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OZET

Eryngium billardieri Bitki Ekstrelerinin Biyolojik Aktivitelerinin Incelenmesi

Bu c¢alismanin amact Eryngium billardieri nin sulu ve metanollii ekstrelerinin
antioksidan, antimikrobiyal aktiviteleri ile tirozinaz, biitirilkolinesteraz, asetilkolinesteraz,

a-glukozidaz ve a-amilaz inhibitor aktivitelerini belirlemektir.

E. billardieri nin sulu ve metanollii ekstrelerinde demir indirgeyici antioksidan gii¢
(FRAP), radikal temizleme aktivitesi (DPPH) ve bakir indirgeyici antioksidan gii¢
(CUPRAQC) testleri spektrofotometrik olarak calisilmistir. Antimikrobiyal aktivite, agar
kuyucuk diflizyon yontemiyle test edilmistir. Enzim inhibisyonlari, toplam fenolik ve

flavanoid madde miktarlar1 spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

E. billardieri su ekstresinin toplam fenolik ve flavanoid madde miktarlari sirasiyla
157.02+0.51 mg GAE/g numune, 18.08+3.45 mg QE/g numune olarak bulunmustur.
Metanollii ekstresi ise 338.11+0.932 mg GAE/g numune, 24.07+2.58 mg QE/g numune
olarak tespit edilmistir. FRAP sonuglar1 bitkinin sulu ekstresinde 358.67+0.91 pmol
troloks/g numune, metanollii ekstresinde ise 687.67+1.98 pmol troloks/g numune
bulunmugtur. CUPRAC sonuglar1 sulu ekstrede 748.67+1.67 uM troloks/g numune,
metanollii ekstrede ise 938.67+2.39 uM troloks/g numune olarak tespit edilmistir. E.
billardieri nin metanollii ekstresinin (SCsp: 0.1162+0.028 mg/mL), sulu ekstreye (SCso:
0.2677+0.020 mg/mL) gore daha yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu
bulunmustur. Bitkinin sulu ekstresi standartlarla karsilastirildiginda antimikrobiyal aktivite
gostermemistir. Ancak metanollii ekstresinin E. coli, Y. pseudotuberculosis, K. pneumonia,
P. aeruginosa, S. aureus, C. tropicalis E. faecalis, B. cereus, S. cerevisiae, M. Smegmatis
ve C. albicans ‘a kars1 orta derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. E. billardieri sulu
ve metanolik ekstrelerinin tirozinaz inhibitor aktiviteleri 125.89+2.45 pug/mL ve
15.14+2.14 pg/mL olarak bulunmustur. E. billardieri sulu ve metanolik ekstrelerinin
asetilkolinesteraz inhibisyonu ICs degerleri sirasiyla 81.28+2.51 ve 20.42+1.21 pg/mL
bulunmustur. Biitirilkolinesteraz inhibisyonu ICsy degerleri ise sirasiyla 75.86+£2.37 ve
117.49+£2.42 ng/mL olarak bulunmustur. E. billardieri sulu ve metanolik ekstrelerinin a-
amilaz inhibisyonu 1Csy degerleri sirasiyla 173.78+3.75 ve 107.15+3.07 pg/mL olarak
tespit edilmistir. a-Glukozidaz inhibisyonu ICsy degerleri ise sirasiyla 269.154+2.54 ve

147.91+1.97 pg/mL olarak bulunmustur.

Xvii



E. billardieri’nin farmakolojik, kozmetik ve gida endiistrilerinde kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Antimikrobiyal Aktivite, Eryngium billardieri,

Flavonoid

XViil



ABSTRACT

Investigation of the Biological Activities of Eryngium billardieri Plant Extracts

The aim of this study was to determine the antioxidant, antimicrobial activities of
aqueous and methanol extracts of Eryngium billardieri and tyrosinase,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, a-amylase and o-glucosidase inhibitory

activities.

Ferric ion reducing antioxidant power (FRAP), radical cleaning activity (DPPH)
and copper ion reducing antioxidant power (CUPRAC) tests were studied
spectrophotometrically in aqueous and methanol extracts of E. billardieri. Antimicrobial
activity was tested by agar well diffusion method. Enzyme inhibitions, total phenolic and

flavanoid substance amounts were determined spectrophotometrically.

Total amounts of phenolic and flavanoid substance amounts of aqueous extract of
E. billardieri were found to be 157.02+0.51 mg GAE/g sample, 18.08+3.45 mg QE/g
sample, respectively. Methanol extract were determined as 338.11+0.93 mg GAE/g
sample, 24.07£2.58 mg QE/g sample, respectively. FRAP results were found as
358.67+£0.91 pmol trolox/g sample in aqueous extract and 687.67+1.98 pmol trolox/g
sample in methanol extract. CUPRAC results were determined as 748.67+1.67 uM trolox/g
sample in aqueous extract and 938.67+£2.39 uM trolox/g sample in methanol extract. E.
billardieri's methanol extract (SCsp: 0.1162+0.028 mg/mL) was found to have higher
radical scavenging activity than aqueous extract (SCso: 0.2677+0.020 mg/mL). The
aqueous extract of the plant showed no antimicrobial activity compared to the standards.
However, the methanol extract was showed moderately antimicrobial activity against E.
coli, Y. pseudotuberculosis, K. pneumonia, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis, B. cereus,
M. smegmatis, C. albicans, C. tropicalis and S. cerevisiae. The tyrosinase inhibitory
activities of aqueous and methanolic extract of E. billardieri were found to be 125.89+2.45
pg/mL and 15.1442.14 pg/mL. The acetylcholinesterase inhibition ICsq Values of aqueous
and methanolic extract of E. billardieri were found to be 81.28+2.51 and 20.42+1.21
ug/mL. Butyrcholineesterase inhibition ICsy values were 75.86+2.37 and 117.49+2.42
ug/mL, respectively. a-Amylase inhibition 1Cso values of aqueous and methanolic extract
of E. billardieri were determined as 173.78+3.75 and 107.154£3.07 pg/mL, respectively.

XiX



a-Glucosidase inhibition 1Csy values were found to be 269.15+£2.54 and 147.91+£1.97
ug/mL, respectively.

It was concluded that E. billardieri can be used in pharmacological, cosmetic and
food industries.

Keywords: Antioxidant, Antimicrobial Activity, Eryngium billardieri, Flavonoid
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1. GIRIS ve AMAC

Insanlik tarihi boyunca bitkiler tibbi amaglar igin kullanilmistir. Bu durum bize
bitkilerin ne kadar 6nemli ila¢ kaynaklari oldugunun bir kanitidir. Sentetik ilaglarin yerine
bitkisel ilaglarin tercih edilmesinin ilk sebebi bitkisel triinleri tedarik etmenin, sentetik
ilaglar1 tedarik etmekten daha ucuz ve daha kolay olmasidir. Ikinci tercih sebepleri ise
insanlarin yiizyillardir tedavi amacla kullandig1 bitkilerin sentetik ilaglara gore daha az yan

etkilerinin olmasidir.

Ulkemizin, Giineybati Asya ve Giiney Avrupa floralar1 arasinda baglantisinin
olmas1 sebebiyle bitkisel zenginligin giizel bir 6rnegini olusturmaktadir (1). Bitki tiirii ve
cesitliligi bakimindan zengin bir floraya sahip olan iilkemizde tibbi bitkiler {izerine yapilan
arastirmalar olduk¢a biiyilk 6nem kazanmistir. Bitkisel gidalarin birgogu, giiclii
antioksidan aktiviteye sahip fenolik fitokimyasallar1 igermekte ve oksidatif hasarlara karsi
metabolizmay1 savunmaktadir. Fenolik fitokimyasallar gidalarin bozulmasini onlerler.
Ayrica tiiketilmeleri durumunda viicudumuza antioksidan bilesikler almis oluruz. Bitkisel
gidalarda bulunan fenolik bilesikler; flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar ve stilbenler
gibi alt smiflara ayrilirlar. Antioksidan agidan 6nemli olanlar arasinda fenolik asitler ve
flavonoidler bulunur. Flavonoidler antioksidan olmasi sebebiyle diyetteki en Onemli
antikarsinojenlerden birisi olarak bilinir (2). Giiniimiizde bitkisel iriinler, ¢cogu hastaligin
tedavisinde onemli Olciide katki saglayarak yeni tedavi edici ajanlarin gelistirilmesine

olanak saglamaktadir.

Tirozinaz enzimi, viicutta melanin sentezinin asir1 sekilde olmasi sonucu ortaya
cikan cilt lekesi gibi hiperpigmentasyon sorunlarinin yanisira; melanin sentezinin az
olmasindan kaynaklanan hipopigmentasyon sorunlarinda 6nem tasiyan bir enzimdir.
Tirozinaz enzimini inhibe ya da aktive eden maddeler, hiperpigmentasyon veya
hipopigmentasyon tedavisinde kullanilabilir (3). Kojik asit standardi, gida endiistrisi
alaninda enzimatik kararmayi Onleyici gida katki maddesi ve kozmetik alaninda cilt
beyazlatict olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok bitkinin yaprak, tohum, ¢icek ve kabuklarinda
yaygin olarak bulunduklar1 i¢in tirozinaz enzim aktivitesinin incelenmesi oldukc¢a

onemlidir (4).

Beta amiloidlerin yavasga birikmesi sonucunda, oksidatif stresle birlikte néronlarda
yapisal bozukluga yol agmaktadir. Bu siireg; islevsel bozukluklara, kavrama, hareket

bozukluklarina ve hatta oliime bile yol agmaktadir. Beyindeki beta amiloid birikimi



Alzheimer riskini arttirmaktadir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde biitirilkolin ve
asetilkolin olarak isimlendirilen ndromediyator diizeylerinde bazi eksiklikler goriilmiistiir.
Sirastyla biitirilkolini ve asetilkolini hidroliz eden baslica enzimler olan biitirilkolinesteraz
ve asetilkolinesteraz inhibisyonu Alzheimer’a kars1 énemli bir tedavi segenegi olmustur.
Bu sebeple, Alzheimer patogenezinde yer alan anahtar enzimler olan biitirilkolinesteraz ve
asetilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri i¢in aragtirmalar yapilmaktadir (5). Nisastal
besinler agiza alinip ¢ignenmeye baslandiginda tiikriik bezlerinden salgilanan a-amilaz,
maltoz ve kiigiik glukoz polimerleri olan maltotrioz ve a-limit dekstrinler gibi bilesiklere
hidroliz eder. Bu enzimlerin inhibe edilmesi sonucu karisik karbonhidrat igeren bir diyetin
ardindan yemek sonrast kan glukoz seviyesindeki artista dnemli 6l¢iide azalma meydana
gelecegine inanilmaktadir. Bu nedenle, bu yaklasim tip (II) diyabetle baglantili
hipergliseminin tedavisinde 6dnemli bir strateji olabilir. Bitkiler, kaynaklar1 sinirli olan ve
gelismekte olan {ilkelerde bir¢ok hastaligin tedavisinde Onemli bir rol almaya devam
etmektedir. Bitkisel kaynakli irtinler fitoostroller, vitaminler, siilflir bilesikleri, hormonlar

ve karotenoidler gibi ¢ok say1 da viicuda yarar saglayan bilesikler icermektedirler (6).

Bu tez kapsaminda, E. billardieri bitkisinin antioksidan (toplam fenolik ve
flavonoid madde tayini, FRAP, CUPRAC ve DPPH tayini), antimikrobiyal (agar kuyucuk
difiizyon metodu) ve enzim inhibitor aktiviteleri gibi biyolojik aktiviteleri incelenecek, bu
aktiviteler arasindaki iliskiler degerlendirilecektir. Sonu¢ olarak, bu tiiriin fitoterapik

amaglar i¢in kullanilabilirliginin irdelenmesi yolu acilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Eryngium billardieri Bitkisinin Taksonomik ve Biyolojik Ozellikleri

E. billardieri cinsi, Apiaceae (Umbelliferae: Maydonozgiller) Diinya’daki en biiyiik
bitki ailelerinden birisidir. Apiacea iiyeleri bircok biyolojik aktiviteye sahip cesitli
bilesikler igerir. Liibnan, Kuzey, Kuzeybat1 ve Bat1 Iran, Kuzey Irak, Afganistan, Bati
Pakistan, Kesmir ve iran-Turan bdlgelerinde yer alan bir bitkidir. Bu familyanimn énemli bir
cinsi olan E. billardieri Diinya’da 250’den fazla, Tirkiye’de ise 23 tiirii bulunur; bu
bitkilerin 10’u endemik 6zellige sahiptir. Eryngium tiirleri, ilkemizde halk arasinda deve
dikeni, goz dikeni, bogadikeni, tengel dikeni ve esek dikeni adlariyla bilinirler (7).
Ulkemizde yetismekte olan Eryngium tiirlerinden E. billiardieri bitkisi reginemsi bir tada
sahip, Dogu Anadolu’da yetisen, govdesi ve kabugu soyularak yenilen bir bitkidir (8, 9).
Diinya’da ekonomik Oneme sahip Onemli bitki gruplarindandir. Eryngium tiirleri,
Tiirkiye'de genel olarak halk tibbinda bu bitkinin farkli kisimlar1 kullanilarak hemoroid,
O0dem soktiirlicii, siniizit, iltihaplar, deri hastaliklar1 ve tiimorlerde, yara iyilesmelerinde,
yilan ve akrep sokmalar1 gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilirken ayn1 zamanda taze
iken yiyecek olarak da kullanilmaktadir (9). Bitkinin hem kokiinden hem de toprak iistii
kisimlarindan bitkisel tedavilerde yararlanilir. Kok kisimlari Erzurum’da toplum arasinda
hemoroid tedavisinde  kullanilmakla  birlikte = mukoz  membranlarinin  lokal
enflamasyonunda ve soguk alginlif1 tedavisinde, toprak {istii kisimlarindan ise yara
tedavisinde ge¢misten giinimiize kadar yaygin kullanildigi bilinmektedir (10). E.

billardieri bitkisinin genel goriiniimii Resim 1’de gésterilmistir.
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Resim 1. Eryngium billardieri genel gériiniimii (11)

2.2. Bitkilerin Tedavi Amach Kullanilmasi

Bitkilerle tedavi en eski iyilestirme metotlarindandir. Son zamanlarda tibbi
bitkilerden elde edilen aktif maddelerle ilgili olan ¢aligmalar, tibbi bitkilere olan ilgiyi
giderek artirmistir. Bunun temel sebepleri arasinda; bitkilerin maliyeti diisiik ve kolay
tedavi imkan1 saglamasi ve sentetik kaynakli ilaglarin bitkisel ilaglara gore yan etkilerinin
daha fazla olmasi sayilabilir. Diinya’da asirlardan beri ¢esitli hastaliklarin tedavisinde tibbi
amaclar i¢in bitkiler kullanilmigtir. Bitkilerin tedavi amaglh kullanilmalar1 insanlik tarihi
gibi eski olmasiyla beraber, antik kentlerin ve kalintilarinin incelenmesiyle bazi ipuglarina
ulasilmistir (12, 13). Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, Diinya niifusunun neredeyse %80’
belli bash saglik gereksinimleri i¢in bitkisel kaynakli ilaglara ve bitkisel {riinlere
bagimhidirlar. Bitkiler, besin kaynagi olmalarinin yam sira ilag, tekstil, yakit ve kimyasal
bilesenlerin {iretimi i¢in insanlik tarthi boyunca kullanilmistir. Diinya’daki farkl
geleneksel tedavi sistemlerinde kullanilan tibbi bitkilerin farmakolojik o6zellikleri ve
kimyasal yapilar1 insanlik yarari i¢in kullanilmak iizere arastirilmaktadir. Son yillarda,
tedavi amagli kullanilan bitkilerin geleneksel kullanimlar1 Tiirkiye’de de arastirmacilarin
dikkatini ¢cekmistir (14). Tirkiye genis bir halk tibbi bilgisine ve zengin bir floraya sahip
bir iilkedir. Bu nedenle ilgili ¢aligmalar i¢in potansiyel bir kaynak sunmaktadir. Bitkilerle
yapilan c¢aligmalar iyi degerlendirildiklerinde iilkeler i¢in biiylik bir ekonomik gii¢
saglayacak potansiyel kaynaklardir.



Giiniimiizde bitkisel kaynakl1 iiriinler, ¢esitli enfeksiyon hastaliklariyla miicadelede
onemli bir kaynak olarak bilinirken, bu bitkilerin ¢cogunlugu yeni terapdtik ajanlarin kesfi
i¢in ¢esitli aragtirmalara olanak saglamaktadir. Arastirmacilar, bitkilerden bir¢ok maddeyi
izole ederek yapilarini aydinlatma g¢alismalar1 yapmaktadirlar. Boylelikle ¢ogu ilacin
gelistirilmesi i¢in olanak saglarlar. Onemli etkilere sahip olan bir¢ok bitkisel iiriin, yapilan
cesitli calismalar sonucunda; tedavide, tat ve koku endiistrisinde, gida sanayinde, ilag

endiistrisinde, parfiimeri ve kozmetik sanayi dallarinda tercih edilmektedirler (15).
2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksijen canli yasami i¢in vazgeg¢ilmez bir element olup biyoelementlerle cesitli
organik molekiilleri olustururlar. Metabolizmada oksijenin eksik indirgenmeleri sonucunda
serbest radikaller olusabilmektedir. Serbest radikaller dis yoriingelerinde sahip olduklar
ortaklanmamis elektron ya da elektronlar sayesinde kuvvetli reaktif 6zellik gosterirler.
Canli viicudu yasamsal olaylar icin enerji iretirken siirekli olarak serbest radikal
olugmasina sebep olur. Bu bilesikler organizmada dis etkenlerin etkisiyle olusabilirken
normal metabolik yollarin isleyisi esnasinda da olusabilmektediler. Cevrenin Kirletici
etkisi, giinesin zararh 1sinlari, kimyasal {irlinler, endiistriyel atiklar, toksik ilaclar, sigara,
alkol, stres, sanayi atiklari, kirli su ve hava gibi pek ¢ok etken viicudumuzdaki serbest
radikallerin sayisint siirekli olarak artirirlar (16, 17). Asirt yapilan spor aktiviteleri, seker
ve yag orani yiiksek olan gidalar oksijen miktarinda artisa sebep olacagi i¢in buna bagl
olarak serbest radikallerinde artmasina neden olmaktadir. Serbest radikallerin artmasi
sonucunda viicuttaki hiicreler hasara ugrayip, bagisiklik sistemimizin zayiflamasina yol
acarlar. Bunun sonucunda molekiiler varyasyonlar ve gen mutasyonlar1 meydana gelerek
hiicresel hasar, doku yikim1 ve yaslanma gibi gesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olurlar (18, 19). Giiniimiizde serbest radikaller birgok hastaligin ortaya g¢ikmasindan

sorumlu ajanlar olarak bilinirler.

Serbest radikallerin oksijen ile meydana gelenlerine reaktif oksijen tiirleri (ROT)
denilmektedir ve olusumlar1 Sekil 1°de gosterilmistir (20). Reaktif tiirler, merkezindeki

atomuna gore 4 ana kategoriye ayrilmakta ve Tablo 1°de gosterilmistir (21).



Tablo 1. Reaktif azot ve oksijen tiirleri (Halliwell ve Gutteridge’den, 21)

Reaktif Oksijen Tiirleri ~ Reaktif Azot Tiirleri Reaktif Klorid Reaktif Siilfiir
(ROT) (RNT) Tiirleri (RKT) Tiirleri (RST)
Siiperoksit Radikali, O3 Nitrik oksit radikali, NO-  Klorin atomu, CI Siilfit, SO3~

Nitrojen dioksit radikali,
NO;

Disiilfit-S-oksit,

Hidroksil Radikali, OH: DSSO

Hipoklorik asit, HOCI

Nitroksil iyonu (anyonu),  Nitronyum Klorid,

Hidroperoksil, HO;, NO- NO,Cl

Siilfenik asit, RSOH

Nitronyum iyonu

Hidrojen peroksit, H,0, (katyonu), NO*

Siilfenil radikali, RS-

Nitril iyonu (katyonu),
NOZ

Ozon, 04 Nitroz asit, HNO,
Peroksinitrit, ONOO~

Singlet Oksijen, 'O,

Peroksinitroz asit,
ONOOH

Stiperoksit radikali, zayif bir oksidan oldugundan sadece kendi hiicre tahribatina
sebep olamaz. Ancak Haber-Weiss reaksiyonlar1 gibi birbirini takip eden reaksiyonlar
sonucunda oksidatif hasara yol acar bunun beraberinde de DNA hasar1 gibi 6nemli

hasarlara neden olabilmektedir (22, 23).

Fenton reaksiyonunun sahip oldugu OH' radikalleri DNA’ya hiicum ederek hiicreye
zarar verir. O, ve H,0’de dolayli olarak DNA’ya hasar verir. OH" radikalinin reaktivitesi
cok yiiksek oldugundan hiicre i¢ine ¢ekirdege gegme olasilig diisiiktiir. HoO, ¢ekirdekte
Fe*® ve Cu* iyonlar ile tepkimeye sokularak (Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlart) OH’

radikallerini meydana getirmektedirler (24).

H,0, + Fe*® — NO, + H* + Fe*? (Esitlik 1)
H,0, + Fe*? — OH" + OH + Fe*® (Esitlik 2)
H,0, + Fe*? — OH" + OH + Fe*® (Esitlik 3)
H,0, + Cu™ — OH"+ OH + Cu™* (Esitlik 4)



Esitlik 1 ve Esitlik 2 adli reaksiyonlar Fenton reaksiyonlari, Esitlik 3 ve Esitlik 4
adl reaksiyonlar ise Fe"*/Cu*? ile katalizlenen Haber-Weiss reaksiyonlaridir (24).

Biyolojik mekanizmalarda en giiclii radikal OH dir. H,O,’nin Cu*? ya da Fe®
iyonlariyla tepkimeye girmesiyle meydana gelir. Basta RNA ve DNA olmak iizere genel
olarak biitiin hiicresel makromolekiillerle reaksiyona kolaylikla girebilir. DNA’da OH1in
yaptig1 tahribatlar gbz Oniine alindiginda pirimidin ve piirin bazlarima eklenerek katim
iriinleri meydana gelmesi, zincir kiriklarina yol agmasi, seker ve baz yapilarinda ciddi

hasarlara ve bunlara bagli olarak da mutasyonlara ve hiicre Oliimiine sebep olmasi

sayilabilir (22, 25).

Dioksijen Silperoksit radikali Peroksit Oksit
3 e - e’ 2- e’
o, —%— 0, —%— 0 —=— OoF O —= = O
l lH * l 2H" - l 2H"
1 -
O, HO, H,O, H,O
Singlet oksijen Perhidroksil radikali Hidrojen peroksit Hidroksil chmu

Sekil 1. Reaktif oksijen tiirleri olusumu (Yanik’dan, 20)

Oksidatif stres; oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar yoniine
kaymas1 olarak tanimlanir. Oksidatif stres; karbonhidratlar, proteinler, niikleik asitler,
lipidler gibi biyolojik molekiillere zarar verirken; kalp hastaliklari, kanser, yaslanma gibi
fizyolojik tablonun patogenezin olusmasina sebep olmaktadirlar. Serbest radikaller
tarafindan olusturulan oksidatif stres antioksidanlar tarafindan berteraf edilir.
Antioksidanlar, dolayli ya da dogrudan olarak karsinojenlerin, ksenobiyotiklerin, toksik
radikal reaksiyonlarin ve ilaglarin olmasini istemedigimiz etkilerine karsi hiicre zararini
engelleyen maddelerdir (26-28). Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerini
ortadan kaldirmaktadir. Oksidan etmenler ve antioksidan savunma elemanlar1 Tablo 2 ile

gosterilmektedir.



Tablo 2. Oksidan etmenler ve antioksidan savunma elemanlar1 (Koca ve Karadeniz’den,

19)
Oksidan Antioksidan Savunma
Radyasyon Ubikinon
Karsinojenler Glutatiyon peroksidaz
Atesli hastaliklar Siiperoksit dismutaz
Cevre kirleticiler Selenyum
Sigara dumani Urik asit
Egzersiz C vitamini
Coklu doymamus yag asitleri ile zengin bir diyet E vitamini
Iskemi Katalaz

Glutatiyon

B-karoten ve diger karotenoidler

Antioksidanlar, serbest radikalleri ortadan kaldirabilen ve hiicre zararini onleyen
maddelerdir. Insan viicudunun sahip oldugu antioksidanlar, viicut tarafindan iiretilirken
disaridan ek olarak da alinabilirler. Viicudumuza dogal olarak aldigimiz antioksidanlar
savunma sistemimizin etkisini arttirarak hastalik riskini en aza indirirler (29).
Antioksidanlar, gidalarin igerisinde yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Gidalarin igerisinde
bulunan baglica antioksidan bilesikler fenoliklerdir. Fenolik bilesikler, tiikkettigimiz meyve
ve sebzelerin igerisinde bol miktarlarda bulunur ve giiclii antioksidan 6zellik gosterirler.
Yapilan bazi laboratuvar ¢aligmalari, meyve ve sebzelerin bol miktarda tiiketimi ile ¢esitli
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diger bazi kronik hastaliklarin olusumunun
azaldigin1 gostermektedir. Meyve ve sebzelerde bulunan bazi antioksidanlar, bazi
vitaminler (C ve E) ve karotenoidler, antioksidan savunma mekanizmasini gii¢glendirmekte
ve organizmayl hastaliklardan korumada etkili oldugunu gostermektedir (30, 31).
Antioksidanlar endojen ve eksojen antioksidanlar olarak baslica iki gruba ayrilir. Tablo

3’de antioksidan sistemlerin siniflandirilmasi verilmistir.



Tablo 3. Antioksidan sistemlerin siniflandirilmasi (Sen’den, 32; Valko’dan, 33; Karabulut

ve Gililay’dan, 34)

ENDOJEN ANTIiOKSIiDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NONENZIMATIK
ANTIOKSIDANLAR
Glutatyon peroksidaz (GPx) Glutatyon, Selenyum
Glutatyon rediiktaz (GR) Transferrin , a-lipoik asit
Katalaz(CAT) Seruplazmin , Albiimin
Siiperoksit dismutaz (SOD) Melatonin , Urik Asit
Koenzim Qg Bilirubin
EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR
ILAC AMACLI KULLANILAN ViTA_MiN EKSOJEN
EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin By)

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Askorbik asit (Vitamin C)

Trolox-C (vitamin E analogu)

B- Karoten ( Vitamin A)

Barbitiiratlar ve demir selatorleri

a-Tokoferol (Vitamin E)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferoksamin)

Enzimatik olmayan serbest radikal toplayicilar1 (mannitol, albiimin)
endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (Ebselen ve asetilsistein)

NADPH oksidaz inhibitorleri (lokal anestezikler, adenozin,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, kalsiyum kanal blokleri)

Ksatin oksidaz inhibitérleri (oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten,

allopiirinol)

Antioksidanlarin, meydana gelen serbest radikalleri giderme etkisi dort sekilde olur:

Toplayic etki
Bastiric etki

Onarici etki

A W np e

Zincir kiricr etki seklindedir.

Toplayicr etki; antioksidanlarin serbest oksijen radikallerini daha yeni ve zayif bir

molekiile ¢evirmesi ya da tutma iglemidir. Cesitli antioksidan enzimler, trakeobronsial,

mukus ve kiiglik molekiiller islevlerini toplayici etki ile siirdiiriirler. Antioksidanlarin

serbest oksijen radikalleriyle etkilesip aktivitelerini azaltarak inaktif sekle doniistiirme

olay1 olarak adlandirdigimiz “bastiric1 etki” ile etkilerini gosterirler. Flavanoidler;



vitaminler, trimetazidin ve antosiyanoidler bastirici etkiye sahiptirler. Zincir kirici etki;
serbest oksijen radikallerini baglayip zincirlerini kirarak islevlerini 6nleme etkisidir. Zincir
kiric etkiye sahip hemoglobin, seruloplazmin ve mineralleri 6rnek verebiliriz. Zincir kirici
antioksidan aktivitenin degerlendirilmesinde 6nemli olan, molekiil basina verebildigi
elektron veya giderebildigi serbest radikal sayisidir. Antioksidanlar tarafindan serbest
oksijen radikallerinin olusturdugu hasarin onarilmasi olayma da “onarici etki” adi verilir
(35, 36).

Son yillarda gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlarin
(BHT, BHA) zararli etkileri ve kanserojen etkisi tamamen kabul edilmektedir (37).
Dolayisiyla tiim diinyada gida ve tip alaninda dogal antioksidanlara olan egilim giderek
artmaktadir (38). Yapilan bilimsel ¢alismalar, dogal antioksidanlarin sentetik
antioksidanlara kiyasla daha giivenilir olmas1 ve yan etkilerinin daha az olmasi nedeni ile

sentetik antioksidanlara gore daha fazla tercih edildigini gostermistir (39, 40).

Dogal antioksidanlar, bitkisel ve hayvansal dokularda bulunan veya gidalarin
islenmesi asamasinda aciga ¢ikan yararli bilesenlerdir. Baslica bilinen dogal
antioksidanlara; fenolik asitler, tokoferoller, flavonoidler, karotenoidler, selenyum ve

polifenoller 6rnek verilebilir (41, 42).
2.3.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar seklinde 2

siifa ayrilirlar (37, 43, 44).
2.3.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicre i¢inde farkli diizeneklerle meydana gelen radikaller birtakim enzimler
tarafindan yok edilebilir. Enzimlerin ¢ogu dogrudan ya da dolayl olarak serbest radikalleri
giderme sistemine sahiptir. Glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz ve
glutatyon rediiktaz enzimatik savunma hattin1 meydana getiren enzimsel antioksidanlardir

(38, 43-45).

Stiperoksit Dismutaz (SOD) (E.C.1.15.1.1): ROT’a karsi enzimatik savunma
sistemini olusturmaktadir (2, 6). SOD, siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene katalizler. Hidrojen peroksit, CAT veya GPx ile ortamdan uzaklastiriimaktadir
(46).
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SOD
0," + 2H" 25 H,0, + O, (Esitlik 5)

Sitozolde insan hiicrelerinde bulunan 6zellikle ¢inko ve bakir iyonu igeren SOD ile
manganez iyonu i¢eren mitokondrial Mn-SOD olmak tizere SOD'un iki izoenzimi bulunur.

Sitozolik Cu-Zn-SOD, canli hiicrelerde daha bol bulunan izoenzimdir.

Katalaz (H,O,: H,O, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6): Yapisinda dort protein alt
birimi i¢ceren hem grubu bulunduran bir hemoproteindir. Her bir alt birim, bir NADPH
molekiilii ve bir hem grubu igerir (45, 47). Katalaz, hidrojen peroksidin su ve molekiiler

oksijene doniistimiinii katalizler (48).

Katalaz enzimi ¢cogu aerobik hiicrede bulunur. Eritrositler, ¢izgili kaslar, miyokard,
karaciger ve bobrek katalazin en aktif oldugu yerlerdir. Katalaz enzimi sirasiyla, %20

oraninda sitozolde ve %80 oraninda peroksizomlarda bulunur (49).

CAT
2H,0, — 2H,0 + O, (Esitlik 6)

Peroksidaz olarak etkisi, askorbat ve fenol gibi indirgeyici bilesikleri kullanarak

diisiik hidrojen peroksit konsantasyonunda bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

CAT
RHXH + Hy0, —> RX + 2H,0 (Esitlik 7)

Gulutatyon peroksidaz (Glutatyon:H,O, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9): H,0,
varliginda hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimatik bir antioksidandir.
Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan glutatyon peroksidazin gorevi H,O,’in metabolizmada
reaksiyonu sonucu meydana gelen oksidatif harabiyete karsi hiicreleri korumaktir.
Boylelikle H,O;’den kaynakli OHnin olusumunu onler. Sitozolde bulunan glutatyon
peroksidaz, dort protein alt birime sahiptir ve tetramerik yapidadir. Sahip oldugu alt
birimlerin her birisi selenyum atomu bulundurur. Bu reaksiyonda glutatyon (GSH) ise
okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenirken, organik hidroperoksitler alkole ve hidrojen
peroksit suya indirgenmektedir (50).

GP
2GSH + H,0, — 2H,0 + GSSG (Esitlik 8)
GP
2GSH + ROOH — H,0 + GSSG + ROH (Esitlik 9)
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Glutatyon rediiktaz (E.C.1.8.1.7): Hidroperoksitlerin indirgenmesi ile ortaya ¢ikan
yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) doniistimiini
katalizleyen antioksidan bir enzimdir (51). Flavoprotein enzim o&zelligi Flavin adenin

diniikleotid (FAD) i¢cermesinden kaynaklanmaktadir.

GR
2GSSH + NADPH — H* + 2GSH + NADP* (Esitlik 10)

2.3.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

a-Lipoik asit, glutatyon, bilurubin, transferrin, alblimin, seruloplazmin, selenyum,

tirik asit, koenzim Q; ve melatonin enzimatik olmayan antioksidanlardir (52).

2.3.2. Bitkiler Tarafindan Uretilen Baz1 Antioksidanlar (E vitamini, Karatenoidler, C
vitamini)
Vitamin E, A, C ve folik asit disaridan alinan vitaminlerdir (44, 53, 54).

a-Tokoferol (Vitamin E): Yagda ¢oziinen E vitamini yiiksek antioksidan 6zelligine
sahip bir vitamindir. Dokularda bulunan eksojen kaynakli en énemli lipofilik antioksidan
olmakla birlikte tokoferoller olarak adlandirilirlar. Dogada genel olarak tokoferol (a, B, v,
d) ve tokotrienoller (o, B, v, 8) olmak iizere 8 tip vitamin E bulunur. Biyolojik olarak
genellikle en aktif olan1 a-tokoferoldiir (55). Hiicre membranlarini serbest radikallerin
hasarlarindan korumakla gorevli olan a-tokoferoldiir. Genel olarak vitamin E, radikallerin
ortadan kaldirilmasi, zincirin kirilmas: ve bozulan yapilarin tamiri gibi antioksidan
gorevini tam anlamiyla yerine getirdiginden antioksidan kapasitesi cok yliksek 6zellige

sahiptir. E vitaminin kimyasal yapisi Sekil 2°de gosterilmektedir.

CH,

Sekil 2. E vitamininin kimyasal yapis1 (56)
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Bu nedenle, birtakim hastaliklarin tedavisinde E vitamininin fayda sagladigi
bulunmustur. Ornegin; tokotrienol tiirevine sahip olan E vitaminin, kandaki kolesterolii
indirgeyici yonde hareket etmesi ve gogiis kanserinin ilerlemesini 6nledigi bununla birlikte
hastalik riski azaltici etki gosterdigi saptanmistir (57). Ayn1 zamanda oksitleyici ajanlarin
olusturdugu kemikteki kalsiyum kaybini1 onlerken, lipid peroksidasyonuna engel olarak
viicuttaki biyolojik sistemi korumasini saglamaktadir. Radyasyon, ultraviyole, gibi serbest
radikal treten etkenlere karsi cilt korumasii saglar (58). Yapilan ¢ogu arastirma ile E

vitamininin kalp hastalig1 olusturma riskini azalttig1 bilinmektedir (59).

B-Karoten (Vitamin A): Karotenler yagda ¢oziinebilen; meyve ve sebzelerin koku,
tat ve renklerini verebilen bilesiklerdir. Bu bilesikler fotosentezde gorev yapmakla
kalmayarak ayni zamanda fotosentez sirasinda olusan sayisiz serbest radikallere karsi da
canliyt koruma Ozelligine sahiptirler. Gilinimiize kadar 600°den fazla karotenoid
bilinmektedir. B-Karoten, provitamin A aktivitesi gostermektedir. A vitamini tek basina
antioksidan Ozellik gostermezken B-karoten kendiliginden antioksidan aktivite ozelligi
gosterir (60). Ayrica karotenoidler hidroksil ve peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek
lipid peroksidasyonuna karst koruyucu etki gosterirler. Karotenoidler membran lipidleri ile
etkilesime girip zincir kiric1 antioksidan olarak gorev almaktadirlar. Boylelikle, lipid
peroksil radikalini etkisiz hale getirirler ve diger lipidlerden hidrojen koparilmasini

onlerler. B-Karotenin yapis1 Sekil 3°te gosterilmektedir.

Sekil 3. B-Karotenin yapis1 (61)

Karotenoidler kanser ve aterosklerozu iceren dejeneratif hastaliklarin
engellenmesinde giiclii bir potansiyele sahiptirler (62). pB-Karoten; havug, balkabagi,
kavun, tatli patates, kayisi, salata, ispanak ve lahana gibi baz1 yesil yaprakli sebzelerde

bulunurken turuncu-yesil renkli bitkisel besinlerde de bulunmaktadir. Bu bitkilerin hepsi
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ayrica karotence zengin bitkilerdir. A vitamininin yeterli miktarda alinmas1 gérme, lireme,
biiyiime ve epitel hiicre kuvvetliliginde 6nemli rol oynamaktadir (63). A vitamini,
disaridan alinmasi gereken bir vitamindir. Erkek ve kadinlarin giinde “700-900 miligram A

vitamini” ihtiyaci vardir.

Askorbik Asit (Vitamin C): Meyve ve sebzelerde bolca bulunur. Suda ¢oziinebilen
ve serbest radilkallerin dogrudan reaktivitesini diisiirebilen kuvvetli bir antioksidan
vitamindir (64). Portakal, kivi, limon, ¢ilek, domates, yesilbiber, 1spanak, maydanoz ve
turuncgiller iyi birer C vitamini kaynagidirlar (59). Idrarla atildig1 igin viicutta
depolanamamaktadirlar. C vitamini, insan viicudunda sentezlenmedigi i¢in her giin
disaridan alinmasi gereken bir vitamindir (65). Diyetle alinan askorbik asit kalp
hastaliklarindan dolay: ortaya ¢ikan 6liim risklerini azaltmaktadir. Suda ¢oziinebildigi igin
ozellikle detoksifikasyon sonrast meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerini
ortadan kaldiran indirgeyici bir ajandir. Askorbik asidin kuvvetli indirgen oOzelligi
stiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca ve etkin bir sekilde reaksiyona girerek iyi bir
antioksidan olarak gorev yapma kapasitesini saglar (66, 67). C vitamininin kimyasal yapisi
Sekil 4’de gosterilmektedir.

HO

0O
HO O

HO OH

Sekil 4. C vitamininin kimyasal yapis1 (68)

Metal iyonlar1 metabolizmasinda, kollajen doku sentezinde ve bagisiklik sisteminin
gelistirilmesinde C vitamini gereklidir. Bunlara ek olarak sinirsel rahatsizliklar, c¢esitli
kanser ve kalp damar hastaliklar1 gibi dejeneratif hastaliklarin riskini diigiirmede, katarakt

gelisimine yol agan oksidanlari ortadan kaldirmada ve serbest radikallerin indiikledigi
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DNA yikimini 6nlemede 6nemli bir gorevi iistlenmektedir. Bagisiklik sistemini uyardigi ve

N-nitrozo bilesiklerin olusumunu inhibe ederek kanseri 6nledigi ileri siiriilmektedir (69).

Folik Asit (Vitamin Bg): Folik asit bagisiklik sisteminin gelismesinde biiyiik bir
oneme sahiptir. Ispanak yapraklarinda ve yesil sebzelerde fazla miktarda bulunur. Vitamin
ismi (Folium= yaprak) yaprakta bulunan asit anlamina gelir. B kompleksi vitaminlerde
oldugu gibi folik asit mayada da bol miktarda bulunur. Folik asit; aminoasitler ve glutamik
asitle dogada konjuge formda bulunmaktadir. Folik asit vitamininin kimyasal yapist Sekil

5’de gosterilmektedir.

COOH

O
/@AN/W\
H
HN OH COOH

e ~N

<ML

N~ >N “NH,

Sekil 5. Folik asit vitamininin kimyasal yapis1 (70)

Folik asit; yeni hiicre iiretimi, deri hiicresi, kan hiicresinin ve 6zellikle sinir sistemi
dokularmmin olusum ve gelisiminde O6nemli bir rol distlenir. Viicudun tiim biyolojik
olaylarinda yer alan hiicre biliylimesi ve yenilenmesi, DNA ve kan hiicrelerinden alyuvar
olusumu aminoasit metabolizmasi, kas yapimi i¢in disaridan mutlaka viicuda alinmasi
gereken ¢ok dnemli bir vitamindir. Ayrica, ¢ocukluk ve gebelik esnasinda folik asit ihtiyact
daha da artmaktadir. Kirmiz1 kan hiicrelerinin yapimu i¢in gerekli oldugundan eksikliginde
kansizlik (anemi) olusmaktadir. Damar sertli§i yapan homosistein seviyesini azalttifindan
inme, felg, kalp krizi, bunama (demans) gibi rahatsizliklar1 6nleyici yonde rol almaktadir.
Bitkisel ve hayvansal besinlerde bol miktarlarda bulunmaktadir. Karaciger, kirmiz1 et,

yumurta, yogurt, siit, yesil yaprakli sebzeler, narenciye ve brokoli gibi gidalari tilketmemiz

15



gerekmektedir. Folik asitin kadimlar igin; 400 mg/giin, erkekler i¢in; 400 mg/giin ve

hamilelikler i¢inse; 600-800 mg/giin alinmas1 dnerilmektedir (71).
2.4. Bitkisel Biyoaktif Bilesikler

Biyoaktif bilesenler, hiicresel ve fizyolojik aktivitelere etki ederek sagligimiz
tizerinde olduk¢a yararli etkiler meydana getiren ikincil metabolitler olarak bilinirler.
Birincil metabolitler diye adlandirdigimiz protein, karbonhidrat ve yag canlinin biiyiiyiip
gelismesi i¢in temel besin kaynaklaridir ancak biyoaktif bilesenler degildirler (72).
Biyoaktif bilesenler gidalarda az miktarda bulunmalarina ragmen, saglik tizerinde olumlu
sekilde ¢ok Onemli etkiler yaparlar (73, 74). Biyoaktif bilesenlerin; kanser, yangilar,
diyabet, obezite, norolojik bozukluklar, kalp-damar hastaliklari, osteoporoz ve bagisiklik
sisteminin diizenini sagladigi bildirilmektedir. Genellikle biyoaktif bilesenler bitkisel
kaynakli gidalarda bol miktarda bulunurlar. Fitokimyasallar olarak da bilinen bitkisel
kaynakli biyoaktif bilesenler terpen ve terpenoidler, alkoloidler ve fenolik bilesenler olarak
siiflandirilabilir (75, 76).

2.4.1. Fenolik Bilesikler

Minimum bir aromatik halka ile bir ya da daha fazla hikroksil (OH") grubu igeren
oksijenli aromatik bilesiklere fenolik bilesikler denir. Suda orta derecede ¢oziiniirken alkol
ve eter gibi organik coziiciilerde iy1 ¢oziiniirler. Fenolik bilesikler bitkilerde dogal olarak

en fazla bulunan ve antioksidan 6zelligine sahip ¢ok 6nemli sekonder metabolitlerdir.

Bitkilerin antioksidan aktivitesi, yapisinda bulunan sekonder metabolitlerin
miktariyla dogrudan iligkilidir. Tibbi bitkilerde esas olarak bulunan flavonoidler,
kumarinler, tanenler, fenolik asitler, kinonlar, ligninler, stilbenler ve kurkuminoitler onlarin
tibbi Ozelliklerini ortaya ¢ikaran bilesiklerdir ve sekonder metabolitler olarak bilinirler.
Bitkilerin igerdigi sekonder metabolitler; antibakteriyel, antifungal, antiviral, antikanser ve
antioksidan aktiviteler gibi biyolojik aktivitelerden sorumludurlar (Sekil 6). Sekonder
metabolitlerin farmokolojik 6neminin ve insan sagligina olumlu etkilerinin artis1 yeni

ilaglarin gelistirilmesine 6nciiliikk edecektir (77).
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_ _ Aktiviteler
Fitoterapi

+ Antibakteriyal

N « izole iiriinl + Antimigren
 Bitki sekonder Z0le urunier « Antiviral

metabolitler * Diiieretik

+ Analjezik
Ekstraktlar . Ant!depresan

* Antifungal

* Antiinflamasyon

Sekil 6. Bitki sekonder metabolitlerin insan sagligi i¢cin olumlu biyolojik aktiviteleri
(Yilmaz’dan, 78)

Fenolik bilesiklerin ¢ogu potansiyel olarak antikarsinojenik, antioksidan,
antibakteriyel, antimutajenik, antienflamatuar ve antiviral 6zellige sahip oldugu yapilan
aragtirmalarla ortaya konmustur (79). Major fenolik bilesikler olan flavonoidler ve fenolik
asitler, sulu ve lipolitik ortamlardaki yapilar1 ile antioksidan iliskileri lizerine birgok
aragtirma yapilmustir. Bitkisel fenolik maddeler insan saghigi ve bitkiler ig¢in ¢ok
onemlidirler. Fenolik bilesikler ve flavanoidlerin romatoid artrit, ateroskleroz, malarya ve
diyabet gibi hastaliklara karsi faydali olabilecegi, antibakteriyel, antimutajenik,
antitlimoral, antiiilser, antifungal, antikarsinojenik, antihipertansif, antimetastatik, antiviral,
antitrombik ve antiaging etkilerini gosteren laboratuar calismalart bulunmaktadir (78).
Genellikle bitkilerin meyve, tohum, ¢icek, yaprak, kok ve govde kisimlarindan dogal
olarak sentezlenerek olugmaktadirlar. Oksijenli aromatik bilesikler olan fenoller, bir veya
daha fazla aromatik halkaya baglanmayla olusurlar. Meyve ve sebzelere tat ve renk
ozelliklerini veren fenolik maddelerdir (80, 81). Aynm1 zamanda bitkinin biiylimesine ve
¢ogalmasina yardimci olurken, patojenlere karsi savunmada etkilidirler. Ultraviyole (UV)
isinlart  absorplama  Ozelligine sahip oldugundan bitkileri UV radyasyonundan
korumaktadirlar (82). Fenolik bilesikler, yapilarindaki ¢esitlilige gore polifenoller olarak

da isimlendirilir ve flavonoidlerin ¢ikis maddesi olarak bitkilerin ¢ogunda bulunan fenolik
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maddeler, biyolojik aktivitelerinden dolayr insan yasaminda gerekli olan Onemli
bilesiklerdir (83). Polifenolik antioksidanlar yaygin olarak meyvelerin, sebzelerin ve
bitkisel caylarin dogal yapilarinda bulunur. Bunlar; basit fenoller, asetofenonlar,
flavonoidler, benzokinonlar, fenilprofenler, naftakinonlar, ligninler, hidroksisinnamik
asitler, fenolik asitler, tanenler, kumarinler ve stilbenlerdir (84). Fenolik bilesikler,
antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral, antiallerjik, antienflamatuar, antidiyabetik ve
antitrombotik 06zelliklerini gosterirken kardiyovaskiiler hastaliklar, yaslanma, kanser,
norodejeneratif, osteoporoz ve diabetes mellitus gibi hastaliklarda da faydali etkilerini
gostermektedir (85, 86). Fenolik asitler, fenolik bilesiklerin baslica siifidir. Antioksidan
Ozellikleri kimyasal yapilar1 ile ilgilidir. Hidroksil gruplarinin sayisinin artmasiyla
bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin arttigi gozlemlenmistir (87). Fenolik asitler, taninler,
kinonlar, stilbenler, flavonoidler, ligninler ve kurkuminoidler bitkilerin olabilecek tiim

zararl etki ve serbest radikallere karsi korunmasini saglayan bilesiklerdir.

Fenolik asitler kendi i¢inde, hidroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asit olarak 2

smifa ayrilirlar (Sekil 7). Hidroksibenzoik asit tiirevleri gidalarda yaygin olarak

bulunmaktadirlar (81).

_ - FENOLIK
Hidroksisinamik Asit ASITLER Hidroksibenzoik Asit
*Klorojenik asit *P-hidroksi benzoik asit
*Kafeik asit *Gallik asit
*Felurik asit *Protokatesik asit
*P-kumarik asit *Vanilik asit

Sekil 7. Baz1 6nemli fenolik asit bilesikleri (Balasundram'dan, 81)

Giliniimilize kadar bitkiler aleminde 8000’den fazla fenolik bilesiklerin tiirevi

taninmistir. Flavonoidler, fenolik bilesiklerin en 6nemli ve lizerinde en fazla arastirma
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yapilan gruplarindandir. ‘Flavus’ sdzcliglinden tiiretilmis olan ‘Flavonoid’ ismi, latincede
‘sar1’ anlamina gelmektedir. Temel yapist iki benzen halkasinin bir oksijen igeren piren
halkas1 tarafindan baglanmasiyla olusmaktadir. Flavonoidlerin 4000°den farkli tipi
bulunmus ve genel olarak flavonoidler; izoflavonlar, flavanollar, flavonollar, flavanonlar,
antosiyaninler ile flavonlar olmak {izere alt1 alt sinifa ayrilirlar. Bitkilerde biiyiime ve UV
isinlardan korunma gibi gorevlere sahip sekonder metabolitlerdir (88, 89). Bitkisel
gidalarda bolca bulunurlar. Insan viicudu tarafindan iiretilmedigi igin giinliik alinan

gidalardan saglanmalidirlar. Sekil 8’de flavonoidlerin kimyasal yapis1 gosterilmektedir.

Sekil 8. Flavonoid iskelet yapis1 (90)

Cok sayida bitkisel ekstraktin fitokimyasal bilesik igermesi sebebiyle giiclii
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmektedir (2). Fenolik bilesiklerin
ve flavanoidlerin, insan sagligi ic¢in giiclii antioksidan potansiyele, antibakteriyel ve

antiviral aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (91).
2.5. Enzim Inhibisyonlar1 ve Mekanizmalar

Enzim inhibisyonu, enzimatik bir tepkimenin hizinin inhibitorler tarafindan
yavaglatilmasi hatta yok edilmesi olayidir. Cogu ilaglar, enzim inhibisyona neden olabilir.
(92). Tirozinaz enzimi melanin sentezinin 6nemli enzimlerindendir. Cildimize ve sagimiza
melanin pigmenti renk verir. Melanin iretimi, melanositlerde melanojenik enzimler
(tirozinaz, tirozinaz iliskili protein) tarafindan diizenlenir (93). Melanin 1s18a karsi
duyarlidir (94). Melanin sentezinin fazla iiretimi, epidermiste hiperpigmentasyona neden
olmaktadir (95). Buna karsilik, melanin sentezinin az olmasi cilt yaglanmasi ve saglarin

beyazlamasina neden olmaktadir. Cilt beyazlatma ajanlari, insan cildindeki melanin
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sentezinin asirt iiretimi sonucu meydana gelen deri hastaliklarinin tedavisinde kullanilir.
Tirozinaz aktivitesinin ve ekspresyonunun inhibe edilmesi ¢alismalari, yeni cilt beyazlatici
ajanlarin gelistirilmesine olanak saglamistir. Glinlimiize kadar dogal kaynaklardan izole
edilen ¢ok sayida aktif beyazlatict ajan bulunmaktadir. Melanin biyosentezi
inhibitorlerinden, kozmetik alaninda beyazlatict ajanlar olarak bilinen kojik asit,
hidrokinon, arbutin ve azelaik asit yaygin olarak kullanilmaktadir (96). Bu inhibitérlerin
yan1 sira son yillarda 6zellikle polifenol igerigi zengin bitki kokenli inhibitorlerin kullanimi
yayginlagsmaktadir. Bu amagla bitki {izerinde yapilacak tirozinaz inhibitor aktivite
caligmalari, pigmentasyon problemlerinin tedavisi ¢alismalarina onciiliikk yapacaktir (4).

Sekil 9°da tirozinden dopakinon sentezi gosterilmektedir (97).

oH o
Tirozinaz oH
(Monofenolaz Aktivitesi)
CHo> "CHz
|
HoN— CH — cooH HoN — CH cooH
Tirozin 3,4 - dihidroksifenilalanin
(L— DOPA)
OoH
oM Tirozinaz 4
_—=O
(Difenolaz Aktivitesi)
<‘3H2 CHo
\
HoN — CH — COOH H>N — CcH— COOH
34 — Dihidroksifenilalanin (Dopakinon)
(L_ DOPA)

Sekil 9. Tirozinden dopakinon sentezi (97)

Alzheimer hastaligi; 6grenme, bellek, dil ve iletisim becerileri, okuma ve yazma,
cevre ve etkilesim gibi birgok alandaki kapasitenin giderek bozulmasiyla seyreden
norodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklar icin mevcut ve
yeni tedavi edici stratejilerin ortaya konularak tartisilmasi olduk¢a Onemlidir. Anahtar
enzimlerin inhibisyonu stratejiler arasinda en c¢ok kabul gorenidir. Hastaliklarin
patolojisinde bulunan anahtar enzimler inhibe edilerek hastaliktan ortaya cikabilecek

semptomlar azaltilir. Viicudumuzda asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz olarak bilinen
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2 tip kolinesteraz bulunmaktadir. Asetilkolinesteraz 6zellikle kanda ve sinir sinapslarinda
bulunurken biitirilkolinesteraz ise karacigerde bulunmaktadir. Asetilkolinesteraz, sinaptik
boslukta kolin ve asetilin pargalanmasini katalize ederken biitirilkolinesteraz ise
biitirilkolini  hidrolize etmektedir. Asetilkolinesterazin direk olarak amiloid beta
proteinleriyle etkilesimi yliziinden yeni dogal asetilkolinesteraz inhibitorlerinin kesfi ve
alzheimer hastalarinda bilingsel iglevlerin yiikseltilmesi biiyilk 6nem kazanmistir (98).
Alzheimer hastaliinin  tedavisinde kullanilan ilaglarin  biiyiik  ¢ogunlugunu
asetilkolinesteraz inhibitorii olarak nitelendirilen ve beyindeki sinapslarda asetilkolin
miktarinin arttirtlmasini hedefleyen ilaglar olusturmaktadir. Genellikle bu ilaglar, hafif-orta
derecedeki alzheimer hastalarinda erken teshis amagli kullanilmaktadir (99). Sekil 10°da
Alzheimer hastaliginda kullanilan kolinesteraz inhibitorii ilaglardan takrin, donepezil,

rivastigmin ve galantaminin kimyasal formiilleri verilmistir (100).

Y

: HACO.
\
— H,CO
N

Takrin Donepezil

(8]

OH

/\ (8) » \(‘H;

H, CH,

-«,,,”>
N

Rivastigmin Galantamin CH,4

Sekil 10. Alzheimer hastaliginda kullanilan inhibitor ilaglar (Castro’dan, 100)

Diabetes Mellitus (DM), kandaki glukoz miktarinin artmasi ile karakterize en
yaygin goriilen endokrin hastaliklardan birisidir. Bu hastalifin goriilme sikligi hizla
artmakla beraber mikrovaskiiler (retinopati, ndropati ve nefropati) ve makrovaskiiler (kalp
krizi, inme ve periferik vaskiiler hastalik) komplikasyonlara yol agmaktadir. a-Amilaz ve
a-glukozidaz, nisastanin par¢alanmasi ve bagirsaktan emiliminde 6nem tasimaktadir. a-

Amilaz ve o-glukozidazin inhibe edilmesi ile karisik karbonhidrat icerikli bir diyetin
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ardindan yemek sonrasi kandaki glikoz seviyesinin artiginda belirgin bir azalma meydana

gelebilecegi bildirilmistir (101).

Glukoamilaz, sukraz, maltaz, izomaltaz, laktaz olarak bilinen a-glukozidaz
enzimleri ince bagirsagin firgamsi yiizeyinde bulunurlar. Kompleks karbonhidratlarin
parcalanmasindan sorumlu olan bu enzimler oligo ve disakkaridleri monosakkaridlere
yikarlar. Son yikim iiriinii olan monosakkaridler, bagirsak duvarindan kolayca emilip kana
gecerler. a-Glukozidaz enzim inhibitorleri, bu enzimleri yarismali olarak inhibe ederek
karbonhidrat emilimini geciktirirler. Diyabet hastaliginda tokluk kan sekerinin diisiiriilmesi
icin bitkilerdeki fenolik bilesiklerin karbonhidrat yikim enzimlerine karsi gosterdikleri

inhibisyon aktiviteleri ile katkida bulunurlar (102).

Gilinimiizde diyabet tedavisinde kullanimi olan ilaclarin gastrointestinal sistem
tizerindeki yan etkileri 6nem tagimaktadir. Yan etki gozlenmesi halinde ince bagirsakta
sindirilemeyen karbonhidratlar bagirsak bakterileri tarafindan metabolize olurlar. Karinda
siskinlik ve agriya neden olabilirler. Bu sebepten giiniimiizde diyabetin Onlenmesi ve
tedavisinde bitkisel olan ilaglara ve fonksiyonel gidalara olan ilgi her gegen giin

artmaktadir (103).
2.6. Antimikrobiyal Maddeler

Domogk’un sulfamidleri tedavide kullanmasiyla antimikrobiyal tedavi 1935 yilinda
gelisme safthasina adimimi  atmistir. 1940 yilinda ise bilim adamlarinin  kesfiyle

antibiyotikler tedavide yer almaya baglamistir.

Antimikrobiyal maddeler, enfeksiyon hastaliklarin1 tedavi etmek icin kullanilan
kimyasal maddeler olarak adlandirilmaktadirlar. Bu tarife gore; antiseptikler,
dezenfektanlar, antibiyotikler ve inhibitor etkili diger bazi maddeleri de kapsamaktadir.
Antimikrobiyal maddeler, dezenfeksiyon ve antisepsi amaciyla, enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde ilag olarak ya da gidalarda koruyucu katki maddesi olarak yararlanilmaktadir.
Kemoterapdtik ajanlar, antibiyotiklerle ayni tesiri gosteren sentetik olarak sentezlenen

kimyasal bilesiklerdir. Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 Tablo 4’te gosterilmistir (104).
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Tablo 4. Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 (Temiz’den, 104)

Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari

Hiicre geperi sentezini inhibe edenler (B-laktam antibiyotikleri; penisilinler, sefalosporinler, karbaponemler,
monobaktamlar, glikopeptitler; VVankomisin, telikoplanin)

Sitoplazma zarimmin yapi ve fonksiyonunun bozulmasimma neden olanlar (Polimiksinler, amfpterisin b,
gremisidin, nistatin)

Protein sentezi inhibisyonuna sebep olanlar (Aminoglikozidler, tetrasiklinler, linezolid, fusidik asit,
kloramfenikol, makrolidler)

Niikleik asit sentez ve fonksiyonlarin1 bozanlar (Kinolonlar, rifampisin, metronidazol, ornidazol, mitomisin,
nitrofurantoin)

Kimyasal yapilarindaki benzer olmasi nedeniyle metabolizmanin bozulmasina sebep olanlar (siilfonamidler,
trimetoprim)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan gallik asit, tirozinaz, kojik asit, NaH,PO4, Na;HPO,4, L-
DOPA, TPTZ, troloks, Na,COj3, CuCl,.2H,0, NH,CH3COO, neokuproin, DDPH', metanol,
folin-cciocalteu reaktifi, etanol, galantamin, «-amilaz, o-glukozidaz, DTNB,
asetiltiyokolin iyodiir, biitiriltiyokolin iyodiir, glutatyon, 4-nitrofenil B-D-glukuronid
Sigma-Aldrich (Munich, Almanya)’den temin edilmistir. Asetonitril ve asetik asit Merck

(Darmstadt, Almanya)’dan satin alinmastir.
3.2. Kullanilan Cozeltiler

Calismada kullanilan kimyasal ¢ozeltiler ve hazirlaniglart Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Caligmada kullanilan kimyasal ¢6zeltiler ve hazirlanislar

Cozelti Hazirlanisi
0,2 N Folin-Ciocalteu: 2 N Folin 1:10 oraninda saf su ile seyreltme islemi yapilarak hazirlandi.
97,5’ luk Na,CO». 90 mL su igerisinde 7.5 g Na,CO; c¢oziildii, saf suyla 100 mL’ye
tamamlandi.
. o e 31,25-62.5-125-250-500-1000 pg/mL derisimlerde 1000 ppm stok
Gallik Asit Cozeltisi: cozeltiden yola ¢ikilarak metanol ile seyreltilerek hazirlandi.
————— ; ; —
HCI (40 mM): Yaklasik 20 mL saf su iizerine %37’lik HCI’den 340 pL ilave edildi ve

saf suyla 100 mL’ye tamamlandi.
234.249 mg TPTZ stok maddeden tartildi, 75 mL 40 mM’lik HCI iginde

TPTZ (10 mM):

¢Oziildi.
FeCl3 (20 mM): 324.4 mg FeClssaf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
Asetat Tamponu (300 2.325 g CH;COONa.3H,0 iizerine 12 mL glasiyel asetik asit ilave edildi
mM, pH 3.6): ve hacmi 750 mL’ye saf suyla tamamlandi.

300 mM pH 3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl; (10:1:1)
oraninda karistirilarak taze hazirlandi.

10 mg troloks bir miktar metanolde ¢ozildi ve hacmi 10 mL’ye
Troloks (0.02 mg/mL): tamamlanarak stok ¢ozeltisi hazirlandi. 0.02 mg/mL’lik ara stok ¢ozelti
metanolle seyreltilerek kullanildi.

92.4 mg CuCl,.2H,0 bir miktar saf su ile ¢oziildii ve hacmi 50 mL’ye
tamamland1 (pH:7’ye NaOH ile ayarlandi).

3.8 g CH3COONH, bir miktar saf su ile ¢oziildii ve hacmi 50 mL’ye
tamamland1 (pH:7’ye NaOH ile ayarlandi).

FRAP Reaktifi:

10 mM CuCl,.2H,0:

1M CH3;COONH,:

7.5 mM Neokuproin 78 mg neokuproin bir miktar metanolde ¢6ziildii ve hacmi 50 mL’ye
Cozeltisi: tamamlandi.

DPPH Reaktifi (0.1 100 mL’si igin; 3.94 mg DPPH tartildi, bir miktar metanolde ¢dziilerek
mM): hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

L-DOPA cozeltisi (2.5 0.004925g L-DOPA fosfat tampon c¢ozeltisiyle (pH: 6.8) 10 mL’ye
mM): tamamlandi.

2.5 mg kojik asit almip tampon ¢ozelti ile 5 mL’ye tamamlandi.
Hazirlanan 500 mg/mL kojik asit ¢Ozeltisi tampon ¢dzelti ile istenilen
derisimlere seyreltilerek kullanildi.

Kojik asit standardi
(500, 100, 50, 25 pg/mL):
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3.3. Bitkinin Toplanmasi ve Ekstrelerin Hazirlanmasi

E. billardieri, Erzincan Merkez Yalnizbag’dan Kelkit yoniine 3 km, 1400 m
yiikseklikteki ~ yamaglardan 2016  yilmin  haziran aymnda toplandi. Erzincan
Universitesi’nden Prof. Dr. Ali Kandemir tarafindan bitkinin teshisi yapildi. Herbaryum
numarasit 10956°dir. E. billardieri nin toprakiistii kisimlar1 alinarak golgede kurutuldu ve
ogiitiicii ile toz haline getirildi. 400 g toz edilen bitkiden alimip 4000 mL ¢oziici
(metanol/ultra saf su) ile 24 saat boyunca isiticili ¢alkalayicida ekstre edilerek silizgeg

kagidindan stiziildii. Siiziintiiler evaporatorde kuruluga kadar uguruldu. Bu islem 3 kez

tekrarlandi. Analiz zamanina kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

3.4. Antioksidan Aktivite Yontemleri
3.4.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Folin metodu, folin ciocalteu reaktifiyle alkali ortamda fenolik yapiya sahip olan
bilesiklerin renkli kompleks olusturmalar1 ve absorbanslarin 765 nm'de okunmasina
dayanan bir metottur (105). Standart olarak gallik asidin farkli derisimlerdeki (31.25-62.5-
125-250-500-1000 pg/mL) absorbanslar1 6l¢iildii. Bulunan absorbans sonuglar1 baz
aliarak bir standart ¢alisma grafigi ¢izildi. Cizmis oldugumuz grafikten bitki ekstrelerinin
(10 mg/mL) toplam fenolik madde miktar1 saptand1 ve sonuglar mg GAE (Gallik Asit
Esdegeri)/g numune olarak kaydedildi.

Sirasiyla islemler:
v Test icin ¢ozeltiler hazirlandi (3 paralel olarak caligildi).

v Test 1, test 2, test 3 ve numune korii tiiplerine 50 pL numune ¢6zeltisi, standart
koriine ve standart tiiplerine 50 pL gallik asit ¢ozeltileri alinarak pipetleme islemi

yapildu.
v Reaktif koriine 50 pL. numune ve standardin ¢oziiciileri pipetlenerek eklendi.
v Tiim tiiplere 2.5 mL saf su eklendi.
v Test 1, test 2, test 3, reaktif korii ve standart korii tiiplerine 250 pL folin-
ciocalteu reaktifi pipetlendi. (20 s arayla bu islem yapildi.)

v Standart korii ve numune korii tiiplerine 250 pL saf su pipetlenerek eklendi. (20 s

arayla bu islem yapilmstir.)
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3 dk oda sicakliginda (25 °C) beklendi.
Tim tiiplere 750 pL %7.5’lik Na,CO3 ¢ozeltisi pipetleme islemi ile vortekslendi.
Oda sicakliginda (25 °C) 2 saat bekletildi.

Spektrofotometrede 765 nm'de 20 saniye arayla absorbans degerleri okundu.

ASIRNERNERN

3.4.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Toplam flavonoid madde miktar1 Arvout-Grand ve ark.’larinin yapmis oldugu
calismada spektrofotometrik olarak tespit edilmistir (106). Yontemde, 1 mL ekstre (2
mg/mL) ve 1 mL %2’lik AIClj3 ile karistirilip, tiim numuneler i¢in hazirlanan kor 6rneginde
1 mL ekstre ve 1 mL metanol ilave edildi. Standart olarak kullanilan kuersetin’in 0.625-
1.25-2.5-5.0-10.0 mg/mL derisimlerinde hazirlandi. Numuneler oda sicakliginda 10 dakika
birakildi. Kore karsi absorbans degerleri 415 nm’de tespit edilmistir. Standardin absorbans
konsantrasyon grafiginden bulunan denklem sayesinde Orneklerin flavonoid igerikleri

kuersetin esdegeri olarak bulundu. Sonuglar mg QE/g olarak verildi.
3.4.3. FRAP Tayini

Fe(lI)-TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridly)-S-triazin) kompleksi antioksidanlar esliginde
indirgenerek mavi renkli Fe(Il)-TPTZ kompleksi meydana gelmesiyle 595 nm’de en

yiiksek absorbans degeri vermesine dayali bir metottur (107).

Bitki ekstrelerindeki antioksidan kapasitesinin Ol¢iilmesinde FRAP (Fe (III)
indirgeme giicii) metodu olduk¢a sik kullanilmaktadir. Oyaizu (1986) tarafindan
gelistirilen metoda gore indirgeme kuvveti, orneklerin toplam indirgeme potansiyelini
gostermekte olup Fe'® — Fe'? indirgenmesiyle olusan Fe*?, 595 nm'de absorbans degeri
veren Ks(Fe)CNg renkli kompleksini olusturur. Bu yontem igin once ekstreler 10 mg/mL
derisiminde hazirlandi. Derigimler 1000-500-250-125-62.5 uM olacak sekilde troloks

standardi hazirlandi. Asagida verilen prosediire uygun olarak deney yapildi.
Sirasiyla islemler:

v FRAP reaktifi taze hazirlandi, kullanilma siireci baslayana dek diisiik hizda
karistirildu.
v Test ¢ozeltileri hazirlandi (3 paralel seklinde galisildi).

<\

Spektrofotometre ¢alistirilarak, dalga boyu 595 nm'ye ayarlandi.
v Test 1, test 2 ve test 3 ve numune Kkorii tiiplerine 50 uL numune ¢ozeltileri, standart

korii ve standart tiiplerine ise 50 pL troloks ¢6zeltisi pipetlendi.
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v Reaktif korii tiiplerine numunenin ve standardin ¢oziiclilerinden 50 pL alinarak

pipetlendi.

v Test 1, test 2 ve test 3 reaktif korii tiiplerine 1.5 mL FRAP reaktifi pipetleme islemi
yapildi (20 s arayla).

v Numune korii ve standart korii tiiplerine ise 1.5 mL numune ve standartlarin

coziiciileri pipetlenerek vortekslendi (20 s arayla).
v Oda sicakliginda (25 °C) 20 dk bekletildi.
v Absorbans degerleri 595 nm'de okundu.

Standart c¢alisma grafigini olusturmak i¢in standartin konsantrasyonuna karsi
bulunan absorbans degerleri ile bir grafik c¢izildi. FRAP degerleri bu grafikten

yararlanilarak g numune basina uM olarak hesaplanda.
3.4.4. CUPRAC Tayini

Apak ve ark.larinin  gelistirdigi metodda 2,9- dimetil-1,10-fenantrolin
(Neokuproin-Nc)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin kompleksinin, antioksidan
maddelerle 450 nm’de maksimum absorbans degeri veren bakir(I)-neokuproin kelatina
indirgenme Ozelliginden faydalanarak calisilmistir (108). Bu yontem kolay kullanilan,
hizli, etkili ve ucuz bir yontem olup karmasik ve yiiksek maliyetli cihazlara gerek
kalmadan kisa siirede kolaylikla dogru sonug¢ alinmaktadir. Bu yontem igin ilk olarak
ekstreler 10 mg/mL derisimde hazirlandi. Sonra troloks 5 farkli derisimde (1000-500-250-
125-62.5 uM) hazirlanarak konsantrasyona karsilik 450 nm'deki absorbans degerleri ile bir
calisma egrisi olusturuldu. CUPRAC degerleri bu grafikten faydalanilarak g numune
basia pM olarak saptandi.

Sirasiyla islemler:

v Test ¢ozeltileri ve reaktifler hazirlandi (3 paralel galisildi).

v Test 1, test 2 ve test 3 ve numune kori tiiplerine 500 uL numune ¢ozeltileri,

v Standart ve standart kori tiiplerine ise 500 pL standart ¢ozeltisi pipetleme islemi
yapildi.

v Reaktif koriine 500 uL numune ve standart ¢oziiciileri pipetlenerek eklendi.

<\

Spektrofotometre cihazi ¢aligtirilmis, dalga boyu 450 nm'ye ayarlandi.
v Tiim tiiplere 1000 uL. CH3COONH, ve 1000 pulL CuCl,.2H,0 pipetlenerek eklendi.
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v Test 1, test 2, test 3, standart ve reaktif korii tiiplerine 1000 pL. neokuproin reaktifi
pipetlenirken numune korii ve standart korii tiiplerine 1000 pL reaktif ¢oziiciisi
(metanol) 20 saniye arayla pipetlenerek vortekslendi.

v Karanlikta, oda sicakliginda (25 °C) 30 dk bekletildi.

v Absorbans degerleri 450 nm’de okundu.

3.4.5. DPPH’ Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini

Serbest radikal temizleme aktivitesi tayinlerinde genel olarak kullanilan bu yontem
kolay, ucuz ve oldukca kisa siirede sonu¢ vermektedir. DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) 517 nm’de en yiiksek absorbansi okunan ve koyu menekse rengine sahip
serbest bir radikal ortaya c¢ikmaktadir. Bu yontem antioksidan madde esliginde bu
absorbans miktarindaki diististen yararlanarak maddelerin tespit edilmesi kosuluna
dayanmaktadir (109).

Calismada DPPH’ radikalinin 100 uM’lik metanollii ¢ozeltisi kullanilmistir. DPPH
aktivitesini kontrol i¢in 100 uM DPPH ¢ozeltisi ile deneme yapilmig, belirli
konsantrasyondaki numuneden ve DPPH ¢6zeltisinden esit miktarda alinarak renk degisimi
gbzlendi. Rengin ¢ok acik pembe olmasi aktivitenin yiiksek oldugu anlamina gelir.
Standart olarak biitillenmis hidroksi toluen (BHT) 5 farkli derisimde (0.000625-0.00125-
0.0025-0.005-0.01 mg/mL) metanol ile seyreltilerek hazir hale getirildi.

Sirasiyla islemler:

v Standart tiiplerine ve standart korii tiiplerine 750 uL BHT, reaktif kortine 750 uL
BHT c¢oziictisii pipetlenerek eklendi.

v Test 1, test 2, test 3 ve numune korii tiiplerine 750 pL numune ¢dzeltileri ve reaktif
koriine 750 pL numunenin ¢oziiciisii pipetlenerek eklendi.

v Standart tiiplerine ve reaktif kori tiiplerine 750 uLL DPPH ve standart kériine DPPH
¢oziiciisii olarak 750 uLL metanol pipetlenerek eklendi.

v Test 1, test 2, test 3 ve reaktif korii tiiplerine 750 uL. DPPH ve numune koriine
DPPH ¢6ziiciisii olarak 750 uL metanol pipetlenerek eklendi.

v Spektrofotometre ¢alistirilarak dalga boyu 517 nm'ye ayarlanip sabitlendi.

<\

Tiipler 50 dk bekletildikten sonra 20 sn arayla absorbans degerleri okundu.
v Sonuglar grafige aktarilip SCso degerleri hesaplanmistir ve mg/mL olarak ifade
edildi.
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3.4.5.1. SCsyDegerinin Tayini

SCsp degerinin bulunmasi i¢in 5 farkli (0.000625-0.00125-0.0025-0.005-0.01
mg/mL) konsantrasyondaki numunede olgiim yapilmistir. Okunan absorbanslar ile
konsantrasyonlar arasinda grafik ¢izilmistir. SCso degeri, maksimum absorbans degerinin
yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktarin1 vermektedir. Sonuglar mg/mL birimiyle

ifade edilmistir.
3.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Calismada kullanilan test mikroorganizmalar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Calismada kullanilan test mikroorganizmalari

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis

Gram pozitif koklar: ATCC 29212

Gram pozitif sporlu basiller: Bacillus cereus 702 ROMA

Gram almayan asido resistant

bakteri: Mycobacterium smegmatis ATCC607

Gram negatif enterik bakteriler  Klepsiella pneumonia ATCC 18883, Yersinia pseudotuberculosis
(basiller): ATCC 911 ve Escherichia coli ATCC 25922

Gram negatif non fermentatif

. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
bakteri:

Candida albicans ATCC 60193 ve Saccharomyces cerevisiae

Maya mantarlar:: RSKK 251, Candida tropicalis ATCC 13803

3.5.1. Agar Kuyucuk Difiizyonu Metodu

Bitkilerin toprak dstii kisimlarmin metanol ve su ekstrelerinde antimikrobiyal
aktivitelerinin olup olmadigimin tespit edilmesinde agar kuyucuk diflizyon metodu
kullanildi. Bir gece bekletilen kiiltiirlerden kullanim i¢in hazir hale getirilecek bakteriler
sv1 besiyeri icinde yaklasik olarak 10° kob/mL (koloni olusturan birim= colony forming
unit) diliisyonlar1 hazirlanmis ve kat1 besiyerlerine genis ¢apli ekimleri yapildi. Ardindan
besiyerleri iizerinde 2 cm araliklarla 5 mm c¢apinda kuyucuklar steril cam boru yardimiyla
acildi. Ekstrenin 1 mL'sinden hazirlanmis stok ¢ozeltilerden 50 mikrolitre her bir kuyucuga
eklendi. Bakteriler 24 saat, mayalar 48 saat inkiibasyona birakildi ve islem 36 °C'de

petrilerde yapildi. Inhibisyon ¢aplar1 bir cetvel kullanilarak 6lgiildii (110).
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3.6. Enzim Inhibisyon Tayinleri
3.6.1. Tirozinaz Inhibitér Aktivitesi Tayini

Tirozinaz inhibitor aktivitesi, substrat olarak L-DOPA’nin kullanildigi dopakrom
yontemine gore yapilmistir (111). Numune ¢6zeltisi (25 pL), tirozinaz ¢ozeltisi (40 uL) ve
fosfat tamponu (100 uL, pH6.8) ile 96 kuyucuklu mikroplaka igerisinde karistirtlip, 25
°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi. L-DOPA (40 pL) eklenmesiyle reaksiyon
baglatildi. Hazirlanan kor c¢ozeltisi enzim igermemektedir. 25 ©°C’de 10 dakika
inkiibasyondan sonra drnek ve koriin 492 nm’de absorbans degerleri bulundu. Kojik asite

esdeger olarak tirozinaz inhibitor aktivitesi sonuglar verildi.
3.6.2. Asetilkolinesteraz/Biitirilkolinesteraz Aktivite Tayin Tayinleri

Asetilkolinesteraz yontemi 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoik asit) kromojenik reaktifi
ile ortaya c¢ikan tiyokolinin sari renkli iiriin vermesi temeline dayanmaktadir (112).
Asetilkolinesteraz inhibitdr aktivite tayininde asetilkolinesteraz enzimi ve substrat olarak
asetiltiyokolin iyodiir kullanilirken biitirilkolinesteraz inhibisyon aktivite yonteminde ise
biitirilkolinesteraz enzimi ve substrat olarak ise biitiriltiyokolin iyodiir kullanildi.

Antikolinesteraz ¢alismalarinda standart olarak galantamin kullanilda.

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 uL fosfat tamponu (pH 8), bilesiklerin metanolda
0,5 mM konsantrasyonda bulunan 6rneklerden 10 puL ve enzim ¢ozeltisinden 20 pL ilave
edildi. Bu ¢ozelti karisimi 25 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Bu islemden sonra 20 pL
DTNB reaktifi ve substrat (20 pL) her bir kuyucuga eklendi. Mikroplaka okuyucuya
yerlestirilerek dalga boyun 412 nm’ye ayarlandi ve absorbanslar okundu. Aktivite gésteren
bilesiklerin seri halinde, 25 pg/mL dan 200 pg/mL’a kadar seyreltilmis ¢ozeltileri

hazirlanarak 1Csg degerleri de ayni islemler tekrarlanarak hesaplandi.
3.6.3. a-Amilaz inhibisyon Yontemi

Caraway-somogyi iyodur/potasyum iyodur (IKI) yontemine gore a-amilaz
inhibisyonu calisilmistir (113). 96 kuyucuklu mikroplakalar i¢ine 6rnekler (25 pL), o-
amilaz ¢6zeltisi, (50 pL) fosfat tamponu (pH 6.9, 6 mM sodyum Klorur) eklendi. 37 °C’de
10 dakika boyunca karisim inkiibe edildi. Daha sonra nisasta ¢ozeltisi (50 pL, %0.05) ilave
edildiginde reaksiyon basladi. Kor ¢ozeltisinde enzim bulunmamaktadir. 37 °C’de 10

dakika boyunca inkiibe isleminin ardindan reaksiyon karisimina, HC1 (25 pL, 1 M)
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eklendi. Karigima iyodin-potasyum iyodid ¢ozeltisi (100 uL) eklendi. 630 nm’de 6rnek ve

koriin absorbanslart okunarak test sonuglart akarboz esdegeri olarak hesaplandi.
3.6.4. a-Glukozidaz Inhibisyon Yontemi

Palanisamy ve ark.’larinin aragtirmasina gore a-glukozidaz inhibisyonu ¢alisilmistir
(114). o-Glukozidaz ¢ozeltisi (50 uL), d6rnek ¢ozeltisi (50 uL), fosfat tamponu (pH 6.8),
glutatyon (50 pL) ve PNPG (4-Nitrofenil B-D-glukuronid) (50 pL) ¢ozeltisi ilave edilerek
96 kuyucuklu mikroplaka i¢cinde 15 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Kor ¢ozeltisi enzim
icermemektedir. Sodyum karbonat (50 pL, 0.2 M) ilave edildiginde reaksiyon durduruldu.
400 nm’de 6rnek ve korlin absorbans degerleri okundu. a-Glukozidaz inhibitor aktivite

sonugclar1 akarboz esdegeri olarak hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1. Toplam Fenolik Madde Tayin Sonuglari

Toplam fenolik madde tayini i¢in gallik asit standardi kullanilarak hazirlanmis olan
standart ¢alisma grafigi Sekil 11°de, E. billardieri ekstrelerinin toplam fenolik madde

miktar1 degerleri ise mg GAE/g numune olarak Sekil 12’de verilmistir.
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Sekil 11. Toplam fenolik madde tayini i¢in gallik asit standardi kullanilarak hazirlanmig
olan standart ¢aligma grafigi
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Sekil 12. E. billardieri ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 degerleri
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4.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar: Tayin Sonuclari

Toplam flavonoid madde miktar1 tayini i¢in kuersetin standardi kullanilarak
hazirlanmis standart calisma grafigi Sekil 13’te, E. billardieri ekstrelerinin toplam

flavonoid madde miktar1 degerleri mg QE/g numune olarak Sekil 14’te verilmistir.
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0,400 -

0,300 y =0.0454x + 0.2136

0,200 - R?=0.991

Absorbans (430 nm)
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Sekil 13. Toplam flavonoid madde miktar1 tayini i¢in kuersetin standardi kullanilarak
hazirlanmis standart calisma grafigi

30 -
05 | 24.0742.58
20 - 18.0843.45
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mg QE/g numune

E. billardieri E. billardieri
Su Ekstresi Metanol Ekstresi

Sekil 14. E. billardieri ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktari degerleri
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4.3. FRAP Tayini Sonuclar

FRAP tayini i¢in troloks standardi kullanilarak hazirlanmig standart ¢calisma grafigi
Sekil 15°de, E. billardieri ekstrelerinin FRAP degerleri umol troloks/g numune olarak
Sekil 16°da verilmistir.

1,200 y = 0.001x + 0.0454
2 _

1,000 - R*=0.9973
g 0,800 ~
Lo
D
£ 0,600 -
[%2]
C
8 0,400 -
S
2
©2 0,200 +
<

0,000 T T T T T 1

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

Sekil 15. FRAP tayini icin troloks standardi kullanilarak hazirlanmig standart ¢alisma
grafigi
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300 -
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Sekil 16. E. billardieri ekstrelerinin FRAP degerleri
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4.4. CUPRAC Tayini Sonuglari

CUPRAC testi i¢in troloks standardi kullanilarak elde edilen standart calisma grafigi
Sekil 17°de, E. billardieri ekstrelerinin CUPRAC degerleri umol troloks/g numune olarak
Sekil 18°de verilmistir.

0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 +
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0,100 -
0,000

y = 0.0005x + 0.1658
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Absorbans (450 nm)
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Sekil 17. CUPRAC testi i¢in troloks standardi kullanilarak elde edilen standart ¢alisma

grafigi
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Sekil 18. E. billardieri ekstrelerinin CUPRAC degerleri
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4.5. DPPH’ Radikali Temizleme Aktivitesi Tayin Sonuglari

E. billardieri bitkisinin metanollii ve sulu ekstrelerinin absorbans konstrasyon
grafikleri Sekil 19 ve Sekil 20’de verilmistir.
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E. billardieri Metanol Ekstresinin Konsantrasyonu(mg/mL)

Sekil 19. E. billardieri bitkisinin metanollii ekstresinin absorbans konstrasyon grafigi
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Sekil 20. E. billardieri bitkisinin sulu ekstresinin absorbans konstrasyon grafigi
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4.5.1. SCsy Degerinin Sonucu

BHT standardinin absorbans konsantrasyon grafigi Sekil 21°de, DPPH yontemine

gore E. billardieri ekstrelerinin ve BHT nin SCsp degerleri Sekil 22°de verilmistir.

0,700 ~
0,600 ;
=3 y = -8.6356x + 0.5561
S 0,500 - R2=0.991
L:Hl 0,400 -
2
S 0,300 -
Ko}
S 0,200 -
(72
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< 0,100 -
0,000 T T T T T )
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
BHT Konstrasyonu (mg/mL)
Sekil 21. BHT standardinin absorbans konstrasyon grafigi
0,3000 +
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£
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d"O,lOOO 1
wn
0,0500 - 0.0322:0.0013
0,0000 T T )
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Sekil 22. DPPH yontemine gore E. billardieri ekstrelerinin ve BHT nin SCsq degerleri
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E. billardieri bitkisinin sulu ve metanollii ekstrelerinde bulunan toplam fenolik,

flavanoid madde miktarlar1 ve antioksidan aktivite degerleri Tablo 7’°de verilmistir.

Tablo 7. E. billardieri bitkisinin sulu ve metanollii ekstrelerinde bulunan toplam fenolik
madde miktarlar1 ve antioksidan aktivite degerleri (Ort=SP)

Test
Bilesikleri

Su Ekstresi 157.02+0.51 18.08+3.45 358.67+0.91 748.67+1.67 0.2677+0.020

TPC? TFC® FRAP® CUPRAC* DPPH®

Metanol 338.1140.93  24.07+2.58  687.67+1.98 938.67+2.39 0.1162+0.028
Ekstresi
BHT 0.0322+0.0013

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

4.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Sonuglari

E. billardieri ekstrelerin agar kuyucuk diftizyon yontemi ile olusturdugu inhibisyon

caplari mm olarak Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. E. billardieri ekstrelerinin agar kuyucuk difiizyon yontemi ile olusturdugu
inhibisyon ¢aplar1 (mm)

Mikroorganizmalar ve inhibisyon Caplari (mm)

Ornekler Miktar Gram negatif Gram pozitif alcr;n r:)gn Maya mantari
(g/mb) "= Vo Kp Pa Sa Ef Bc Ms Ca Ct Sc

Su Ekstresi 10 000 - - - - - - - - - - R

,'\E"lfstfrzgl' 10000 8 16 8 6 6 6 6 10 8 10 10

Amp. 10 10 10 10 18 35 10 15 35

Flu. 10 25 25 25

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Kp: Klepsiella pneumonia ATCC18883, Pa:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bc:
Bacillus cereus 702 Roma, Ms: Mycobacterium smegmatis ATCC607, Ca: Candida albicans ATCC 60193, Ct: Candida
tropicalis ATCC 13803, Sc: Saccharomyces cerevisiae RSKK 251, Amp.: Ampicillin, Flu.: Fluconazole, (—): aktivite yok.
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4.7. Tirozinaz Inhibitor Aktivite Sonuclar

E. billardieri ekstrelerinin ve kojik asitin 1Csp degerleri Tablo 9°da, Kaojik asit
standardinin, E. billardieri sulu ve metanollii ekstrelerinin %tirozinaz inhibisyon grafikleri
Sekil 23-25de, E. billardieri ekstrelerinin ve kojik asit standardinin 1Csy degerleri pg/mL
olarak Sekil 26’da verilmistir.

Tablo 9. E. billardieri ekstrelerinin ve kojik asitin 1Cso degerleri

Kullanilan Ekstreler 1Cs (ng/mL)
Kojik Asit 61.23+£1.36

E. billardieri (Su ekstresi) 125.89+2.45
E. billardieri (Metanol ekstresi) 15.1442.14

100 -~
90 -
80 - y= 52.316x - 43.524

R>=0.9969

70 A
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

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

Tirozinaz inhibisyon (%)

Sekil 23. Kojik asit standardinin %tirozinaz inhibisyonu
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Sekil 24. E. billardieri sulu ekstresinin %tirozinaz inhibisyonu
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Sekil 25. E. billardieri metanol ekstresinin %tirozinaz inhibisyonu
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140 ~
125.89+2.45

120 -
100 -
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61.23+1.36

ICs (ng/mL)

40 -

20 + 15.14+2.14

E. billardieri E. billardieri Kojik Asit
Su Ekstresi Metanol Ekstresi

Sekil 26. E. billardieri ekstrelerinin ve kojik asit standardinin ICso degerleri

4.8. Asetilkolinesteraz inhibitor Aktivite Sonuclar

Asetilkolinesteraz tayininde bulunan enzim aktivitesi %inhibisyon ve ICsy degerleri
Tablo 10, galantamin standardimin, E. billardieri sulu ve metanol ekstrelerinin
%asetilkolinesteraz inhibisyon grafikleri Sekil 27-29’da, E. billardieri ekstrelerinin ve

galantamin standardinin 1Cs degerleri pg/mL olarak Sekil 30°da verilmistir

Tablo 10. Asetilkolinesteraz enzim aktivitesi %inhibisyon ve ICsq degerleri

Numuneler Kon;agr;ltrll’isyon %Inhibisyon I1Cso pg/mL
25 33.531+3.21
E. billardieri (Su ekstresi) o s 81284251
200 60.980+1.78
25 41.927+2.02
E. billardieri (Metanol ekstresi) 15000 gggézigg 20.42+1.21
200 72.282+2.66
25 64.316+3.29
. 50 74.273£1.23
Galantamin 100 80.929+1.57 7.24+0.09
200 89.828+2.36
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Sekil 27. Galantamin standardinin %asetilkolinesteraz inhibisyonu
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Sekil 28

. E. billardieri sulu ekstresinin %asetilkolinesteraz inhibisyonu
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Sekil 29. E. billardieri metanol ekstresinin %asetilkolinesteraz inhibisyonu
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Sekil 30. E. billardieri ekstrelerinin ve galantamin standardinin ICso degerleri

4.9. Biitirilkolinesteraz Inhibitor Aktivite Sonuclar

Biitirilkolinesteraz tayininde bulunan enzim aktivitesi %inhibisyon ve ICsy degerleri
Tablo 11, galantamin standardimin, E. billardieri sulu ve metanol ekstrelerinin
%biitirilkolinesteraz inhibisyon grafikleri Sekil 31-33’te, E. billardieri ekstrelerinin ve
galantaminin 1Cso degerleri pg/mL olarak Sekil 34°te verilmistir.
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Tablo 11. Biitirilkolinesteraz enzim aktivitesi %inhibisyon ve 1Csy degerleri

Konsantrasyon 0/ Tolits
Numuneler ng/ml, "oInhibisyon 1Cs (ng/mL)
25 27.251+1.34
E. billardieri (Su ekstresi) 15000 i‘;;ﬁjﬁgﬁ 75.86+2.37
200 59.953+1.67
25 33.412+1.27
E. billardieri (Metanol ekstresi) 15000 g‘;’gggiéi 117.49+2.42
200 66.746+1.07
25 48.736+1.36
. 50 57.346+1.23
Galantamin 100 6737842 73 28.84+1.17
200 79.858+2.11

Biitirilkolinesteraz inhibisyonu (%)

100
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80
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40
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R>=0.9929

0,5 1 15

Log [C]
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Sekil 31. Galantamin standardinin %biitirilkolinesteraz inhibisyonu
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Sekil 32. E. billardieri sulu ekstresinin %biitirilkolinesteraz inhibisyonu
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Sekil 33. E. billardieri metanol ekstresinin %biitirilkolinesteraz inhibisyonu
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Sekil 34. E. billardieri ekstrelerinin ve galantaminin I1Cs degerleri

4.10. a-Amilaz inhibitor Aktivite Sonuclar:

E. billardieri ekstrelerinin ve akarboz standardinin ICsy degerleri Tablo 12, akarboz

standardinin, E. billardieri su ve metanol ekstrelerinin %a-amilaz inhibisyon grafikleri

Sekil 35-37°de, E. billardieri ekstrelerinin ve akarbozun a-amilaz 1Csy degerleri pg/mL

olarak Sekil 38’de verilmistir.

Tablo 12. E. billardieri ekstrelerinin ve akarboz standardinin 1Cs degerleri

a-Amilaz Inhibisyonu

Numuneler

Akarboz

E. billardieri (Su ekstresi)

E. billardieri (Metanol ekstresi)

1Cso (ng/mL)
87.70+2.23

173.78+3.75
107.1543.07
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Sekil 35. Akarboz standardinin %a-amilaz inhibisyonu
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Sekil 36. E. billardieri su ekstresinin %a-amilaz inhibisyonu
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Sekil 37. E. billardieri metanol ekstresinin %a-amilaz inhibisyonu
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Sekil 38. E. billardieri ekstrelerinin ve akarbozun a-amilaz 1Csy degerleri
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4.11. a-Glukozidaz Inhibitér Aktivite Sonuclar

E. billardieri ekstrelerinin ve standardin ICsy degerleri Tablo 13’de, akarboz
standardinin, E. billardieri su ve metanol ekstrelerinin %a-glukozidaz inhibisyon grafikleri
Sekil 39-41°de, E. billardieri ekstrelerinin ve akarbozun ICsy degerleri pg/mL olarak Sekil

42°de verilmistir.

Tablo 13. E. billardieri ekstrelerinin ve standardin ICso degerleri

a-Glukozidaz inhibisyonu

Numuneler ICso (ng/mL)
Akarboz 77.62 +1.82
E. billardieri (Su ekstresi) 269.15 + 2.54
E. billardieri (Metanol ekstresi) 14791+ 1.97

_ 100

9\1 90 - y =-39.466x + 124.78

3 g0 - R?=0.9755

o

l>,~ 70 A

2 60 -

<

£ 50 -

S 40 -

©

‘N 30 A

o

< 20 -

Q@ 10 -
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0 0,5 1 15 2 2,5 3
Log [C]

Sekil 39. Akarboz standardinin %a-glukozidaz inhibisyonu
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a-Glukozidaz inhibisyonu (%)
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Sekil 40. E. billardieri su ekstresinin %a-glukozidaz inhibisyonu

a-Glukozidaz inhibisyonu (%)
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Sekil 41. E. billardieri metanol ekstresinin %a-glukozidaz inhibisyonu
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Sekil 42. E. billardieri ekstrelerinin ve akarbozun ICsy degerleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Ulkemiz bitkisel zenginligin en giizel 6rneklerine sahip iilkelerden birisidir. Bitki
tiirlindeki bu ¢esitliligin olduk¢a fazla olmasi, hastaliklarin tedavisinde tibbi bitkilerin
kullanilmasia yonelik ¢aligmalarin 6nemini artirmaktadir. Son yillarda, bitkilerden elde
edilen ve sekonder metabolitler olarak tanimlanan biyoaktif molekiillerin insan sagligina
olumlu etkileri olduk¢a fazladir. Bu konuda genis ¢apta arastirmalar bulunmaktadir.
Ozellikle t1bbi bitkilerin, sebze ve meyvelerin antioksidan aktivite gdstermesi sebebiyle
sentetik antioksidanlarin yerini almasi i¢in ¢ok sayida arastirmalar yiiriitilmektedir. Bu
dogal antioksidanlar serbest radikallerle miicadele ederek dejeneratif hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser gibi c¢esitli hastaliklara karst metabolizmayi
korumaktadir (115). Fenolik bilesikler, bitkilerin ¢esitli kisimlarinda bulunan ve bitkilerde
sekonder metabolit olarak bilinen bilesiklerdir (83, 116). Simdiye kadar yaklasik 4000
bitkisel fenolik bilesigin yapisi aydinlatilmis olmasina ragmen bu fenolik bilesiklere yeni

tanimlanan fenolik bilesikler ilave olmaktadir (116).

Calismamizda toplam fenolik madde miktar1 E. billardieri’'nin sulu ekstresinde
157.02+0.51 mg GAE/g numune, metanol ekstresinde ise 338.11+0.93 mg GAE/g numune
olarak tayin edilmistir. Calismamizda E. billardieri su ekstresinin toplam flavonoid madde
miktart 18.08+3.45 mg QE/g iken metanol ekstresi 24.07+2.58 mg QE/g bulunmustur.
Pasayeva ve ark.’larmim yaptig1 calismada E. billadieri %70 metanol ekstresinin toplam
fenol ve flavanoid miktarlar sirasiyla 70.651+£7.273 mg GAE/gekstre, 30.324+0.580 mg
katesin/gekstre bulunurken su fraksiyonunun 32.290+0.931 mg GAE/gekstre, 15.680+0.195
mg katesin/gekstre Olarak bulunmustur (117). Rjeibi ve ark.’larmin yaptigi ¢alismada E.
maritimum ekstrelerinde toplam fenolik madde miktar1 8.09+1.69 mg GAE/g kuru agirhik
olarak bulunmustur. Toplam fenolik madde miktar1 en fazla yaprak en az gévde kisminda
tespit edilmistir. En yiiksek flavonoid igerigi yaprak kisminda (1.03 mg QE/g kuru agirlik),
en diisiik flavanoid igerigi ise govde kisminda (0.23 mg QFE/g kuru agirlik) bulunmustur
(118). Giines ve arknin ¢alismasinda E. campestre’nin ¢igek ve yaprak boliimlerinden elde
edilen metanol ekstresinde toplam flavonoid igerigi ve fenolik madde sirastyla 109.62 mg
GAE/L, 116.69 mg GAE/L bulunmustur. E. campestre’nin ¢igek boliimlerinde metanol
ekstrelerinin flavonoid ve fenolik igeriklerinin, yapraklarindan hazirlanan ekstrelerden
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (119). Paun ve ark.’larmin yaptig1 ¢alismada E.

planum ekstrelerinde toplam fenolik madde ve flavanoid madde igerikleri sirasiyla
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0.749+0.062 mg GAE/mL, 0.176+0.014 mg QE/mL olarak bulunmustur (120). Nabavi ve
ark.’larinin yapmis oldugu calismada E. caucasicum yapraklarinin toplam fenolik ve
toplam flavonoid igerigi sirasiyla 62.3+0.21 mg ve GAE/g 25.3+0.19 mg QE/g olarak
bulunmustur (121). E. planum bitkisinin sulu ekstresinin toplam flavonoid ve toplam
fenolik igerikleri 57.6+2.4 mg RE/L, 342.5£16.2 mg GAE/L olarak tespit edilmistir (122).
Kholkhal ve ark.’larinin yapmis oldugu ¢alismada E. maritimum koklerinden elde edilen
metanol ekstresinden elde edilen total fenolik ve total flavonoid degerleri 46.72+4.69 mg
PE/g dw, 1.138+0.016 mg RE/g dw olarak belirlenmistir (123). Riekandeh ve ark.’larinin
yaptig1 ¢alismada E. caucasicum inflorescence'in fenol ve flavonoid igerikleri sirasiyla
58.841.5 GAE mg/g, 18.2+0.7 QE mg/g olarak tespit edilmistir (124). Sonuclarda
gbzlenen bu farkliliklar bitkinin yetistirildigi bolgeye, hasat zamanina, bitkinin icerdigi

bilesenlerin ¢esitliligine ve farkli ekstrelerde calisilmasina bagli oldugu diisiiniilebilir.

Bitkilerin antioksidan kapasitlerinin degerlendirilmesi tizerine bir¢ok tayin yontemi
bulunmasina ragmen antioksidan kapasiteyi tam anlamiyla yansitan bir metot heniiz
gelistirilememistir. Bu sebeple degisik testlerle antioksidan kapasitenin yorumlanmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu noktadan hareketle ¢alismamizda FRAP, CUPRAC ve DPPH
tayin yontemi gibi farkli antioksidan testler kullanilmistir. Yaptigimiz c¢aligmada E.
billardieri bitkisinin sulu ve metanollii ekstrelerinde antioksidan kapasite, Fe*® — Fe*?
indirgenmesi temeline dayanan FRAP yontemine gore troloks esdegeri cinsinden g
numune basina pM olarak hesaplanip belirlenmistir. E. billardieri bitkisinin sulu
ekstresinde FRAP degeri 358.67£0.91 uM trolox esdegeri/gram, metanollii ekstresinde
687.67£1.98 uM troloks esdegeri/gram arasinda degisim gostermektedir. Bitki
ekstrelerinin indirgeyici giiciiyle antioksidan aktiviteleri arasinda bir iliski vardir (107).
Bitki ekstrelerinin Fe*? indirgeyici kapasiteleri FRAP degeri ne kadar yiiksekse antioksidan
ozelligi o kadar ytiksektir. Arastirmamizda 6zellikle metanol ekstremizin iyi derecede Fe™
indirgeyici kapasitesine sahip oldugu ve bu sebeple elektron verebilme 6zelligi oldugu
gozlenmistir. Buna gore ekstremizin reaktif serbest radikal tiirlerini daha kararli radikal
olmayan tiirlere doniistiirerek, serbest radikal zincirini sonlandirabilecegi diisiiniilebilir.
Hajimehdipoor ve ark.’larinin c¢alismasinda E. billardieri metanol ekstresinde FRAP
degerini 40.0+£1.1 mmol FeSO,4.7H,0/ 100 g bulunmustur (125). Baska bir ¢alismada E.
palmatum’un toprakiistii kismimnin metanol ekstresinde 0.2+0.0 mmol Fe**g™* bulunurken

koklerinin metanol ekstresinde 0.1+0.0 mmol Fez+g'1 bulunmustur (126).
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CUPRAC testi, Neokuproin-Nc¢’in Cu(Il) ile meydana getirdigi (Cu(II)-Nc)
kompleksine indirgenerek 450 nm’de maksimum absorbansi 6lgiilen [Cu(I)-Nc] kelatina
indirgenme 0Ozelliginden faydalanilarak antioksidan kapasitesiyi belirlemede kullanilan
diger bir yontemdir (107). E. billardieri bitkisinin sulu ekstresinde 748.67+1.67 uM trolox
esdegeri/gram, metanollii ekstresinde ise 938.67+2.39 uM trolox esdegeri/gram olarak

bulunmustur.

Serbest radikal temizleme aktivitesi tayinlerinde genel olarak kullanilan DPPH’
radikali, koyu menekse rengine sahip 517 nm seviyesinde maksimum absorbans degeri
olusturarak antioksidan madde esliginde bu absorbans miktarindaki azalistan yararlanarak
tayin edilen bir yontemdir (109). Yiiksek seviyedeki SCsy degeri radikal temizleme
aktivitesinin diisiik oldugunu, diistik seviyedeki SCsy degeri radikal temizleme aktivitesinin
yiksek oldugunu gostermektedir. Calismamizda E. billardieri bitkisinin sulu ekstresi
(SCsp: 0.26774£0.020 mg/mL), metanollii ekstresine (SCsp: 0.1162+0.028 mg/mL) gore
daha distik radikal temizleme aktivitesine sahip bulunmustur. BHT degeri de
0.0322+0.0013 mg/mL olarak tespit edilmistir. Bitkinin metanollii ekstresinin DPPH’
radikali lizerine kuvvetli siipiiriicii etki gostermesine ragmen su ekstresi iizerine ¢cok zayif
stiptiriicti etki gostermesi, metanollii ekstreye gecen aktif bilesenlerinin yapisinda hidrojen
donorii polifenolik bilesiklerin bulunmasindan kaynaklanabildigini disiindiirmektedir.
Ekstreler arasindaki sonug¢ farkliliklarinin, ¢oziiciilerin polaritelerinin farkli olmasi ve
dolayisiyla ekstreye gecen aktif bilesenlerin cinsi ve miktart ile iligkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Hajimehdipoor ve ark.’larmin ¢alismasinda E. billardieri metanol
ekstresinin DPPH SCsp degeri 86.5+6.4 pg/mL olarak bulunmustur (125). Paun ve
ark.’larmin yaptigi calisgmada E. planum ekstrelerinde DPPH SCsp degeri 0.316+0.034
mg/mL olarak bulunmustur (122). Nabavi ve ark.’larinin yapmis oldugu c¢alismada E.
caucasicum yapraklarmin DPPH radikal temizleme aktivitesinin SCso degeri 0.27+0.02
mg/mL olarak bulunmustur (121). Kholkhal ve ark.’larinin yapmis oldugu calismada
Eryngium maritimum koklerinden elde edilen metanol ekstresinin DPPH radikal temizleme
aktivitesinin 1Csq degeri 0.2350+0.0056 mg/mL olarak bulunmustur (123). Riekandeh ve
ark.’larmin yaptigi ¢alismada E. caucasicum inflorescence ve BHA'nin DPPH radikal
temizleme aktivitesinin I1Csp degeri sirasiyla 188.7+7.2 ug/mL ve 53.843.7 pug/mL olarak
bulunmustur (124).
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Son zamanlarda kuvvetli antibiyotik direncine sahip olan mikroorganizma
sayilarinin artis1 ile bu mikroplarin sebebiyet verdigi enfeksiyonun tedavisi zor bir hal
almistir. Bitkilerin tedavi edici 6zellikleri yalniz bir etken maddeye istinaden bir¢ok
birlesimin sinerjik etkisinden kaynaklandigr ve buna bagli olarak bitkisel bilesimlerin
sadece bir antibiyotikle yok edilmesi zor olan mikroorganizmalarin dayanikliligina engel
olarak daha etkin bir tedavi seklidir (127, 128). Bitki ekstrelerinden olusturulan dogal
antimikrobiyal maddelerin inhibitor etkiye sahip bilesimleri arastirma konusu olmustur
(129). Bitkisel ekstreler; taninler, polifenolik bilesikler, flavonoid, ve terpenler gibi birgok
fitokimyasal maddeyi icerir. Fitokimyasal bilesikler, mikroorganizmalara kars1
antimikrobiyal aktiviteden sorumlu bilesiklerdir (130). Bitkilerden temin ettigimiz su
ekstrelerinin, n-hegzan, etanol ve metanol gibi ¢6ziiciilerden olusturulan ektstrelere gore
daha az antimikrobiyal aktivitede oldugu rapor edilmektedir (128). Calismamizda, metanol
tercih edilme sebebi bitkilerin igerdigi antimikrobiyal maddeleri daha iyi ¢6zebilmesidir.
Cesitli ailelere mensup olan bitki ¢esitlerinden elde edilen ekstrelerin farkli patojenlere
karst antimikrobiyal aktiviteleri igeren fazla sayida arastirma vardir (131-133).
Calismamizda E. billardieri bitkisinin sulu ekstresi teste tabii tutulan maya ve bakterilere
kars1 herhangi bir antimikrobiyal aktivite gdstermemigstir. Metanol ekstresiyle yapilmis
olan deneyde gram negatif bakterilerden K. Pneumonia, P. aeruginosa, Y.
pseudotuberculosis ve E. coli; gram pozitif bakterilerden E. faecalis, B. cereus ve S.
aureus; gram almayan bakteriden M. smegmatis; maya mantarlarindan S. cerevisiae, C.
albicans ve C. tropicalis standartlarla karsilagtirildiginda orta derecede antimikrobiyal
aktivite gosterdigi bulunmustur. Alipour ve Khanmohammadi’nin yapti§i ¢alismada
Eryngium bungei boiss ve Eryngium caucaseum Trautv bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin
Streptococcus sanguis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans ve Streptococcus
pyogene’e kars1 antibakteriyel aktivite gosterdikleri bulunmustur (134). E. billardieri’nin
antimikrobiyal aktivitesini tespit etmek amaciyla yaptigimiz calismada hazirlanan
ekstrelerin test edilen mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkisi farkli ¢oziiciilerle
elde edilip ve benzer olmayan karakterdeki bitki bilesenlerinin farkli etkilesiminden

kaynaklanmaktadir.

Giliniimlizde degisen hayat kosullariyla birlikte ¢ogu etkene bagli olarak ortaya
cikan hastaliklar evrensel boyuta ulasmistir. Diyabet hastaligi ve alzheimer hastaliginin
gdriilme oraninda son zamanlarda dnemli artis gdstermeye baslamustir. Ornek verecek

olursak, 67 saniyede bir Amerika’da alzheimer olan kisi sayisinin 2050 yilina gelindiginde
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bu durumun 33 saniyeye kadar diismesi beklendigi bildirilmektedir (135). Bunun yanisira,
su an 366 milyon kisi diabetten etkilendigini 2050°ye gelindiginde bu sayimnin 552 milyona
cikacaglr ongoriilmektedir (136). Yeni siire¢lerin ortaya ¢ikmasi hastaliklarin tedavi
stireclerinde Onemli stratejiler olusturmaktadir. Stratejiler arasinda en ¢ok ¢alisilan
konulardan birisi de anahtar enzimlerin inhibisyonudur. Hastaliklarin patolojisinde hedef
olan anahtar enzimler inhibe edilerek hastaliktan ortaya c¢ikacak bulgularin diistiriilmesi
saglanir. Asetilkolin biligsel islevlerde rol oynar. Asetilkolinesteraz sinaptik boslukta kolin
ve asetil olusumunu katalize eder. Asetilkolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinin hidrolizini
Onleyerek beyindeki seviyesini arttirir. Biitirilkolinesteraz, beyinde sinirsel iletimde gorev
yapan Kkolinesteraz  enzimlerindendir. ~ Alzheimer hastaliginin  ge¢  evresinde
biitirilkolinesteraz aktivitesinin %40-90 arasinda arttig1 belirtilmistir (137). Ayn1 zamanda
senil plak olusumunun ilk evresinde beta-amiloid agregasyonunda biitirilkolinesteraz
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (138). Biitirilkolinesteraz inhibisyonu, beta-amiloid
protein seviyelerini disiirdiigli ve farelerde Ogrenme performansini artirdigi rapor
edilmistir (139). Asetilkolinesteraz tayininde metanol ekstresiyle yapilan deneyde pg/mL
olarak konsantrasyonlari sirasiyla 25, 50, 100, 200 verilirken, konsantrasyonlarinin
%inhibisyon degerleri sirasiyla 41.927+2.02, 48.529+1.95, 57.696+3.05, 72.282+2.66 ve
ICso degeri 20.42+1.21 pg/mL bulunurken biitirilkolinesteraz tayininde ise pg/mL
konsantrasyon degerleri sirasiyla 25, 50, 100, 200 verilirken, konsantrasyonlarinin
%inhibisyon degerleri sirastyla 33.412+1.27, 43.602+1.25, 51.667+1.61, 66.746+1.07 ve
ICso degeri 117.4942.42 pg/mL bulunmustur. Hajimehdipoor ve ark.’larmin yaptigi
calismada E. billardieri toprakiistii kismimin metanol ekstresinin asetilkolinesteraz
%inhibisyonu 8.0+2.1 pg/mL bulunmustur (125).

Tirozinaz, melanin sentezinin 6nemli enzimi olup enzimin yok edilmesi deri
hastaliklarinin kontroliinde 6nem tasir (140). Bu amagla glukozidaz ve amilaz i¢in akarboz,
kolinesteraz i¢in galantamin, tirozinaz i¢in kojik asit gibi inhibitérler yapay olarak
liretilmistir. Yapay inhibitorlerin yan etkileri olabilmektedir. Ornegin sindirim sistemi
rahatsizliklaria yol agmasi ve hepatotoksik 6zelliklerinin olmasi bunlarin kullanimlarinda
sakincalar ortaya cikarmistir (141-143). Sentetik inhibitorlerin kullanim sakincalarinin
olmas1 nedeniyle bitkisel kokenli dogal inhibitorler ilgi odagir olmustur. Viicudumuzda
melanin sentezinin asir1 ya da az olmasiyla meydana gelen hiperpigmentasyon/
hipopigmentasyon problemlerinde tirozinaz ©6nemli bir enzim olarak bilinmektedir.

Hiperpigmentasyon tedavisinde enzimi inhibe eden bilesikler, hipopigmentasyon
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tedavisinde aktive eden bilesikler kullanilabilir (144). Bu amagla bitki tizerinde yapilacak
tirozinaz inhibitor aktivite calismalari, pigmentasyon problemlerinin tedavisinde stratejik
oneme sahip olacaktir. E. billardieri su ekstresinin tirozinaz inhibitor etkisi 125.89+2.45
ug/mL iken metanol ekstresi 15.14+2.14 ug/mL buna ek olarak kojik asit strandartinin
tirozinaz enzim inhibisyon degeri de 61.23+1.36 pg/mL olarak bulunmustur. Metanol
ekstresinin standart olarak kullanilan kojik asitten daha giiglii tirozinaz inhibitor aktiviteye
sahip oldugu gozlenmektedir. Bu sonuca gore E. billardieri metanol ekstresinin

hiperpigmentasyon tedavisinde kullanilabilirliginin irdelenmesi yararl olacaktir.

a-Amilaz ile a-glukozidaz enzimleri karbohidrat metabolizmasinin 6nemli
enzimleridir. a-amilaz ve a-glukozidaz’in inhibe edilmesi diyabet hastaliginda kan glukoz
seviyesinin denetiminde Onemli bir yer teskil etmektedir (145). Diyabet kronik
hiperglisemi ile karakterize ve tiim diinyada 6nemli bir saglik problemi olan bir hastaliktir.
Kanda siirekli yiiksek glukoz seviyesi, kardiyovaskiiler hastaliklara, noropatiye,
retinopatiye, nefropatiye yol acar. Glinlimiizde kullanilan hipoglisemik ilaglar, serum
glikoz seviyesini normale getirebilmekte ancak gastrointestinal rahatsizliklara neden
olmaktadir. Bu nedenle, a-amilaz ve a-glukozidaz’1 inhibe eden ve yan etkisi olmayan
etkili terapdtik ajanlarin bulunmasi 6nem teskil etmektedir (146). E. billardieri su ve
metanol ekstrelerinin ve standart olarak kullanilan akarbozun a-amilaz 1Csy degerleri
sirastyla 173.78+3.75, 107.1543.07, 87.704+2.23 ug/mL olarak bulunmustur. a-glukozidaz
ICso degerleri ise sirasiyla 269.15+2.54, 147.91+1.97, 77.62+1.82 olarak bulunmustur.
Paun ve ark.’larmin yaptigi ¢calismada E. planum ekstrelerinde a-amilaz ve a- glukozidaz
ICs0 degerleri sirastyla 10.72+0.8 ug/mL ve 24.99+1.8 pg/mL olarak tespit edilmistir
(120).

Degisen hayat sartlar1 ve beslenme aligkanliklarina gore giiniimiizde hastaliklara
yakalanma riski giderek artmaktadir. Bu durumun minimize edilmesi bilim diinyasinin
ilgilendigi konular arasindadir. Bitkilerin biyolojik aktiviteleri, yeni gida ve ilag
formiilasyonlarmin gelismesini saglamada Onemli goriilmektedir. Sonu¢ olarak E.
billardieri bitkisinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ile asetilkolinesteraz,
biitirilkolinesteraz, tirozinaz, a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitor aktivitelerinin yliksek
oldugu yapilan bu calismada gozlenmektedir. Igerdigi bilesenlerden dolayi, serbest
radikallerle miicadelesinde olumlu etki saglayacagr aciktir. Giliniimiizde yapay

antioksidanlarin yerini alabilecek dogal antioksidanlarla yapilan ¢aligmalarin sayist giin

57



gectikce artig saglamaktadir. Buna benzer arastirmalarla yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip ekstreler tespit edilerek gida sanayisinde antioksidan Gzelliklerinin arastirilmasiyla
endiistriyel uygulamaya yonelik devamlilig1 saglanabilir. Bitkimiz antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugundan enfeksiyon tedavisinde, tirozinaz enzimini inhibe ettiginden
hiperpigmentasyon tedavisinde, antikolinesteraz etkisinden dolayr nodrodejeneratif
hastaliklarin tedavinde, a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe ettiginden diyabet
hastaliginin tedavisinde ¢alismamiz bir 6n ¢alisma niteligindedir. Bu sonuglarin daha ileri
klinik ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Giivenli olabilecek ve etkin
kullanilabilen ajanlarin bulunmasinin giiniimiizde 6nemli hale gelmistir. E. billardieri
dogal ajanlarin 6nemli bir kaynagi olarak diisiiniilebilir. Bu nedenle E. billardieri’nin
fitoterapik amaglar i¢in kullaniminin daha ileri klinik arastirmalarla desteklenmesi 6nem

tasimaktadir.
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6. ONERILER

1.

Calismamizda E. billardieri bitkisinin sulu ve metanollii ekstreleri kullanilmus,
farkli  polaritelere sahip farkli ¢oziicliler kulanilarak da bu ¢aligma

zenginlestirilebilir.

Calismamizda 3 farkli antioksidan test (FRAP, CUPRAC, DPPH) kullanilmstir.
Literatiirde sik kullanilan diger antioksidan yontemler (ABTS Radikali Giderme
Aktivitesinin Tayini, Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini, H20,
Giderme Aktivitesinin Tayini gibi) de c¢alisilsaydi daha kapsamli bir ¢alisma

olurdu.

Calismanin devamu niteliginde biyolojik aktif bilesiklerin belirlenmesi amaciyla
izolasyon c¢aligmalar1 ve ardindan belirlenen aktif bilesiklerin etkinligi deney

hayvanlari {izerinde in vivo olarak arastirilabilir.

E. billardieri bitkisinin metanol ekstresinin tirozinazi giiglii inhibe etmesi
sonucumuzdan yola ¢ikarak deneysel olarak cilt lekesi olusturulmus hayvanlarin

pigmentasyon tedavisinde ekstremizin etkinligi incelenebilir.

Tez kapsaminda E. billardieri bitkisinin metanol ekstresi, standart olarak kullanilan
kojik asitten tirozinazi daha giiclii inhibe ettigi bulunmustur. Kojik asit yerine
dogal inhibitor olarak E. billardieri bitkisinin metanol ekstresinin farmakolojide ve

gida endiistrisinde kullanilabilecegi ¢alismalar yapilabilir.
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