.1.4. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH- (2,2 Difenil-1- pikrilhidrazil) bir molekiil iizerinde elektron ¢iftinin yer
egistirmesiyle karakterize olmus kararli bir serbest radikaldir. Diger serbest
radikallrde oldugu gibi molekiil dimerize olmaz. Bu elektron delokalizasyonu yogun
koyu mor menekse rengin olugmasini saglar. Mor menekse renk metanolde 517 nm
de maksimim absorpsiyon verir. Bu absorpsiyon, radikal siipiiriiciilerin hidrojen
atomu veya elektron verebilme yatkinliklar1 etkisiyle DPPH’in metanoldeki
¢ozeltisinin mor renginin agilmasiyla azalir. Bu yOntem antioksidan madde
varliginda bu absorbans miktarindaki azalistan faydalanarak bu maddelerin tespit

edilmesi esasina dayanmaktadir (58, 59, 60,61).

DPPH aktivitesini kontrol etmek i¢in 100 uM DPPH c¢ozeltisi ile deneme
yapildi. Belirli konsantrasyondaki numuneden ve DPPH ¢o6zeltisinden esit miktarda
aliarak renk degisimi gozlendi. Rengin ¢ok ag¢ik mor olmasi aktivitenin yiiksek
oldugunu gosterir. Ornegin; Konsantrasyonu 2 mg/mL olan bitki numunesi i¢in 100

uM DPPH (750 pL) ve bitki numunesi (750 pL) bir tlipte karistirildiginda rengin
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sartya yakin oldugu gozlendi. Bunun i¢in numuneden gerekli seyreltmeler yapildi ve
aktivite icin uygun bitki ekstresi konsantrasyonun 0.25 mg/mL oldugu gozlendi.
Gerekli seyreltmeler bitkinin ¢oziicii kullanilarak 6 farkli konsantrasyonda
hazirlandi. Standart olarak Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT) 6 farkh

konsantrasyonda metanol ile seyreltilerek hazirlandi.
Yontemin Yapilist:

e DPPH ¢ozeltisi 6 farkli konsantrasyonda (200, 150, 100, 75, 50, 25 uM)
metanolde hazirlandi (Glinliik hazirlanir).

e Deney tiipleri, her bir numune, kontrol ve standart i¢in hazirlandu.

e Kontrol tiiplerine (C) ve numune tiiplerine (N) 750 pL numune konuldu.

e Numune korii tiiplerine (K) numune yerine 750 pL numune ¢6ziiciisii ilave
edildi.

e Numune pipetlemesi bitince 20 sn arayla 6nce kontrol tiiplerine ardindan
numune tiiplerine 750 uL. DPPH c¢o6zeltisi ve en son numune korlerine 750
puL DPPH ¢oziiciisii (metanol) pipetlendi.

e 50 dk. bekletildikten sonra 20 sn arayla absorbans okundu.

e Sonuglar grafige gegirilip herbir ekstrenin SCsy degeri hesaplandi.
5.2.2. Calismada Kullamilan Enzim Deneyleri
5.2.2.1. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu

Tez kapsaminda caligilan bitkinin 10 mg/mL olarak hazirlanan metanol
ekstresinin potasyum fosfat tamponu (pH=6,8) ile 25, 50, 100 ve 500 pug/mL
konsantrasyonlarda olacak sekilde diliie 6rnekleri elde edildi. Ekstrelerin tirozinaz
inhibisyon kapasitesi, L-DOPA’nin substrat olarak kullanildig1 Likhitwitayawuid ve
Sritularak tarafindan modifiye edilen yontem ile spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir (62). Pozitif kontrol i¢in fungal bir metabolik iiriin olan ve bakir ile
selasyon sonucu gii¢lii tirozinaz inhibitér ozellik gosteren alfa-kojik asit farkh
konsantrasyonlarda hazirlanarak (25, 50, 100 ve 500 pg/mL) kullanilmistir.
Orneklerin 6lgiimleri 96-kuyucuklu mikroplak kullanilarak, ELISA okuyucuda
gerceklestirildi. Deney protokolii A, B, C ve D karisimlari olarak olusturulmustur. A,
120 uL fosfat tamponu (pH=6.8), 40 pL tirozinaz soliisyonu (46 U/ mL); B, 160 uL
fosfat tamponu (pH=6.8); C, 80 uL fosfat tamponu (pH=6.8), 40 uL tirozinaz
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sollisyonu (46 U/ mL), 40 puL 6rnek soliisyonu; D, 120 pL fosfat tamponu (pH=6.8),
40 pL oOrnek soliisyonu eklenerek ve karigimlar 23 °C’de 10 dk inkiibasyona
birakildiktan sonra her bir karigima 40 uL. L-DOPA ¢6zeltisi konulmus ve tekrar 23
°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda mikroplaklar ELISA
cihazina yerlestirilerek, 6rnekler ve kontrol numunesinin absorbanslart 490 nm dalga
boyunda okunarak, ilgili kuyucuklara ait absorbanslar formiilde yerlerine yazilarak

hesaplanmustir. Her 6rnek 3 paralel olarak ¢alisiimistir (62).
% Inhibisyon =[ [( A-B)-(C-D)]/ (A-B) ] x 100

Elde edilen sonuglar madde miktarinin logaritmasi - % enzim inhibisyon degeri
(absis-ordinat) olacak sekilde grafige gegirilmis ve elde edilen denklemden

ekstrelerin enzim tizerine olan inhibisyon yiizde degerleri hesaplanmistir (62).
5.2.2.2. Antikolinesteraz Tayin Yontemleri

Asetilkolinin AChE tarafindan tiyokoline par¢alandiktan sonra, tiyokolinin sar1
renkli 5- tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu vermek iizere 5,5°-ditiyobis-(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB) ile reaksiyon verdigi kolorimetrik bir yontem olan Ellman metodu, 96

kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirilecektir (63).
Asetilkolinesteraz Enzim Inhibisyon Yontemi

Asetilkolinesteraz aktivitesi icin enzim olarak asetil kolinesteraz enzimi,
substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanildi. Mikroplakadaki kuyucuklara 130
pL fosfat tamponu (pH =8), M. alpestris bitki ekstresinden 25-50-100-200 pg/mL
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim ¢ozeltisinden 20 pL
konuldu. Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25°C de inkiibe edildi. 10 dakika sonra 20
pL DTNB reaktifi ve 20 pL substrat herbir kuyucuga ilave edildi. Standart olarak
(antikolinesteraz) Galanthus bitkisinden izole edilen alkoloid tipi ila¢ olan
Galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga
boyunda absorbans okundu. Aktivite gosteren bilesiklerin, seri halinde 200
ug/mL’den 25 pg/mL’ye kadar seyreltilmis ¢ozeltileri ve yine bu
konsantrasyonlardaki AChE enzim yiizde inhibisyon degerleri, ayni islemlerin

tekrarlanmasi yoluyla, hesap edildi.
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Biitirilkolinesteraz Enzim Inhibisyon Yontemi

Biitirilkolinesteraz aktivitesi i¢in enzim olarak at serumundan elde edilen
biitirilkolinesteraz enzimi substrat olarak ise biitiriltiyokolin iyodiir kullanildi.
Mikroplakadaki kuyucuklara 130 uL fosfat tamponu (pH =8), M. alpestris bitki
ekstresinden 25-50-100-200 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10
pL ve enzim ¢ozeltisinden 20 pL konuldu. Bu soliisyon 10 dakika siire ile 25°C’de
inkiibe edildi. 10 dakika sonra 20 uLL DTNB reaktifi ve substrat (20 pL) herbir
kuyucuga ilave edildi. Standart olarak (antikolinesteraz) Galanthus bitkisinden izole
edilen alkoloid tipi ilag olan Galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya
yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okundu. Aktivite gosteren
bilesiklerin, seri halinde 200 pg/mL’den 25 ug/mL’ye kadar seyreltilmis ¢ozeltileri
ve yine bu konsantrasyonlardaki BChE enzim yiizde inhibisyon degerleri, ayni

islemlerin tekrarlanmasi yoluyla hesap edildi (64).
5.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal aktivite testleri Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'nde Mikrobiyoloji Labrotuvari'inda yapildi.

Calismada kullanilan test mikroorganizmalar1 Tablo 3'de gosterilmistir.

Tablo 3. Test Edilmis Mikroorganizmalar

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus

Gram pozitif koklar; faecalis ATCC 29212,

Gram pozitif sporlu basiller; Bacillus cereus 709 ROMA
Gram pozitif sporsuz basiller; Listeria monositogenes ATCC 43251
Gram almayan asidoresistant bakteri; Mycobacterium smegmatis ATCC607

Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911 ve Escherichia

Gram negatif enterik bakteriler (basiller); coli ATCC 25922

Gram Negatif non fermentatif bakteri; Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288

Candida albicans ATCC 60193 ve Saccharomyces
cerevisiae RSKK 251

Maya mantarlari;

5.2.3.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Myosotis alpestris bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri olup

olmadiginin belirlenmesinde ilk olarak agar kuyucuk difiizyon metodu kullanildi
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(65). Bakteriler icin Mueller Hinton agar ve sivi besiyerleri, Mycobacterium
smegmatis i¢in Brain heart infusion (BHI) sivive kati besiyeri, mantarlar i¢in maya
ekstreli siv1 besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI) ve Potato Dextrose agar (PDA)
(Difco, Detriot, MI) kullanildi. Test edilecek bakterilerin  bir  gecelik
kiiltirlerindensivi besiyeri iginde yaklasik olarak 10° kob/mL (koloni olusturan
birim: colony forming unit) seklinde diliisyonlar1 hazirlandi. Daha sonra 6nceden
hazirlanmis kat1  besiyerlerine yaygin ekimleri yapildi. Ekimleri tamamlanan
besiyerlerin iizerinde, steril cam boru yardimiyla 2 cm araliklarda, 5 mm capinda
kuyucuklar agilarak her bir kuyucuga test edilecek ekstrelerin 1 mL’de hazirlanmis
stok cozeltilerinden 50 pL damlatildi. Bakteri ihtiva eden petriler 24 saat, maya
ihtiva eden petriler ise 48 saat 36 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra bir cetvel
yardimiyla inhibisyon zonlar 6lgiildii. Standard kontrol ilag olarak bakteriler i¢in
Ampisilin (10 pg), mayalar i¢in Flukonazol (5 pg), M. smegmatis i¢in Streptomisin

ve standart ¢6ziicti kontrolii kullanildi (65).
5.2.3.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Tayini

Agar kuyucuk difiizyon metodunda M. alpestris bitki ekstrelerinin 500-250
ug/mL miktarlarinin 10 mm ve iizeri zon ¢api olusturduklarindan bu etkinligin
kantitatif etki degerinin belirlenmesi icin sivi besiyerlerinde mikrodiliisyon sivi
yontemi uygulanarak, minimal inhibisyon konsantrasyon (MIC) ve Bakterisit

konsatrasyon (MBC) degeri ug/mL olarak belirlendi (66, 67).

MIC ve MBC yontemi, “National Committee for Clinical Laboratory
Standard” (NCCLS) standartlarinin belirledigi kritere gore uygulandi (66,67). Bu
amagla bakteriler icin Mueller-Hinton agar (MHA) ve sivi (MHB) (H.7.3) (Difco,
Detroit, MI), maya mantarlar1 i¢in Yeast Nitrogen Base sivi (YNBB, pH 7.0) (Difco,
Detroit, MI) ve PDA (Difco, Detroit, MI) besiyerleri kullanildi. Antitiiberkiiloz
aktivitenin belirlenmesinde Mycobacterium smegmatis RSKK 251 susu ve kiiltiirii
{iretimi/testi icin Brain Heart Infusion (Difco, Detroit, MI) besiyeri kullanilds.

Kiltiirler 3-5 giin 35 °C’de aerobik kosullarda inkiibe edildi.

Mikrodiliisyon testi igin ELISA pleytleri kullanilarak ekstrelerin 0.1 mL’si siv1

besiyerleri ile seri sulandirildi. Inokiile edilecek mikroorganizmalarin bir gecelik
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kiiltirlerinden McFarland 0.5 bulanikliliginda (1X10° kob/mL) sulandirim hazirlanip
1:10 sulandirilarak her bir kuyucuga 0.005 mL mikroorganizma (son test
konsantrasyonu 5X10* kob/kuyucuk) ilave edilmistir. Pleytler 35°C’de 16-72 saat
stire ile aerobik kosullarda etiivde bekletildi. MIC degeri, mikrodiliisyon
kuyucuklarindaki mikroorganizmanin iiremesi tamamen engellenmis ve ¢iplak gozle
belirlenebilen en diisiik antimikrobik madde konsantrasyonu olarak belirlendi.
Minimal bakterisit konsantrasyonu (MBC) belirlemek i¢in iireme olmayan
kuyucuklardaki diliisyon alinip agar plaklara ekilerek ve 35°C’de 16-24 saat de
inkiibasyona tabi tutuldu. Plakta {iremenin olmadigi kuyucuktaki madde
konsantrasyonu MBC olarak belirlendi.
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6. BULGULAR
6.1. Toplam Fenolik Madde Miktar Bulgular:

M. alpestris bitkisinin toprak dstii kistmlarmin kurutulup toz haline
getirildikten sonra hazirlanan sulu ve metanolik ekstrelerinde, Toplam Fenolik
Madde Miktar1 Tayini 5.2.1.1. boliimiinde bahsedilen yonteme gore yapildi. Degisen
konsantrasyonlarda hazirlanan standart gallik asit ¢ozeltisi ile elde edilen 765
nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde
olacak sekilde standart grafigi hazirlandi. Elde edilen standart grafiginde absorbans
konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru denklemi y = 0,0011x + 0,084
olarak tespit edildi (Sekil 16). Sonuglar daha sonra bar grafigi olarak ayrica
gosterildi. Hazirlanan standart calisma grafigi kullanilarak 1 g bitkinin igerdigi mg

cinsinden toplam fenolik madde miktar1 belirlendi.

M. alpestris bitkisinin su ekstresinin Toplam Fenolik Madde Miktar degeri
21.8 £ 0.302 mg/g gallik asid esdegeri olarak, metanol ekstresinin Toplam Fenolik
Madde Miktar degeri 0.7 £ 0.009 mg/g gallik asid esdegeri olarak bulundu (Tablo 4,
Sekil 17).
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Sekil 16. Toplam Fenolik Madde Tespiti Yontemine Ait Gallik Asit Standard
Grafigi
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TOPLAM FENOLIK MADDE

< 25,0 - 21,8
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M. alpestris metanol ekstrds. alpestris su ekstresi

Sekil 17. Myosotis alpestris Bitkisinin Toplam Fenolik Madde Tayin Bar
Grafigi

6.2. FRAP Metodu Bulgulari

M. alpestris bitkisinin toprak dstii kistmlarmin kurutulup toz haline
getirilmesinden bagslanarak hazirlanan, sulu ve metanolik ekstrelerinde, FRAP
(Demir(Ill) Indirgeyici Antioksidan Gii¢) metodu, boliim 5.2.1.2 de anlatilan
yonteme gore yapildi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart Troloks
cozeltisi ile elde edilen 595 nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve
konsantrasyon degerleri x-ekseninde olacak sekilde standart grafigi hazirlandi. Elde
edilen standart grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen
dogru denklemi y = 0,001x + 0,019 (Sekil 18) olarak tespit edildi. Sonuglar daha
sonra bar grafigi olarak (Sekil 19) ayrica gosterildi. Hazirlanan standart ¢aligma
grafigi kullanilarak 1 g bitkinin sahip oldugu antioksidan giic pM cinsinden
belirlendi.

Elde edilen degerlerden sulu ekstrenin FRAP degeri 1038 + 8.589 Troloks
esdegeri olarak, metanolik ekstrenin FRAP degeri de 171 + 4.109 Troloks esdegeri
olarak tespit edildi.
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Sekil 18. FRAP Yontemine Ait Troloks Standard Grafigi
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Sekil 19. Myosotis alpestris Bitkisine Ait FRAP Bar Grafigi

6.3. CUPRAC Metodu Bulgular

M. alpestris bitkisinin toprak {stii kisimlarinin kurutulup toz haline
getirilmesinden baglanarak hazirlanan sulu ve metanolik ekstrelerinde CUPRAC
metodu bolim 5.2.1.3’de anlatilan yonteme gére anlatildi.  Degisen
konsantrasyonlarda hazirlanan standart Troloks ¢6zeltisi ile elde edilen 450 nm’deki
absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde olacak
sekilde standart grafigi hazirlandi. Elde edilen standart grafiginde absorbans
konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru denklemi y = 0,0008x -
0,0127 (Sekil 20) olarak tespit edildi. Sonuglar daha sonra bar grafigi olarak (Sekil
21) ayrica gosterildi. Hazirlanan standart ¢alisma grafigi kullanilarak 1 g bitkinin
sahip oldugu antioksidan kapasite uM cinsinden belirlendi.
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Sekil 20. CUPRAC Yo6ntemine Ait Troloks Standart Grafigi
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Sekil 21. Myosotis alpestris Bitkisine Ait CUPRAC Grafigi

Sulu ekstrenin CUPRAC degeri 1913 + 5.890 Troloks esdegeri olarak bulundu.
Metanolik ekstrenin CUPRAC degeri ise 289 + 2.105 Troloks esdegeri olarak

bulundu.
6.4. DPPH Metodu Bulgular

Bu metot, sentetik bir madde olan DPPH radikalinin indirgeyici ozellik
gosteren bir antioksidan tarafindan hidrojen veya elektron almasi yoluyla, renk
degisiminin gozlenmesi esasina dayanir. DPPH- radikalinin, mor menekse renginin,
giderek sar1 renk halini almasiyla karakterize edilen bu test literatlirde en ¢ok tercih
edilen metotlardan biridir. Bu yontemde, 517 nm dalga boyunda maksimum
absorbans gosteren numunenin, konsantrasyon degerlerinin seyreltilmesi yoluyla,

maksimum absorbansinin azalmasi izlendi. Bu yontemde gozlenen diisiik SCso degeri
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yiiksek antioksidan etkisini, yiiksek SCso degeri de diisiik antioksidan etkiyi temsil
eder.

Bu metot ile elde edilen absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon
degerleri x-ekseninde olacak sekilde bir standart c¢alisma grafigi (Sekil 22)
hazirlandi. Elde edilen standart grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru orantilt
olup, elde edilen dogru denklemi y = -86,756x + 0,5508 (Sekil 22) olarak tespit
edildi. M. alpestris bitkisinin sulu ekstresinin SCsg degeri 0.2118 + 0.0021mg/mL
olarak bulundu. Metanolik ekstresinin, SCsy degeri 0.6178 + 0.0042 mg/mL olarak
bulundu (Tablo 4).

y = -86,756x + 0,5508
0,500 - R*=0,9803
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Sekil 22. BHT Standardinin DPPH —SCsq Grafigi
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Tablo 4. M. alpestris bitkisine ait Antioksidan Etki Sonuglari

TOPLAM
FENOLIK FRAP CUPRAC
MADDE
. (Troloks (Troloks DPPH
MIiKTARI Esdeger) Esdeger)
(Gallik asit sdege yaese
Esdeger)
(mg GAE/g | (uM Troloks/g | (uM Troloks/g SCso (Mg/mL)
numune) numune) numune
'gf(lg‘t)fg“s alpestris sulu 21.8+0.302 | 1038+ 8.589 1913+5.890 | 0.2118 +0.0021
Myosotis alpestris 0.7+0.009 | 171+4.109 289+2.105 | 0.6178 +0.0042
metanolik ekstre
BHT - - - 0.0031 + 0.0002

Sulu (Sekil 23) ve metanolik (Sekil 24) ekstrelerin DPPH-SCsy Grafigi

grafikleri gizilerek sonuglar ayrica bar grafigi olarak (Sekil 25) de gosterildi.

Absorbans (517 nm)
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Sekil 23. M. alpestris 'in Sulu Ekstresinin DPPH-SCsy Grafigi
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Sekil 24. M. alpestris in Metanolik Ekstresinin DPPH-SCsy Grafigi
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Sekil 25. M. alpestris Bitkisine Ait DPPH grafigi

6.5. Tirozinaz Enzim inhibisyonu

M. alpestris bitkisinin toprak isti kismmin kurutulup toz haline
getirilmesinden sonra olusan metanolik ekstresinde, enzim inhibisyon etki tayini
boliim 5.2.2.1°de anlatilan yonteme uygun sekilde yapildi. Bu ekstrenin inhibisyon
yiizdelerinin belirlenmesinde spektrofotometrik olarak Likhitwitawuid ve Sritularak

(62) tarafindan modifiye edilen yontemden faydalanildi.
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M. alpestris’in tabi tutuldugu tirozinaz enzim inhibisyon testinde Standart olan
kojik asidin, artan konsantrasyonlarina bagli olarak, enzim inhibisyon yiizdesini
artirdigr Sekil 26’da goriildii.

Bitkinin toprak istii kisminin farkli konsantrasyonlarinda hazirlanan metanol
ekstresi i¢in enzim inhibisyon yiizdeleri hesaplandi. Tirozinaz enzim inhibisyonu
(ICsp = >1000 pg/mL) kojik aside (ICsp =63,096 png/mL) gore oldukga yiiksek
bulundu.

KOJIK ASIT
g0 ¥ =2279% + 37.64

100 Ri=0988
80 /
60
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Tirozinaz inhibisyon (

0 1 2 3
Log [€]

Sekil 26. Kojik Asit Standardina Ait Tirozinaz Inhibisyon (%) Grafigi
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Sekil 27. Myosotis alpestris Tiiriine Ait Tirozinaz Enzim Inhibisyon (%)
Grafigi

6.6 Antikolinesteraz Etki Tayin Yoéntemleri

M. alpestris bitkisi kurutulup toz haline getirildikten sonra olusturulan
metanolik ekstrede Antikolinesteraz Etki Tayini, bolim 5.2.2.2°de anlatilan Ellman
yontemine gore yapildi. Bu deneyde standart olarak, Alzheimer tedavisinde
kullanilan Galantamin etken maddesi se¢ildi.

Bitkinin metanolik ekstresinin 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarina ait AChE % inhibisyon degerleri; 10.0 £ 0.5; 19.4£0.2; 31.8 +

41



0.3; 43.5 £ 0.7 olarak; BChE % inhibisyon degerleri ise; 26.3 £ 0.3; 35.8 +£0.7; 39.4

+ 0.5; 54.9 + 0.8 olarak bulundu. Bulunan sonuglar Tablo 5’de verildi.

Tablo 5. Myosotis alpestris Bitkisinin AChE/BchE Inhibitér Etki Sonuglari

Galantamin % inhibisyonu

25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

AChE % inhibisyonu 10.0+ 0.5 19.4+0.2 31.8+0.3 43.5+0.7
BChE % inhibisyonu 26.3+0.3 35.8+0.7 39.4+0.5 54.9+0.8
- - - 97.13+0.3

6.7. Antimikrobiyal Aktivite ile Ilgili Bulgular

Tablo 6. Ekstrelerin ve Standartlarin Inhibisyon Caplar

Mikroorganizmalar ve inhibisyon ¢aplari (mm)

Test Edilen Miktar Gram o Gram .
T " Gram Pozitif Biramayasi
Bilesikler (ng/mL) Negatif Olmayan
Ec | Yp|Pa|Sa|Ef|Lm|Bc Ms Ca Sc
Myosotis alpestris i ) R ) ) ) ) )
(sulu ekstre) 100c8
Myosotis alpestris ) ) ) ) )
(metanolik ekstre) U0 | 28 816 . 12
Ampisilin 10 10| 10 | 18 [ 35|10 | 10 | 15
Streptomisin 10 35
Flukonazol 5 25 25

Ec: Escherichia coli ATCC 25922,

Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911,
Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288 ,
Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212,

Lm: Listeria monositogenes ATCC 43251,
Bc: Bacillus cereus 709 ROMA,
Ms: Mycobacterium smegmatis ATCC607,
Ca: Candida albicans ATCC 60193,

Sc: Saccharomyces cerevisiae RSKK 251

42




Tablo 7. Ekstrelerin ve Standartlarin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

Mikroorganizmalar ve Minimum inhibisyon
. Konsantrasyonu (pg/mL)
Test Edilen Bilesikler Miktar Gram- Gram Bira
(ng/mL)|  Negatif Gram-Pozitif Olmayan | mayasi
Ec|Yp| Pa | Sa |Ef|{Lm|Bc Ms Ca | Sc
Myosotis alpestris ( sulu 10000 | - | - | - . i L
ekstre)
Myosotis alpestris (metanolik 10000 | 14| - | 350 700! - 700/ - 62,25 L
ekstre)
Ampisilin 10 |10|18|>128| 35 |10| 10 |15
Streptomisin 10 4
Flukonazol 5 <8 | <8
Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Lm: Listeria monositogenes ATCC 43251,
Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Bc: Bacillus cereus 709 ROMA,
Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288, Ms: Mycobacterium smegmatis ATCC607,
Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Ca: Candida albicans ATCC 60193,
Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Sc: Saccharomyces cerevisiae RSKK 251

Test sirasinda sulu ve metanolik ekstrelerde antimikrobiyal aktivite tayini,
boliim 5.2.3.1 ve boliim 5.2.3.2°de anlatilan yontemlere gore sirayla yapildi. Sulu ve
metanollii ekstrelere, 4 farkli sinifa ait 10 mikroorganizma iceren bir antimikrobiyal
aktivite tayin testi uygulandi. M. alpestris bitkisine ait saf su ekstresinin herhangi bir
antimikrobiyal etkisine rastlanmadi. Ancak M. alpestris bitkisinin metanolik
ekstresinde baz1 mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkiler tespit edildi. Maya
mantarlarina karsi antimikrobiyal bir sonuca varilmadi. Gram-negatif bir bakteri olan
Escheria coli’ye karsi antimikrobiyal etkide degisiklik gézlenmedi. Gram olmayan
bakterilerden Mycobacterium smegmatis’e karsi orta derecede antimikrobiyal etki
goriildii. Gram pozitif bakterilerden olan Staphylococcus aureus ve Listeria
monocytogenes mikroorganizmalarina karsi ise orta derecede antimikrobiyal etki

gozlendi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Oksidanlar canlilarda mevcut olan sitrik asit dongiisii, fotosentez olay1 gibi
zorunlu ve Onemli olaylarda ortaya ¢ikan istenmeyen ara {iriinlerdir. Bu ara
tirtinlerden biri olan serbest radikaller, yaslanma, kanser, ateroskleroz, diyabet, astim,
gibi ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir (68). Dogal iiriinlerde bulunan biyolojik
aktif bilesikler bu hastaliklarin olusumuna yol acan oksidasyonu ve serbest radikal
mekanizmali reaksiyonlar1 engelleyerek rol oynar. Bitkiler icerdikleri c¢esitli
flavonoid, fenolik asit gibi bilesenlerden dolayr dogal antioksidan kaynagidirlar. Bu
nedenle giiniimiizde oksidatif hasara karsi koruyucu rol oynadigindan dolay1 dogal
tirtinlere karsi ilgi giin gectikce artmistir (69, 70).

Tiirkiye farkl iklimlere, cografik konuma, ekolojik faktorlere sahip olmasindan
dolay1 biyolojik kaynaklari bakimindan son derece zengin bir iilkedir. Bu kadar
zengin ¢esitlilige sahip lilkemizde bitkilerin ¢cogu zengin polifenol ve flavonoid
igerigine sahiptir. Oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun, kalp damar
hastaliklari, kanser ve kronik iltihaplanma gibi hastaliklarin en 6nemli etkenleri
oldugu, flavonoidlerin bir ¢ogunun lipid peroksidasyonunu baslatan radikallerin ve
lipid peroksi radikallerinin olusumunu engelledigi, antioksidan kapasitesini
artirabildigi, flavonoidlerin bunlarin disinda metal iyonlarini baglayarak lipidlerin
oksidasyonunu Onleyebildigi ve radikallerin olusumunda goérev yapan enzim
sistemlerini inhibe edebildigi belirlenmistir (70,71). Fenolik maddelerin saglikla
iligkisi incelendiginde toplam fenolik miktar1 veya flavonol, flavon gibi alt gruplarin
miktarindan ¢ok bu maddelerin tiirevleri ve her birinin miktarinin 6nemli oldugu
vurgulanmistir. Fenolik maddelerin hiicre metabolizmasinda rol alan regiilasyon
faktorleri olabilecegi belirtilmektedir (71, 72). Bir¢ok ¢alismada elde edilen bulgular
flavonoidlerin antimutajen ve antikanserojen oldugunu desteklemektedir.

Fenolik bilesikler, hidroksil gruplarinin serbest radikalleri giderme 6zelligine
sahip olmasindan dolayr en Onemli bitki bilesenleridir (73). Fenolik bilesenler
antioksidan aktiviteye direk katkida bulunabilir (74). Son yillarda tibbi bitkilerdeki
fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinin incelenmesi giderek dnem kazanmaktadir
(75). Genis bir aile olan fenolik bilesiklerin spesifik bir grubunun ayr1 ayr1 analizleri
miimkiin olsa da bitkilerdeki toplam fenolik bilesiklerin tayini her zaman yapilmasi
ihtiya¢ duyulan bir analizdir. Fenolik bilesikler dogal antioksidanlar olarak

44



bilinmekle birlikte belirli bir konsantrasyonda konjuge dienlerin olusum hizini
azaltirlar.

Calismamizda toplam fenolik madde miktarmin M. alpestris’in  sulu
ekstresinde 21.8 + 0.302 mg/g GAE, metanolik ekstresinde 0.7 + 0.009 mg/g GAE
olarak bulundu. Fenolik bilesikler, antioksidan etkili bilesiklerdir. Bu tiir tizerinde
literatiir ¢aligmasit yapildiginda biyolojik aktivitesini aydinlatan caligmaya
rastlanamadi. Cesitli bitki tlirlerinde toplam fenolik madde miktar1 sonuglar1 farkl
bulunabilir. Bitkilerin polifenol igerigi; bitki tiirii, tarimsal proses, 1s1k, iklim, hasat
zamani gibi pek ¢ok dis etkenden etkilenmekle birlikte kullanilan ¢oziicii ve
ekstraksiyon proseslerinindeki cesitlilik de fenolik bilesiklerde gozlenen miktar
degisikliklerinin sorumlulart arasinda tutulabilir.

Calismamizda antioksidan kapasite, M. alpestris bitkisinin metanolik ve su
ekstresinde FRAP, CUPRAC ve DPPH yontemleriyle degerlendirildi. FRAP degeri
sulu ekstrede 1038 + 8.589 uM troloks/g numune, metanolik ekstrede ise 171 +
4.109 uM troloks/g numune olarak tespit edilidi. CUPRAC degeri sulu ekstrede 1913
+ 5.890 uM troloks/g numune, metanolik ekstrede ise 289 + 2.105 uM troloks/g
numune olarak tespit edildi. DPPH radikalinin olusumunun %50’sini engelleyen
madde miktari SCsy degeri olarak bilinir ve SCsp degerlerinin diisiik olusu radikal
temizleme aktivitesinin yiiksek oldugu anlamina gelir. Calismamizda M. alpestris
bitkisinin sulu ekstresi metanolik ekstresine gore yiiksek radikal temizleme
aktivitesine (0.2118 + 0.0021 mg/mL), metanolik ekstresi ise diisiik radikal
temizleme aktivitesine (0.6178 £+ 0.0042 mg/mL) sahiptir. Standart olarak kullanilan
BHT ile ekstre sonuglarimiz karsilastirildiginda hem sulu hem de metanolk ekstre
BHT (0.0031 + 0.0002 mg/mL)’den daha diisiik radikal yakalama aktivitesine
sahiptir.

Mikroorganizmalarin gelismesini durdurabilen veya onlar1 o6ldiirebilecek
ajanlara antimikrobiyal ajanlar denmektedir. Son yillarda, antibiyotik direncine sahip
mikroorganizmalarin sayisindaki artisa paralel olarak bu mikroplarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi de zorlagmaktadir. Antibiyotiklere direng gelistiren
bakterilerin varligi, ila¢ direngliligini artirmasi gibi nedenler géz oniine alindiginda,
ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilerin kullanilmasina ihtiyag giin gectikce
artmaktadir (76, 77). Baz1 ¢aligmalar, bitkilerin tedavi edici etkilerinin tek bir etken
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maddeden ziyade c¢ok sayida bilesimin sinerjik etkisinden kaynaklandigini
belirtmektedir. Bu noktadan hareketle bitkisel bilesimlerin tek bir antibiyotikle
Oldiirtilmesi zor olan mikroorganizmalarin direngliligine karsi1 koyarak daha etkin bir
tedavi sagladigini rapor etmektedir (78, 79). Bu durum, arastirmacilar1 bitki
oziitlerinden elde edilen dogal antimikrobiyal ajanlarin inhibitdr etkiye sahip
bilesimlerini arastirmaya sevketmistir (80).

Bu amagla, ¢alismamizda M. alpestris’in antimikrobiyal aktivitesi agar
kuyucuk difiizyon yontemi ile incelendi. Bu inhibisyon yonteminde 10 adet
mikroorganizma kullanildi. Su ekstresinde antimikrobiyal etki gozlenmedi.
Metanolik ekstre gram negatif bakterilerden Escherichia coli ATCC 25922 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288; gram pozitif bakterilerden Staphylococcus
aureus ATCC 25923 ve Listeria monocytogenes ATCC 43251; gram olmayan
bakteriden Mycobacterium smegmatis ATCC 607 standartlarla karsilastirildiginda
orta derecede antimikrobiyal aktivite gosterdi. Ekstrelerin, test edilen
mikroorganizmalara karsi orta diizeyde antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu, bu
bitkinin icerdigi etken maddelerin enfeksiyon hastaliklarin tedavisinde bazi sentetik
antibiyotiklere alternatif olabilecegini sdyleyebiliriz.  Antimikrobiyal aktivite;
bitkinin tiirline, kompozisyonuna ve konsantrasyonuna, hedef mikroorganizmanin
tiirline ve yiikiine, gidanin kompozisyonuna, isleme ve depolama kosullarina baglh
oldugu diisiiniilmektedir. Proteinler, lipitler, tuzlar, pH, ve sicaklik fenolik
maddelerin antimikrobiyal aktivitelerini etkileyen faktorler arasindadir (81).

Gliniimiizde farkli faktorlere bagli olarak hastaliklarin sayist ve c¢esidi de
kiiresel boyuta ulasmistir. Bu baglamda c¢esitli hastaliklarin tedavisine yonelik yeni
stratejilerin belirlenmesi ve uygulamaya konulmasi 6nemli hale gelmektedir. Bu
stratejiler arasinda en c¢ok iizerinde durulanlarindan birisi anahtar enzimlerin
inhibisyonu ¢alismalar1 olmustur. Enzim inhibisyon ¢alismalarinda, hastaliklarin
patolojisinde rol oynayan anahtar enzimler inhibe edilerek hastaliktan
kaynaklanabilecek semptomlarin hafifletilmesi saglanir. Bu noktadan yola ¢ikilarak
bitkisel kaynakli dogal inhibitorlere her gegen giin ilgi biraz daha artmaktadir.
Giliniimiizde enzim ve enzim inhibitorleri tip, eczacilik, tarim, hayvancilik, ¢evre,

gida, tekstil, kagit, deterjan ve kozmetik alanlarinda kullanilmaktadir.
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Tirozinaz enzimi gida, saglik ve kozmetik alanlarinda kullanilabilen bir
enzimdir.  Tirozinaz inhibitorleri melanin hiperpigmentasyonu ile ilgili bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik endiistrisinde ve
eczacilikta deri beyazlatilmasi etkisinden de yararlanilmaktadir (82). Bu alanlarda
kullanilan sentetik inhibitdrlerin yerine dogal inhibitdrlerin arastirilmast giincel
calisma alanlarini olusturmustur. Calismamizda standart olarak kullanilan kojik aside
gore bitkimizin metanolik ekstresinin 1Csp degerinin ¢ok yiiksek oldugu bunun
sonucunda kojik aside gore inhibisyon etkisinin olmadigi belirlendi.

Asetil kolin, sinir uglarindan etkiledigi organa veya sinir ucundan ikinci sinir
hiicresine sinir impulsu tasimakla goérevli bir norotransmitterdir (83). Asetil kolin
beyin hiicrelerinde depolanip uyari sonrasi sinaptik bosluga salinan 6grenme ve
hafiza ile yakindan iliskili olan bir bilesiktir (84). Ayrica Alzheimer hastalarinda en
fazla azalan norotransmitter asetilkolindir (85).

Asetilkolinesteraz’in goérevi sinir iletiminde rol oynayan asetilkolinin fazlasini
ortamdan kaldirmaktir. Biitirilkolinesteraz insan metabolizmasinda karacigerden
salgilanan bir enzim olup ¢esitli kolin tiirevi bilesikleri hidroliz etmekle sorumlu bir
enzimdir. Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz alzheimer hastaliginin ortaya
cikmasinda rol oynayan enzimlerdir. Hastaligin kesin nedeni heniiz tam olarak
bilinmemekle beraber, kolin bilesiklerinin eksikligi artttkca bu hastaligin ortaya
¢ikma olasiliginin arttig1 bilinmesinden dolayi, bu enzimler sorumlu tutulmuglardir
(86).

Asetilkolinin sinaptik aralikta daha uzun kalmasini saglamak azheimer tedavisi
icin kullanilan yontemlerin 6nemini olusturmaktadir. Bu amaca yonelik olarak da
kolin  bilesiklerini inhibe edici 0Ozelligi olan kolinesteraz inhibitorleri
kullanilmaktadir. Tiim bu bilgiler dogrultusunda farkli konsantrasyonlardaki M.
alpestris metanolik ekstrelerine belli hacimde asetilkolinesteraz ¢ozeltisinden
koyulduktan sonra bu bitki ekstresine spektrofotometrik Ellman yontemi uygulandi
(87). Aktivitesi pH 8°de maksimum olan asetilkolinesteraz tarafindan asetilkolinin
asetik asit ve tiyokoline hidrolizi sonrasinda olusan tiyokolinin, DTNB (5,5-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) ile sar1 renkli 5-tiyo-2-benzoat iyonu olusumunun
goriilmesi ve bu sar1 rengin artisiyla da farkli asetilkolinesteraz inhibisyon

yiizdelerinin elde edilmesi amaglandi (87).
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Bu amag¢ dogrultusunda 25-50-100-200pug/mL konsantrasyonlarinda bitki
metanol ekstresi hazirland1 ve asetilkolinesteraz ¢dzeltisi ilave edildi. ilk énce 25
ug/mL konsantrasyonlu M. alpestris’in metanolik ekstresinde %10; 50 pg/mL
konsantrasyonlu ekstresinde %19.4; 100 pg/mL konsantrasyonlu ekstresinde %31.8;
200 pg/mL konsantrasyonlu ekstresinde %43,5 asetilkolinesteraz inhibisyonu oldugu
tespit edildi (Tablo 5).

Asetilkolinesteraz i¢in yapilan islemlerin hepsi sirasiyla biitirilkolinesteraz igin
de yapildi. Biitirilkolinesteraz enzim inhibisyon degerleri de sirasiyla ilk islem igin
%26,3; ikinci islem i¢in %35,8 {iclinci islem igin %39.4 ve dordiincii islem i¢in de
%54,9 olarak tespit edildi (Tablo 5). Her iki enzim i¢in ulasilan bu inhibisyon
yiizdeleri gbz Oniline alindiginda M. alpestris’in metanolik ekstresinin, artan
konsantrasyonlarinda, Alzheimer hastaliginda tedavi amagh kullanilan bir ila¢ etken
maddesi olan Galantamin’in inhibisyon etkinligine yaklastigi gorildi. Bu konuda
daha kesin sonuglarin elde edilebilmesi i¢in ayni bitkinin farkli lokalitelerinin
toplanip farkli ekstre konsantrasyonlari ile daha ileri ¢aligmalar yapilabilecegi

kanaatindeyiz.
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