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Bu ¢alismada, Pistacia vera L. (Antepfistig1)’nin tohumlar1 farkli tuz konsantrasyonlariin (0,
50, 150, 250 mM) elisitor olarak kullanildigi, ancak herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen
Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminda bir kontrol grubu ile birlikte ¢imlendirilmistir. Kontrol ve
elisitasyon grubuna ait kok, gévde ve yapraklari ile In vivo (dogal) kosullarda yetisen erkek ve disi
genotiplerine ait kok, gdvde ve yapraklarmin antihipertansif ve antioksidan aktiviteleri ile enzim
inhibisyon aktiviteleri incelenerek karsilagtiriimistir.

Genel olarak tuz elisitasyonu uygulamalarmin biyolojik aktiviteyi kontrol gruplarina oranla
arttirdigi, bunun yam sira In vivo kokenli ekstrelerin In vitro kokenli ekstrelere kiyasla daha yiiksek
degerlere sahip oldugu tespit edilmistir. En yiiksek antihipertansif aktivite (77,7) In vivo disi yaprak
ekstrelerinden elde edilmistir. Ayrica, biitirilkolinesteraz (BChE) enzim inhibisyonuna kargi In vivo
kokenli ekstrelerin daha etkili sonuglara sahip oldugu tespit edilmistir. Test edilen ekstreler arasinda In
vivo genotiplere ait erkek kok ekstrelerinin hem antilireaz  (61,98+1,71) hem de antitirozinaz
(35,28+0,27) aktivite bakimindan gii¢lii inhibitor etki gésterdigi belirlenmistir. In vivo disi genotiplerin
kok kisimlart toplam fenolik igerik (316,79£4,26), ve In vivo erkek genotiplerin kok kisimlart ise,
toplam flavonoid igerik (44,37£1,55) bakimindan zengin bulunmustur. Calisilan tiim ekstreler,
antioksidan test sonuglarina (DPPH, ABTS ve CUPRAC) gore antioksidan aktivite sergilemistir. Bununla
birlikte, In vivo erkek genotiplerin yaprak ekstrelerinin, biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve a-Tokoferol
(a-TOC) standart sonuglarindan Onemli Olgiide daha yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi
kaydedilmistir. Dolayisiyla, P. vera L.’nin bu tez kapsaminda g¢alisilan kisimlarinin farmakolojik
calismalar i¢in yiiksek bir potansiyel teskil ettigi sonucuna vartlmistir.

Anahtar Kelimeler: Antihipertansif, Antioksidan aktivite, Enzim inhibisyonu, Elisit6r, Pistacia
vera L.
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In this study, Pistacia vera L. (Pistachio) seeds were germinated with a control group in
Murashige and Skoog (MS) medium without any plant growth regulator but under different salt
concentrations (0, 50, 150, 250 mM) that used as an elicitor. The antihypertensive properties, antioxidant
activities, enzyme inhibition activities of the roots, stems and leaves of the In vitro germinated seedlings
treated with different salt concentrations, and the same parts of the male and female genotypes grown
under natural conditions were compared.

In general, it was determined that salt elicitation applications increased the biological activity
compared to the control groups; in addition, In vivo extracts had higher values than In vitro extracts. The
most increased antihypertensive activity (77.7) was obtained from In vivo female leaf extracts. In
addition, In vivo extracts were found to have more effective results against butyrylcholinesterase (BChE)
enzyme inhibition. Among the tested extracts, it was determined that male root extracts of In vivo
genotypes showed a strong inhibitory effect in terms of both antiurease (61.98+1.71) and antityrosinase
(35.28+0.27) activities. Furthermore, In vivo root parts of female genotypes were rich in total phenolic
content (316.79+4.26) and In vivo root parts of male genotypes were rich in total flavonoid content
(44.37£1.55). All studied extracts exhibited antioxidant activity according to the antioxidant test results
(DPPH, ABTS and CUPRAC). However, In vivo leaf extracts of male genotypes were noted to exhibit
significantly higher antioxidant activity than the standard results of butylated hydroxytoluene (BHT) and
a-Tocopherol (a-TOC). Therefore, it was concluded that the parts of P. vera L. studied within the scope
of this thesis constitute a high potential for pharmacological studies.

Keywords: Antihypertensive, Antioxidant activity, Enzyme inhibition, Elicitor, Pistacia vera L.
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EtOH : Etil alkol

HCI : Hidroklorik asit

HT : Hipertansiyon

HT-29 - Kolon kanseri serisi

HPLC - Yiksek performansli sivi kromatografisi
IBA > Indol butirik asit

MCF-7 : Meme kanseri hiicre serisi

MTT : 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromur
MS : Murashige ve Skoog

NaOCl : Sodyum hipoklorit

uv : Ultraviyole
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1. GIRIS

Antepfistig1 (Pistacia vera L.), diinyadaki en popiiler aga¢ yemislerinden biridir.
“Yesil altin”, “Meyvelerin kral1”, “Altin agag” ve “Kral meyvesi” olarak adlandirilan
antepfistig1 (Caglar ve ark., 2017), diinyada kuzey ve giiney yarimkiirelerinin 30-45°
paralellerinin uygun mikro klimalarinda yetismektedir. Genellikle kuzey yarim kiirede,
mikro klima olarak ifade edilebilen alanlarda; Iran, Suriye ve Tiirkiye’yi de igeren Dogu
Akdeniz iilkeleri, Amerika Birlesik Devletleri, Cin ve Avustralya’nin sicak ve kurak
alanlarinda yaygin olarak yetistirilmektedir. Antepfistiginin iki anavatani oldugu kabul
edilmektedir. Bunlardan birincisi Tiirkiye, Kafkasya, iran ve Tiirkmenistan’in yiiksek
kisimlarin1 i¢ine alan Yakin Dogu gen merkezi, digeri ise Hindistan’in kuzeyi,
Afganistan, Tacikistan ve Pakistan’1 i¢ine alan Orta Asya gen merkezidir. Ilk olarak
Etiler tarafindan Giiney Anadolu’da kiiltiire alindigi bilinmektedir. Anadolu, Kuzey
Suriye ve Iran’da ¢ok eski zamanlardan beri yetistiriciligi yapilan antepfistiginin 1.
yiizyilda Suriye’den italya’ya oradan da Ispanya, Akdeniz adalari, Giiney Fransa ve
Kuzey Afrika’ya gotiriildigi bildirilmektedir (Tilkat, 2006; Ertlrk ve ark., 2015).

Tiirkiye, antepfistiginin gen merkezi ve ilk kez kiiltiire alindig1 yer olmasi
dolayistyla, bu meyve tiirlinlin basarili bir sekilde yetismesine Onciiliik etmis ve iilke
ekonomisi bakimindan O6nemli bir yere sahip olan dis ticarette yerini almasini
saglamistir. Ulkemiz, antepfistiginin mevcut {iretimi ve pazarlanmasi bakimindan ABD
ve Iran'dan sonra diinyadaen fazla antepfistig1 iireten iilke konumuna gec¢mistir.
Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii'niin yaymnlamis oldugu rapora gore, 2015,
2016 ve 2017 yillarinin ortalama degerlerine bakilarak diinya fistik {iretiminin
%96'smin ABD, Iran, Tiirkiye, Suriye ve Cin 'de iiretildigi bildirilmektedir (Karacan ve
Ceylan 2020). ABD’de yetistiriciliginin %98’1 agirlikli olarak Kaliforniya eyaletinde
yapilmaktadir. Ulkemizde ise, Giineydogu Anadolu Bolgesi toplam antepfistigi
alanlarinin %95’ine sahiptir (Anonim 2014a). Ayrica Akdeniz, Ege ve hatta I¢ Anadolu
Bolgelerini de kapsayan toplam 44 ilde antepfistig1 yetistiriciligi yapilmaktadir. Cok
sayida ve degisik tipte antepfistig kiiltlirlerinin yapildigr iilkemizde en ¢ok iiretilen
antepfistig1 ¢esitleri Siirt, Kirmizi, Ohadi, Kelleko¢i, Uzun ve Halebi cesitleridir (Ertiirk
ve ark., 2015). Tirkiye’de fistik yetistiriciligi yapilan bolgelerde asilama en yaygin
cogaltma teknigidir. Giinlimiizde Antepfistigi agaglarinin geleneksel ydntemlerle
cogaltilmas1 bir ana¢ fide ilizerine iirlin veren agaclardan alinan celiklerin asilanmasi

yoluyla yapilmaktadir. Tiirler dioik olduklarindan dolay1 disi ve erkek siirglinlerin ayni



ana¢ lzerine asilanmasi yaygin olarak uygulanmaktadir. Yeni ticari g¢esitlerin
yetistirilmesi ve klonal ana¢ yetistirilmesi igin, bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirii
tekniklerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Antepfistig1, Sapindales takimina ait olan mahun cevizi, mango, zehirli sarmagik
ve mese gibi tiirleri de barindiran Anacardiaceae familyasinin bir {iyesidir (Onay ve
ark., 2012). Kurak ve yar1 kurak alanlarda, nispeten derin, drenaji iyi yapilmis
topraklarda rahatlikla biiyiiyebilir (Kamali ve Owji 2016). 8-10 m uzunlugunda olabilen
cal1 ya da agaglardir. Dioik bir bitkidir. Erkek ve disi cigekler farkli agaglarda bulunur
(Bozorgi ve ark., 2013). Cicekler salkim seklinde olup tozlagsma riizgarla olur. Erkek
agaclarin erken g¢igeklenmesi (proteandri) yaygin goriilen bir durumdur. Her yil
yapragini doker ve agaclar kis boyunca dormant halde kalir. 5- 8 yil arasinda meyve
vermeye baglarken tam randiman 15-20 yildan 6nce alinamaz. Meyve tipi drupadir.
(Sedefoglu, 2013).

Antepfistig1, Pistacia tiirleri arasinda ticari degeri olan ve yenilebilen iirlin veren
en oOnemli tirdir. %16 karbonhidrat, %25 protein ve %55 yag icermektedir.
Karbonhidrat degeri yiiksek tahillardan daha diisiik glisemik indekse sahiptir. Bdylece
daha uzun siire tokluk hissinin siirdiiriilmesine ve yemek sonrasi kan glikoz
konsantrasyonlarinin diisiiriilmesine katki saglayarak Tip 2 diyabeti 6nlemeye yardimci
olur (Kepek¢i ve ark., 1991). Yapilan c¢alismalarda antioksidan, antimikrobiyal,
antienflamatuvar, hipoglisemik, sitotoksik aktivite ve antiaterojenik gibi biyolojik
aktiviteleri oldugu tespit edilmistir (Inci ve Kirbag, 2019). Doymamis yag asitleri
bakimindan yiiksek, doymus yag asitleri bakimindan disiiktiir. Antep fistig1, son
zamanlarda antioksidan potansiyeli en yiiksek ilk 50 gida {iriinii arasinda yer almaktadir
ve yliksek antioksidan aktiviteleriyle bilinen zengin bir fenolik bilesik kaynagidir.
Ozellikle, antepfistiginin renginden sorumlu bir pigment olan antosiyanin igeren tek
kabuklu yemis oldugu bildirilmistir (Martorana ve ark., 2013). Yaygin olarak tiiketilen
badem, ceviz, pekan ve findik gibi sert kabuklu meyvelerin cogundan daha yiiksek
esansiyel aminoasit oranina sahiptir (Caglar ve ark., 2017).

Gunimuizde 0zellikle biyoteknolojik yontemler, mevcut bulunan sekonder
metabolitlerin hem miktar1 ve kalitesinin, hem de ¢esidinin arttirilabilmesine olanak
saglayabilmesi acgisindan siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle elisitor (tuz, agir metal vb)
ve onciil bilesikler, sekonder metabolitlerin miktar ve g¢esitlerini arttirabilmesinin yani
sira is giici ve maliyeti de azaltabildiginden c¢ofu arastirmaci tarafindan tercih

edilmektedir. Nitekim elisitor adi verilen bazi stres yapict faktorler uygulandiginda



sekonder metabolitleri fazla miktarlarda Gretmeyen bitki kisimlarindan daha yiiksek
miktarlarda tiretimin gergeklestirilebilecegi goriilmektedir. Pistacia tiirlerinin 6zellikle
fenolik ve flavonoid igeriginden dolay1 antihipertansif, antioksidan, antimikrobiyal,
anti-enflamatuvar ve sitotoksik etki potansiyeli arastirmacilarin ilgisini her zaman
cekmistir.

Bu baglamda, bu tezde, antepfistigi tohumlarindan In vitro sartlarda bir elisitor
olarak kullanilan tuz stresi altinda (0, 50, 150, 250 mM) tohumlarin ¢imlendirilmesiyle
elde edilen kok, govde ve yapraklari ile In vivo (dogal) kosullarda yetisen erkek ve disi
genotiplerine ait kok, govde ve yapraklarinin antihipertansif ve antioksidan aktiviteleri
ile enzim inhibisyon aktiviteleri incelenerek karsilastirllmigtir. Ayrica, denenen

parametrelere ait caligmalar ilk defa bu tez kapsaminda gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. P. vera L. Tiirii Hakkinda Genel Bilgiler

Anacardiaceae familyasi

Cogu 1liman bolgelerde yetisen, genellikle tiiysiiz, bir veya ¢ok yillik otsu
bitkilerdir. Genellikle kabuklar1 regineli agaclar veya calilardir. Yapraklar alternat,
basit, trifoliat veya pinnat, stipiilsiiz, ¢i¢ekler ugta veya yaprak koltuklarinda panikula
durumda, erdisi veya tek eseyli, ¢ogunlukla aktinomorf simetrili, sepallar 3-5, kaidede
birlesmis veya nadiren hi¢ yoktur. Petaller 3-5 adet, serbest veya kaidede birlesik veya
nadiren hi¢ yok, stamenler petallerin iki kati kadar, nadiren daha c¢ok veya az, iki
halkada dizilmislerdir. Pistil 1, ovaryum {ist durumlu, genellikle bir lokuluslu ve 3
karpelli, nadiren 5 lokulus ve karpelli, ovuller her lokulusta tek, anatrop, plasantasyon
parietal veya bazal goriiniislii, meyve drupa’dir (Segmen ve ark., 2008).

Pistacia L. cinsi

2 evcikli (dioik), yaprak doken veya herdem yesil agaglar veya calilardir.
Yapraklar pinnat, nadiren trifoliat veya basit yapidadir. Kaliks 5 pargali, petaller yoktur.
Meyve bir tohumlu drupa’dir. Akdeniz Bolgesinde ve Asya’da yayilis gosteren 20 kadar

tiirii vardir. Ulkemizde 6 tiirii yayilis gosterir (Segmen ve ark., 2008).

P. vera L.’min sistematikteki yeri

P. vera’nin sistematikteki yeri agagidaki gibidir;

Alem . Plantae
Altélem : Tracheobionta
Bolum : Magnoliophyta
Simif : Magnoliopsida
Altsimf : Rosidae

Takim : Sapindales

Aile : Anacardiaceae
Cins : Pistacia

Tur : Pistacia vera L.

P. vera L. ’nin genel 6zellikleri
Anacardiaceae familyasinin bir cinsidir, 9 tiir ve 5 alt tiire ayrilmaktadir. Biitiin

Pistacia tiirlerinden damla sakizi ya da neftyagi elde edilebilir. 1-10 m uzunlugunda



olabilen cali ya da agaclardir (Sekil 2.1), yeni ¢ikan gen¢ dallar ¢ok az bir sekilde
tilylidir. Kisin yaprak doker, yapraklar imparipennat, 10.2-17 cm uzunlugunda 8.4-16
cm genisliginde ve derimsidir, dallarin sonlarinda kiimelenmis sekilde bulunurlar;
yaprak sap1 basik; yaprak ekseni basik fakat kanatsizdir, cok az bir sekilde tiiylidiir;
yaprakeiklar 3-5, 4-8 cm uzunlugunda, 3-5.5 cm genisligindedir, ortalama deger 1.6-1,
dizilis siklikla karsilikli, yaprakcik sekli ovattan genis ovata kadar, yaprakcik tepesi
obtus ya da mukronulat, orta damar ve kenarlar ¢ok az tlyliidiir; ucta bulunan yaprakg¢ik
6-10 cm uzunlugunda, 3-8 cm genisliginde ve ¢ogunlukla yanda bulunan yaprake¢iktan
daha biiyiiktiir. Stamenli ¢igekler bilesik salkimli ve 5 cm ye kadar uzun olabilir,
kiireciklerden olusan kiimelerdir. Pistilli ¢i¢ekler, bilesik salkimli, 5.5 cm ye kadar uzun
ciceklenme zamanina 2 cm ¢apinda, silindir seklinde ve ¢ok az bir sekilde tiiyliidiir. Sert
cekirdekli meyveler kirmizimtiraktan agik yesile dogru, 18 mm ye kadar uzun 10 mm
ye kadar genis olabilir. Her yaprak tek bir yan tomurcuktan gelisir. Lateral yan
tomurcuklar ¢igek tomurcuguna doniisiir ve sonraki yilda iiriin veren salkimin ana sapini
olusturur. Bu nedenle Antepfistiklar: yash dallarda meyvelerini olusturur. Antepfistigi
agaci1 dioiktir. Erkek ve disi ¢igekler farkli agaglarda bulunur. Bol ve kaliteli bir Grin
almak i¢in hem erkek hem de disi agaclarin bah¢ede bulunmasi gerekir. Disi ¢i¢eklerin
tag yapraklar1 yoktur ve nektar icermez. Bu nedenle, arilar igin ¢ekici degildir ve
riizgarlarla dagilan polenler vasitasiyla tozlanma meydana gelir. Antepfistig1 agaci her
yil yapragim1i doker ve agaglar kis boyunca dormant halde kalir. Derin toprak
katmanlarina inebilen kok sistemlerine sahip olmalari nedeniyle antepfistigi agaglari

kurak sartlara uzun siire dayanabilme yetenegine sahiptirler.

Sekil 2.1. (A) P. vera L. agac1 (Simsek ve Giilsoy, 2018) ve (B) salkimlarinin genel goriiniimii (Hamed
ve Lefi, 2015)

Antepfistig1 agaclarinin genclik kisirligr (jiivenilite) siiresi diger meyve tiirlerine

gore oldukca uzundur. Genel olarak 5-6. yildan itibaren ¢cok az miktarda Griin verir.



Maksimum verim miktarina 10-12. yilda ulasilir. Bu siire, bahgelere yapilan bakima ve
sulama kosullarina gore daha da azalabilir. Antepfistigt agaglar1 giiclii bir apikal
dominansi ile dik biiylime gosterir. Daha yash agaclarda odun (siirgiin) tomurcuklar1 az
gelisir. Agacin bu Ozellikleri; geng agaclarin 1yi bakimi, olgun agaclarin budanmasi ve
daha yash agaclarda iirlin veren dallarin yeniden genclestirilmesi gerekliligini ortaya
koyar. Sekil 2.2°de goriildiigii gibi tilkemizde antepfistigi yetistiriciligi Gaziantep,
Sanlrfa, Siirt, Adiyaman, Kahramanmarag, Kilis, Diyarbakir, Aydin ve Canakkale
illerinde yapilmaktadir (Simsek ve Giilsoy, 2018). Yaygin isimleri; Pistachio, Pistache,
Fistashka (Rusca), Pista (Farsca), Pistacchio (italyanca), Pistacier (Fransizca), Fustuq
Halabi (Arapca), Botne (ibranice), Green almond, Pistachier cultivé, Pistazie,
Pistazienbaum, Pisutachio, Alfoncigo, Pistachero’dur (Se¢men ve ark., 2008; Onay ve

ark., 2012).

Sekil 2.2. P. vera L.‘nin Tiirkiye’deki cografik dagilisi (Simsek ve Giilsoy, 2018)

Antepfistigt yetisme alanlarim1  belirleyen Onemli faktorlerden birisi de
sicakliktir. Yaz aylarinda meyvenin gelismesi ve olgunlasmasi i¢in oldukca fazla ve
uzun yiiksek sicaklik, kis aylarinda ise belli bir siire diisiik sicakliga ihtiyac gosterirler.
Antepfistiginin yetistiriciliginde sicaklik dort sekilde etkilidir. Bunlar; kis donlari,
ilkbahar ge¢ donlari, kis dinlenmesi ve yaz sicaklik toplamidir. Ozellikle, sicaklik
toplaminin yeterli olmadig1 yerlerde meyveler iclerini tamamen dolduramaz, sert kabuk
citlamaz ve dis kabuk sert kabuktan kolay ayrilmaz. Kaliforniya’da antepfistig
agaclarinin en verimli oldugu alanlarda gereksinim duydugu toplam sicaklik 2200-2800
giin derece arasindadir. Antepfistig1 agaclari, kurak kosullara kok sistemleri ile uyum
saglar ve sulama yapilmadan kurak iklimlerde yasayabilirler. Antepfistig
yapraklarindaki stomalar, kuru sartlara, diger agaclarin yapraklarinda bulunan
stomalardan daha az duyarlidirlar. Genellikle nisan ayiin ilk iki haftast i¢cinde her bir

cicek salkiminda 100-300 cicek tozlanir ve meyve tutar. Agustos’un sonu ve Eyliil



boyunca meyve olgunlasir, radyal meyve kabugu uzun ekseni boyunca ¢itlar (Onay ve

ark., 2012).

2.2. Bitki Islahinda Kullanilan Biyoteknolojik Ydntemler

Bitki biyoteknolojisi, tarimsal iiretimde kayiplart dnlemek, verim ve kaliteyi
arttirmak, bitki verimliligini smirlayan hastalik, zararlilar1 engellemek, genetik
kaynaklarimizi gen ve protein diizeyinde tanimlamak, biyotik ve abiyotik stres
kosularina kars1 dayanikliligin arttirllmasini saglamak amaciyla bitkileri, hayvanlar1 ve
mikroorganizmalari modifiye etmek icin genetik miihendisligi, molekiiler biyoloji,
fizyoloji ve biyokimya gibi alanlarin kullanilmasini saglayan multidisipliner bir
teknolojidir (Keme¢ Hirkan, 2020).

Bitkilerde uygulanan biyoteknolojik yodntemler; In vitro kdltlr teknikleri ve
genetik manipiilasyon teknikleri kapsaminda incelenmektedir. Doku kiiltiirii calismalari,
1839 yilinda Schwan’in bir organizmanin her bir hiicresinin totipotent 6zelliginde
oldugu kavramini ortaya ¢ikarmasi ve ¢ok sayida hiicreden olusan bir organizmanin
yasayan her bir hiicresinin uygun cevre kosullari temin edildigi durumda, bagimsiz
olarak gelisebilme yetenegine sahip oldugunu belirlenmesi ile baglamistir. Totipotent
hiicre, rejenerasyon ile tam bir organizma gelistirebilme yetenegine sahip olan hiicredir
ve bu terim biiylik bir olasilikla 1901 yilinda T.H. Morgan tarafindan bulunmus ve
kullanilmaya baslanmistir (Dagiistii, 2018).

Bitki doku kultir yontemleri, bitkinin ¢esitli kisimlarinin (apikal, meristem,
kok, yaprak ve govde gibi doku veya organlari), bitki hiicrelerinin (meristematik veya
kallus hiicreleri) ya da tam bir bitkinin aseptik kosullarda ve yapay besin ortaminda
kiiltiire alinmasi iglemleridir (Guven ve Gursul, 2014). Bitki doku kulturi tekniklerinin
bitki 1slah1 alaninda ¢esitli kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla asagidaki
gibi siniflandirilirlar;

1. Temel biyolojik arastirmalarin yapilmasi

2. Ekonomik degeri yiiksek biyokimyasallarin elde edilmesi

3. Mikrogogaltim yontemi ile bitki cogaltma

4. Patojenlerden arinmis bitki eldesi

5. Turler arast melezlerin elde edilmesi

6. Anter ve mikrospor kiiltiirii aracilig1 ile haploid bitki eldesi

7. Yeni Ozelliklere sahip bitkilerin elde edilmesi

8. Transgenik bitkilerin elde edilmesi



9. Protoplast fuzyonu ile yeni genotiplerin eldesi
10. Gen kaynaklarinin depolanmasi
11. Hucre kaltarlerinin In vitro seleksiyon ¢alismalarinda kullanimi
Doku kiiltiiriinde ¢ogaltim i¢in izlenebilecek her biri ¢ok 6zel beslenme ve
inkiibasyon kosullar1 gerektiren temel dort asama tanimlamistir. Bu asamalar sirasiyla
su sekilde gerceklesmektedir (Onay ve ark., 2012);
1. Kiiltiirlerin baslatilmasi
2. Siirgilinlerin ¢ogaltilmasi
3. Koklenme
4. Aklimatizasyon
Bitki doku kualturu teknolojisi, biiyiik 6lgekli bitki ¢ogaltimi i¢in yaygin olarak
kullanilmakla birlikte son yillarda hastaliklarin giderilmesi, bitki 1slah1 ve sekonder
metabolitlerin {iretimi alanlarinda endiistriyel agidan biiyiilk 6nem kazanmistir. Kiigiik
doku pargalari, slirekli bir islemle yiizlerce ve binlerce bitki elde etmek amaciyla
kullanilabilir. Tek bir eksplant kullanilarak, yil boyunca mevsim ve hava durumuna
bakilmaksizin, kontrollii kosullar altinda nispeten kisa bir zaman periyodunda birka¢ bin
bitkiye c¢ogaltilabilir. Nesli tiikenmekte olan, tehdit altindaki ve nadir tiirler,
mikrocogaltim teknikleri araciligiryla basarili bir sekilde yetistirilmis ve korunmustur
(Hussain ve ark., 2012). Bitki doku kultlr yontemleri ile sekonder metabolit Gretimi
daha glvenilir, basit ve tahmin edilebilirdir. Normalde ana bitkide bulunmayan
bilesiklerin de {retilebilmesine olanak saglar. Politik, cografik ve mevsimsel
engellerden bagimsiz iiretim yapilabilir Karmasik bitki ekstraksiyonlariyla
karsilagtirildiginda fitokimyasallarin izolasyonu daha cabuk ve etkili yapilabilir. Hiicre
kiiltiirleriyle ~ bitkinin ~ kendisinden elde edilen fitokimyasallarin  miktan
karsilastirildiginda hiicre kiiltiirlerinden ¢ok daha fazla miktarda iirlin elde edilebilir
hatta iiretim endiistriyel boyuta tasinabilir. Hiicre kiiltiirlinde genetik uygulamalara
yonelik isaretlemeler ve degisimler yapilabilir. Temel arastirmalara (6rnegin metabolik

ve biyokimyasal yollarin anlagilmasinda) yol gosterici tayinler yapilabilir (Yage1 Tiiziin,
2011).

2.3. Sekonder Metabolitler ve Rolleri
Insanlar tarih boyunca, dogadaki bitkileri farkli islemlerden gecirmis ve bircok
hastalik i¢in tedavi amaciyla kullanmislardir. Gelisen teknoloji, yeni iiretilen tedavi

teknikleri beraberinde gelen yeni ilaglar olsa da, bu ilaglarin beraberinde getirdigi



tehlikeli yan etkiler goz ardi edilemez bir durum oldugundan, bitkiler lizerinde yapilan
bilimsel c¢aligmalara olan ilgi artmis ve biyoaktif oOzellikleri ile ilgili arastirmalar
derinlesmistir (Demir ve Akpinar, 2020).

Sekonder metabolitler, bitkinin normal blyime ve gelismesi i¢in ihtiyag
duymadig1 ancak hiicre metabolizmasinin yan {iriinli olarak bitkilerde iiretilen kimyasal
bilesiklerdir (Sekil 2.3). Bitki sekonder metabolitlerinin temel 0Ozelliklerinden biri
benzersiz karbon iskelet yapilarimin olmasidir. Sekonder metabolitlerin olusumu
genellikle organ, doku ve hiicreye 0Ozgiidiir ve genellikle diisiik molekiiler agirlikli
bilesiklerdir (Bakir, 2020). Yap1 ve fonksiyonlar1 birbirinden farkli 50.000 den fazla
sekonder metabolit mevcuttur. Bunlar; alkaloitler, ugucu yaglar, fenoller, glikozitler,
heterozitler, steroitler, saponinler, flavonoidler, tanenler, renk maddeleri ve recineler
olup, genel olarak alkaloitler, terpenoitler ve fenoller olmak (zere ¢ temel grupta
smiflandirilirlar (Caligkan ve ark., 2019). Bu kimyasallar basta ila¢ sanayisinin
hammaddesi olup kozmetik, besin katki maddesi, zirai ila¢ sanayiinde ve bir¢ok kimya
sektorinde kullanilmaktadir. Sekonder metabolitlerin  kullanim alanlarmi ilag
hammaddesi, besin katki maddesi, zirai ve kozmetik alanda kullanilan sekonder

metabolitler seklinde siralayabiliriz (Yilmaz, 2011).
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Sekil 2.3. Sekonder metabolitlerin sentez yollari1 (Oskay ve Oskay, 2009)
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Sekonder metabolitler, stres kosullarinda yiiksek oranda indiiklenebilen farkli
metabolit ailelerinin genis bir yelpazesidir. Bitki sekonder metabolitlerinin bitkideki
fonksiyonlar1 tartismali olsa da bitkiyi her tiirli saldiriya karsi korudugu, ayni
ortamdaki diger bitkilerle rekabet giiclerini artirdigi, tozlasmada rol oynadigi, abiotik
stress faktorlerine karsi korudugu sayilabilir (Oskay ve Oskay, 2009).

2.4. Biyolojik Aktivitelerin Belirlenmesinde Kullanilan Bazi Analitik Teknikler
Hipertansiyon ve antihipertansif etki

Hipertansiyon (HT), ciddi komplikasyonlara neden olmasi ve toplumda sik
gorulmesi nedeniyle 6énemli bir halk sagligi sorunudur. Son yillarda ilag tedavisinde
saglanan Onemli gelismelere ragmen hipertansiyon, gelismis ve gelismekte olan
iilkelerin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir (Aydin ve
Oztiirk, 2014). Arteriyel kan basmcinin normal sayilan smrlarin {izerine ¢ikmasia
hipertansiyon denir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore; sistolik kan basincinin (SKB) 140
mmHg, diyastolik kan basincinin (DKB) da 90 mmHg veya iizerinde bulunmast HT

olarak tanimlanmaktadir.

HT, basta kardiyovaskiiler sistem olmak (izere birgok sistemi etkileyen sinsi
seyreden Oliimciil ama tedavi edilebilir bir hastaliktir. Diinyada 9.4 milyon 6lim ve
hastalik yiikiiniin %7’sinin hipertansiyon kaynakli oldugu tahmin edilmektedir. Tiirk
Hipertansiyon Prevalans (PatenT?2) raporuna gore, tlkemizde hipertansiyonun gorilme
siklig1 %31.8 olarak bildirilmistir. Altmis yasindan sonra hipertansiyon prevalansi %60-
80’lere kadar yiikselmektedir. Tedavi edilmediginde kalp yetersizligi, bobrek
yetersizligi, felg, gbrme kayb1 gibi pek ¢ok hastalifa neden olabilmektedir. Ayrica bu
hastalik biitiin 6liimlerin %20-50’sine sebep olan kardiyovaskiiler mortalitenin temel
risk faktorlerindendir (Erci ve ark., 2018). Tedavisi icin beslenme ve ila¢ tedavisinin
birlikte yaratilmesi gerekmektedir. Diyetin ayarlanarak viicut agirhgmin kontrolii,
sigaranin birakilmasi, stresten uzak durulmasi, alkolli ickilerden vazgecilmesi, tuz
aliminin azaltilmasi, sebze ve meyve tiiketiminin arttirilmasi, doymus ve toplam yag
aliminin azaltilarak dengelenmesi, fiziksel aktivitenin arttirilmasi gibi yasam tarzi
degisikliklerinin hipertansiyonun 6nlenmesinde ve tedavisinde yeri énemlidir (Ekim,

2018).

Amerika kaynakli Birlesik Ulusal Komite (Joint National Comitee)’nin 2013
Aralik ayinda yayinlanan sekizinci kilavuzunda (JNC 8) ise 60 yas altindaki



11

popiilasyonda SKB >=140 mmHg ve/veya DKB >=90 mmHg olan “tim” hastalarda
ila¢c baglanmasi Onerilmektedir. 60 yas istiindeki hastalarda tedaviye SKB >= 150 mm
ve/veya DKB >=90 mmHg ise baslanmasi ve tedavi hedefinin de kan basincinin bu
degerler altina diisiiriilmesi oldugu belirtilmistir. Tedavi bazinda 5 grup ilagtan herhangi
birinin veya bunlarin ikili kombinasyonunun se¢ilebilecegini onerilmektedir. Bu 5 grup
ilag, ditiretikler (tiyazid grubu, klortalidon, indapamid), beta blokorler (60 yasin
altindaki hastalarda), kalsiyum kanal blokérleri (KKB) (nifedipin, amlodipine,
verapamil, diltiazem vs.), anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri (kaptopril,
enalapril, lizinopril, ramipril, zofenopril vs.) ve anjiotensin reseptor blokorlerinden
(ARB) (losartan, valsartan, kandesartan, olmesartan vs.) olusmaktadir. Ancak Gte
yandan, baz1 hasta gruplarinda bazi ila¢ gruplarinin yararinin az oldugu veya yan etki
profilinin daha fazla oldugunu gosteren caligsmalar 15181nda ila¢ se¢iminde bazi noktalari
g0z onilinde bulundurmak gerekir. Halbuki mevcut ilaglarin tek basina kullanildiklarinda
ideal bir antihipertansiften Ongoriilen beklentilerin tiimiini kargilayamadigi bunun

yerine kombine tedavinin daha avantajli oldugu da belirtilmistir (Anonim, 2014b).

Alzheimer hastaligi ve kolinesteraz enzimleri (AChE, BChE)

Alzheimer hastaligi (AH), merkezi sinir sisteminin (MSS) nérodejeneratif bir
hastaligidir. Psikiyatrik olarak diger bilissel islevlerin yami sira hafizanin ilerleyen
bozukluklar1 ve gilinlilk yasamda artan bir 6zerklik kaybi ile karakterize edilmektedir
(Akdag ve ark., 2019).

Bunamanin en yaygin nedenidir ve kiiresel olarak her yedi saniyede bir ortaya ¢ikan
yeni bir vaka ile hastaligin kendisi yavas bir pandemi haline gelmektedir. Altmis
yasindaki popiilasyonda yaklasik %1 olan AH’nin prevalansi, sonraki her bes yilda
ikiye katlanarak 85 yas ve Ustli grupta oran1 %35-45'e ulasir. En biliyiik risk faktorii
ilerleyen yastir. Ancak bu hastaligin, yaslanma siirecinin dogal ve kagiilmaz bir sonucu
olmadigin1 vurgulamak gerekir. Pozitif aile Oykiisii, kafa travmasi, depresyon, diyabet,
cinsiyet, egitim diizeyi, down sendromu, hipertansiyon, alkol ve sigara gibi faktorlerin
de hastalik riskini arttirdigi bildirilmistir (Anand ve ark., 2014). Menopoz sonrasi
6strogen kullanan kadinlarda, kullanmayanlara gére AH gelisim oranin daha az oldugu
goriilmiistiir. Oliim nedeni istatistiklerine gére AH’dan hayatin1 kaybeden yaslilarin
sayisi, 2012 yilinda 7.524 (%3.4) iken 2016 yilinda 12.900 (%4.5)'e yiikselmistir.
AH’indan 6len yaslilarin oran1 cinsiyete gore incelendiginde, her iki cinsiyette de artig

oldugu goriilmektedir. AH’indan 6len yaghilarin oran1 2012 yilinda erkeklerde %2.9,
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kadinlarda %4.5 iken bu oranlar 2016 yilinda erkeklerde %3.5’e, kadinlarda ise %5.4’e
yiikselmistir (Erbek, 2019).

AH’nin en belirgin semptomlari; kisinin giinliik yasantisin1 etkileyen hatiza
kaybi, planlama ve problem ¢ozmede zorlanmasi, evde, iste veya bos vakitlerinde
stirekli yaptigi igleri artik yapamamasi, yer ve zamani karistirmasi, gorsel ve mekansal
iligkileri anlamada sorun yasamasi, konusma ve yazi yazma problemleri ile
karsilagsmasi, esyalar1 kaybetmesi, karar verememesi, sosyal aktivitelerden ve is
yasantisindan kendisini soyutlamasi, duygu durum ve kisiliginde degisiklikler
olmasidir.

AH’nim giiniimiizde kesin tedavisi yoktur. Kullanilan tedaviler hastalik seyrini
kismen yavaslatmaya yonelik semptomatik tedavilerdir. Asetilkolin (ACh)’in beyinin
bellek ile ilgili bolgelerinde 6nemli bir nérotransmiter oldugu ve AH’nda ACh
azalmasmin bellek bozuklugu ile iliskili oldugu belirtilmistir. Bu baglamda
davraniglarda meydana gelen degisimleri azaltmak i¢in kolinesteraz inhibitorleri,
antipsikotik ilaclar, antidepresanlar ve uykuyu diizenlemek icin cesitli ilaclar
verilmektedir. Kolinesteraz (AChE, BChE) inhibitérlerinin AH’nin tedavisinde
kullanimu ilk olarak Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi (US Food and Drug Administration,
FDA) tarafindan kanitlanmistir. Alzheimer hastalarindaki tedavi edici etkileri 6 ile 36
hafta arasindaki tedavi siiresince incelenmis ve biligsel fonksiyonlarindaki artis
gozlenmistir. Ayrica destekleyici olarak E vitamini, selegiline ve hydergine gibi ilaglar
da hastaligin tibbi tedavisinde kullanilmaktadir (Erbek, 2019).

Tirozin ve antitirozinaz enzimi

Tirozinaz veya polifenol oksidaz (EC 1.14.18.1), bitkiler ve hayvanlar aleminde
yaygin olan cok islevli, bakir iceren bir enzimdir. Melanin olusumunda rol oynar.
Melanositler icindeki melanogenez sirecini blyldk o6lglde etkileyen anahtar bir
diizenleyicidir. Melaninin iki formu; feomelanin (sarv/kirmizi) ve dmelanin (kahverengi/
siyah) olup diinyadaki etnik deri rengi farkliliklarinin temel nedeni olarak kabul
edilmektedir. "Melanin" adi, eski Yunanca'da karanlik anlamina gelen "melanos"
kelimesinden gelir. Deri dis ortamla temas ettiginden dolay1 viicudumuzun 6nemli bir
koruyucusudur. Derinin epidermal tabakasinda melanositler tarafindan melanin
salgilanmas1 anlamma gelen ve tirozinazla baslatilan melanogenesis derinin
koyulagsmasina neden olur. Farkli biyopolimerlerin bir karigimi olan melanin, cildin ve
sacin rengini belirledigi gibi zararli UV radyasyonundan da koruma saglar. Asir1 iiretim

ve deride melanin pigmentinin birikmesi, solar lentigo, melazma, iltihap sonrasi
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hiperpigmentasyon (PIH) ve linea nigra gibi klinik durumlarda ortaya c¢ikan
dermatolojik "hiperpigmentasyon" gelisimine yol agar. Viicuttaki hormonal dengesizlik,
yani Cushing hastaligi, Addison hastaligi ve Nelson sendromu nedeniyle de ortaya
cikabilir. Arbutin ve kojik asit, cilt beyazlatma i¢in kozmetik iiriinlerde yaygin olarak
kullanilan bilinen tirozinaz inhibitorleridir. Klinik olarak, bu pigment giderici ajanlar
hiperpigmentasyon tedavisi i¢in uygulanir. Bununla birlikte, Kojik asit terapdtik
konsantrasyonda dermal duyarliliga neden olurken, arbutin potansiyel sitotoksisiteye
sahiptir (Mukherjee, ve ark., 2018; Sarkar ve ark., 2013; Burnett ve ark., 2010).

Tirozinaz inhibitorleri ayn1 zamanda kozmetik alanda beyazlatici olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Diinya niifusunun yaklasik %15' cilt beyazlatma ajanlari
kullanmaktadir. Hindistan, Japonya ve Cin, cilt beyazlatma ajanlarmin tiiketildigi
kiresel merkezdir (Pillaiyar ve ark., 2017). Tirozinaz ayrica meyve ve sebzelerde
enzimatik esmerlesme reaksiyonlarindan sorumludur. Esmerlesme genellikle bitki
kaynakli gida {riinlerinin rengine zarar verir, bu da besin kalitesinin bozuldugunu
gosterebilir. Gidalardaki bu asiri-tirozinaz aktivitesi, tirozinaz inhibitorleri kullanilarak
onlenebilir (Mukherjee ve ark., 2018). Hem dogal hem de sentetik kaynaklardan bir¢ok
tirozinaz inhibitorii tanimlanmistir. Tirozinaz inhibitorleri, enzim substrati olarak L-
tirozin veya L-dopa’nin varliginda incelenir ve dopakrom olusumu agisindan aktivite
degerlendirilir. Tirozinaz inhibitérii olarak kullanilan bazi ilaglarin toksik olmasi
nedeniyle dogal tirozinaz inhibitorlerinin 6nemi ortaya c¢ikmistir. Tibbi bitkilerden
cesitli tirozinaz inhibitorleri gelistirilmistir, ancak bu cesitli bitkilerin potansiyel
pigment giderme ajanlar1 olarak kullanildig: ¢aligmalar hala devam etmektedir.

Ure ve antilireaz enzimi

Ureaz enzimi (iire amidohidrolaz E.C. 3.5.1.5) hidrolazlar smifindan bir enzim
olup, ilireyi amonyak ve karbondiokside hidroliz eden nikel bagli bir metalloenzimdir.
Ureazlarin temel gorevi organizmalarin disaridan aldigi veya iginde iirettigi iireyi azot
kaynag1 olarak kullanmasini saglamaktir (Ornek Acar, 2009). Kiicik bir molekil olan
iire, iireazin dogal substratidir. Urenin amonyak ve karbondioksite par¢alanmasini
katalizler. Enzimin aktif bolgesinde yer alan 2 nikel atomunun reaksiyonda 6nemli rol
oynadig1 bildirilmistir (Zehir Kirkbir, 2018). Enzim olmadan gerceklesen reaksiyonda
olusan f{irtinler amonyak ve siyaniirik asit iken enzim varliginda gergeklesen
reaksiyonda ise iiriinler, amonyak ve karbonik asit olmakta ve ayrica lireaz enzimi ile bu
islem normal reaksiyonlara gore 1014 kat daha hizli kataliz edilmektedir (Real-Guerra
ve ark., 2013; Hirayama ve ark., 2000).
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Ureaz birgok bitki, alg, lifli mantar ve bakteride yer alir ve tabiattaki azot
dongiisiinde énemli bir rol oynar (Bilgin Sékmen ve ark., 2016). Ureaz ayrica cesitli
patojenik bakterilerde bulunan bir viriilans faktoriidiir. Bu nedenle, bir konakgi
organizmanin kolonizasyonunda ve dokulardaki bakteri hiicrelerinin korunmasinda
gerekli olmasi sasirtici degildir. Ureaz inhibitdrleri genellikle, iire hidrolizini
yavaslatmak i¢in enzimin aktif bolgesini inhibe ederek calisir. Ureaz inhibitorleri iki
ana kategoriye ayrilir; metal kompleksler ve organik bilesikler. Coziinmez siilfid
olusturan metaller, lireazin siilfthidril gruplar ile reaksiyonlara bagli olarak en giiclii
inhibisyon 0zelliklerini sergiler (Upadhyay, 2012). Aktivitesi, liriner taslarin ortaya
¢ikmasi, kateterlerin tikanmasi, piyelonefrit, amonyak ensefalopati, hepatik koma ve
gastrit gibi cesitli sonuglara yol agmaktadir.

En sik incelenen bakteriyel iireazlardan biri, gastrit ve peptik tlserasyon ve mide
kanserine neden olan bir ajan olan Helicobacter pylori (H. pylori) ‘den
kaynaklanmaktadir. Peptik iilser diinya ¢apinda olduk¢a yaygin bir hastaliktir. Amerika
Birlesik Devletlerinde her yil yaklasik 1.000.000’dan fazla kisi peptik iilser rahatsizlig
nedeniyle tedavi altina alinmaktadir. H. Pylori, midedeki mukus tabakasi igerisinde
bulunmaktadir. H. pylori iireaz enzimi salgilayarak iireyi amonyaga doniistiiriir ve
irettigi amonyak ile kendini mide asidinin etkisinden korur. Midede iireaz varlig 20.
yiizy1lin baslarinda kesfedilmistir. Ureazin degisken ve dnemli rolii, bu enzimin genetik,
biyokimya ve fizyoloji alanlarinda diinya capindaki arastirmacilarin odak noktasi
olmaya devam etmesini tesvik etmistir (Kafarski ve Talma, 2018). Ureaz, diyaliz
makinelerinde iirenin kandan uzaklastirilmasi ve kandaki iire miktarinin tayin edilmesi
gibi klinik ¢aligmalarda ve atik sulardaki {irenin temizlenmesi islemlerinde de kullanilir.
Ure, diinya ¢apindaki toplam azotlu giibre tiiketiminde dnemli bir yer tutmaktadir.
Leguminosae ailesinin pek ¢ok cesidine ait tohumlarinda yiiksek iireaz aktivitesine
rastlanmistir.

Antioksidanlar

Antioksidanlar, diger molekiillerin oksidasyonunun neden oldugu hiicresel
hasar1 6nleyen molekiillerdir. Oksidasyon, elektronlar1 bir molekiilden oksitleyici bir
maddeye aktaran kimyasal bir reaksiyondur. Oksidasyon reaksiyonlarinin serbest
radikaller iirettigi bilinmektedir. Bu serbest radikaller, en dis kabuklarinda bir veya daha
fazla eslesmemis elektron igeren oldukga reaktif tiirlerdir. Olustuktan sonra zincirleme

reaksiyon baglar. Antioksidanlar, bu serbest radikallerle reaksiyona girer ve serbest
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radikal ara {riinlerini uzaklastirarak bu zincirleme reaksiyonu sonlandirir ve kendilerini
oksitleyerek diger oksidasyon reaksiyonlarini engeller.

Oksidasyon reaksiyonlar1 yasam ic¢in ¢ok onemli olsa da, zararli da olabilir.
Bitkiler ve hayvanlar, C vitamini ve E vitamini gibi birden ¢ok antioksidan tiirliniin yani
sira katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve ¢esitli peroksidazlar gibi enzimlerden
olusan karmagik bir sisteme sahiptir (Hamid ve ark., 2010). Oksidatif stres, hiicresel
nekroz, kardiyovaskiiler hastalik, kanser, norolojik bozukluk, Parkinson demansi, AH,
inflamatuar hastalik, kas distrofisi, karaciger bozuklugu ve hatta yaslanma gibi gesitli
insan hastaliklarina neden olmada &nemli bir rol oynar (Amit ve Priyadarsini, 2011).
Ayrica E vitamini, B-karoten ve C vitamini gibi viicudun kendisi tarafindan
iiretilemeyen mikro besin formunda bazi antioksidanlar da vardir ve bu nedenle bunlarin
normal diyete takviye edilmesi gerekir (Teresa ve ark., 2011).

Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, kaynaklarina gore dogal ve sentetik antioksidanlar olmak iizere
iki ana tipte siiflandirilabilir.

Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar metabolik siire¢le sentezlenir ya da diger dogal
kaynaklardan desteklenir. Aktiviteleri blytk olclde fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine
ve etki mekanizmalarma baglidir. Enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar geklinde iki kategoriye ayrilir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimatik antioksidanlara drnek verilebilirken,
mineraller (Fe, Mg, Se, Cu, Mn), vitaminler, karotenoidler, polifenoller ve diger
antioksidanlar ise enzimatik olmayan antioksidanlardir.

Polifenoller, belirgin antioksidan aktivitelere sahip bir fitokimyasal
simifidir. Antioksidan aktiviteleri, molekiiler yapilarma bagl olarak metabolizmay1
diizenleyen kimyasal ve fiziksel Ozelliklerine baglidir (Ajila ve ark., 2011). Bunlar
fenolik asitler, flavonoidler, gingerol, kurkumin vb. igerir (Amit ve Priyadarsini, 2011).
Flavonoid, ana polifenolik bilesik sinifidir ve cogunlukla sebzelerde, meyvelerde,
tahillarda, tohumlarda, yapraklarda, ¢iceklerde, aga¢ kabugunda vb. bulunur. Zencefil
ve zerdecal gibi baharatlarin bazilar1 da iyi polifenolik bilesik kaynaklaridir, 6rn.
Gingerol, zencefilin rizomlarindan elde edilirken, kurkumin (diferuloylmethane)
zerdecalin ana biyoaktif bilesenidir ve iyi bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu

bilinmektedir. Kurkuminin lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve epitel hiicrelerinde
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de GSH seviyelerini arttirdigt ve bu da daha diisiik ROS iiretimine yol actigi
gosterilmistir (Biswas ve ark., 2005).

Sentetik antioksidanlar

Cesitli teknikler kullanilarak yapay olarak tretilir veya sentezlenir. Temelde
polifenolik bilesikler, esas olarak serbest radikalleri yakalayan ve zincirleme
reaksiyonlar1 durduran bilesiklerdir. Polifenolik tiirevler genellikle daha fazla hidroksil
veya metoksi grubu icerir. Bilinen baz1 sentetik antioksidanlar; biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve etilendiamintetraasetik asit
(EDTA)’tir.
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2.5. Baz Pistacia Tiirleri Uzerinde Yapilan Mikrocogaltim ve Biyolojik Aktivite
Calismalanr

Tilkat ve ark. (2008), P. vera L. cv. ath g¢esidinin mikrogogaltimi tizerine etki
eden faktorleri incelemisler ve en fazla siirgiin olusumunu (5.64 + 0.07), 1.0 mg/l BA ile
desteklenen Murashige ve Skoog (MS) besiyerinde kiltirlemeden 4 hafta sonra elde
etmislerdir. IBA’nin, kdk olusumunu tesvik etmede en etkili hormon oldugunu ve en
yuksek koklenme oraninin %73 ile kiiltiirlemeden 4 hafta sonra, 4.0 cm uzunlugundaki
eksplantlardan alindigini, ayrica koklenmis siirgiinlerin topraga alistirma silirecinde
fidelerin %90 oraninda hayatta kaldigini belirtmislerdir.

Benmahioul ve ark. (2009), antepfistiginin tuzluluk toleransini incelemek i¢in
olgun tohumlardan gelistirdikleri embriyolar1 izole etmis ve 30 giin boyunca farkli tuz
konsantrasyonlar1 altinda In vitro olarak kiiltiire almislardir. Cimlenem embriyolarin
hayatta kalma oranlarinin, kontrol gruplarinda %100 oldugunu, ancak en yiiksek tuz
konsantrasyonunun (256.6 mM) uygulandig1 gruplarda ise %62.9'a diistiiglinii, bunun
yanisira, toprak istli ve kok kisimlarinin uzunlugu, embriyo basina Uretilen yaprak
sayis1 ve ayrica hem toprak {istli kistmlar hem de kokler icin toplam taze ve kuru madde
agirliklarinin da denenen tuz konsantrasyonlarina gore énemli farkliliklar gosterdigini
belirtmisglerdir.

Peksel ve ark. (2010), ¢calismalarinda, atlantica Desf.'nin ilkbaharda toplanan
genc yapraklarindan metanolik ve etil asetat ekstreleri hazirlamig ve bunlarin
antioksidan, siipiiriicii, selatlayici ve anti- AChE aktivitelerini degerlendirmislerdir. Her
iki ekstrenin, biitillenmis hidroksianisol ve bitillenmis hidroksitoluen gibi sentetik
antioksidanlara oranla gii¢lii antioksidan aktivite gosterdigini, nispeten daha diisiik
seviyede ise anti- AChE aktivitesi sergilediklerini rapor etmislerdir. Etilasetat
ekstrelerinin AChE inhibe edici etkisinin, metanol ekstrelerinden daha ylksek inhibitor
etkisine sahip oldugunu bu baglamda gida ve farmasétik {iriinler i¢in potansiyel bir
antioksidan takviyesi olabilecegini bildirmislerdir.

Benmahioul ve ark. (2012), antepfistiginda etkili bir mikrogogaltm teknigi
gelistirerek, en yiiksek siirgilin cogaltma sikligini, Gamborg (B5) vitaminleri iceren ve 4
mg/l 6-benziladenin (BA) igeren MS bazal ortaminda kiiltiirlenen nodal eksplantlardan;
en yiiksek ex vitro koklenmeyi ise, siirgiin eksplantlarinin Rhizopon® %2 indol-3-
butirik asit (IBA) ile islemine tabi tutulduktan sonra elde etmislerdir. Koklenmis

bitkileri, 6nce turba-perlit-vermikiilit (1:1:1) karisimi igeren plastik kaplara, daha sonra
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seraya aktarmis ve 2 ay sonra koklenmis siirgiinlerin %81.5 oraninda hayatta kaldigini
rapor etmislerdir.

Sehitoglu ve ark. (2015), antioksidan Ozelliklerini incelemek amaciyla
antepfistig1 regineleri iizerine yaptiklar1 ¢alismada, linoleik asit peroksidasyonunu, 10
png/ml konsantrasyonda %354.2 inhibe ettigini, 6te yandan, antioksidan bilesikler olan
BHA, BHT, o-tokoferol ve troloxun, linoleik asit peroksidasyonunu yine ayni
konsantrasyonda sirasiyla %80.3, 9%73.5, 9%36.2 ve %72.0 oranlarinda inhibe ettigini
saptamislardir.

uddin ve ark. (2015), P. atlantica ssp. cabulica Stocks., alttiriine (reaz
inhibisyonu ve kimyasal bilesenleri iizerine yaptiklari caligmada kullanilan ham
ekstrelerin etil asetat fraksiyonu, 0.2 mg/mL'de 19.9+0.51 pg/mL ICso degerleri ile
%100 iireaz inhibisyonu gosterdigini, bununla birlikte, n-heksan ve kloroform
fraksiyonlarinin ise 6nemsiz seviyede lireaz inhibisyonu sergiledigini bildirmislerdir.

Sermet (2015), P. vera bitkisinin kabugunun antioksidan kapasitesi,
antimikrobiyal etkileri ve fenolik bilesiklerin arastirilmasi {lizerine yaptig1 ¢alismada,
DPPH EC50 degeri 0.0375+0.006 mg/ml, toplam fenolik madde miktarinin
145.32+7.14 mg ve toplam flavonoid miktarinin 92.7449.24 ng olarak hesaplandigini
dolayisyla kromatografik (LC-MS/MS) analizlerin, P. vera'nin quercetin ve gallik asit
acisindan olduk¢a zengin kaynaklar oldugunu son olarak en etkili antimikrobiyal
aktivitesinin S.aureus’a kars1 gézlendigini bildirmislerdir.

Delijam ve ark. (2016), Iran’da yetisen P. vera L. cv ghazvini ¢esidi igin etkili
bir mikrogogaltim protokolii gelistirilmislerdir. Farkli vitaminler, kalsiyum (Ca)
kaynaklar1 ve bitki buyime dizenleyicileri (PGR'ler)nin, In vitro siirgiin ¢ogaltma ve
kok olusumu iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, GNH besi ortaminin siirgiin
sayisini, MS, McCown Woody Plant Medium (WPM) ve Juglans Medium (DKW)
besiyerlerine kiyasla énemli 6l¢iide arttirdigini, en uygun Ca konsantrasyonunun 3.0
mM Ca glukonat ve vitamin kaynaginin ise DKW oldugunu, yine en uygun PGR'lerin,
0.5 veya 1.0 mg/l BAP ve 0.1 mg/l IBA kombinasyonlarindan elde edildigini ve en
yuksek koklenmenin ise, 2.0 mg/l a-naftalenasetik asit (NAA) iceren GNH ortamina 3.0
mM Ca glukonat veya Fe-EDDHA (0.2 mM Fe) eklendiginde olustugunu
bildirmislerdir. Son olarak, elde edilen fidelerin yaklasik %70'inin serada iklimlendirme
sartlarinda hayatta kaldigini da rapor etmislerdir.

Ahmed ve ark. (2018), P. atlantica yapraklarimin tip 2 diyabet (a-amilaz ve a-

glukozidaz) ve hipertansiyona (anjiyotensin donistiiriicii enzim-1 (ACE-I)) bagh
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enzimleri inhibe etme kabiliyetindeki varyasyonlarini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, P.
atlantica yaprak ekstrelerinin LC parmak izleri gelistirmigler ve anti-amilaz, anti-
glukosidaz ve anti-ACE-I aktivitelerinden sorumlu olan pikleri belirlemislerdir.
Kromatogramlardan sectikleri on (i¢ ortak piki biyolojik aktiviteleri modellemek igin bir
veri seti olarak kullanmiglardir. Yedi pikin anti-amilaz bilesiklerine karsilik geldigini,
altt pikin a-glukosidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in dnemli oldugu, sekiz pikin ise
ACE-I aktivitesini inhibe etmek i¢in onemli oldugunu tespit ettikleri calismalarinda P.
atlantica yapraklarinin, i¢erdigi fenolik bilesiklerinin antidiyabetik ve antihipertansif
ajanlarin izolasyonu ve gelistirilmesi i¢in bir potansiyel oldugunu rapor etmislerdir.

Yemmen ve ark. (2017), Tunus’ta yetisen Sakiz agacinin (P. lentiscus) meyve
ve Kkokleri iizerine yaptiklar1 c¢alismalarinda, polifenol ve antioksidan aktivite
bakimindan yaprak ekstrelerinden alinan sonuglarin maksimum diizeyde oldugunu,
giiclii bir sitotoksik ve antiproliferatif 6zellik gosterdigi, ayrica yaprak, meyve ve
govdesinde tanik asit, gallik asit, digalloil Kinik asit tlrevi, kuersetin ve p-kumarik asidi
gibi fenolik bilesiklerin varligini da rapor etmislerdir.

Benamar ve ark. (2018), P. atlantica subsp. atlantica yapraklarini kullanarak
antioksidan ve AChE aktivitelerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, etil asetat ekstrelerinin
en yiiksek toplam fenolik, flavonoid igerigine ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu gozlemlemislerdir. Sulu, etil asetat ve biitanol ekstrelerinin birka¢ pozitif
bolge gosterdigini, ayrica etil asetat ve sulu ekstrelerin ise, AChE’1n en iyi inhibe edici
aktivitesini gerceklestirdigini bildirmislerdir.

Rahman (2018), P. atlantica subsp. kurdica sakizlarmmin toplam fenol ve
flavonoid igerigi ile serbest radikal siipiiriicii aktivitelerini arastirdiklar1 ¢caligmalarinda,
toplam fenolik igeriginin 147.11 + 0.25, flavonoid igeriginin 45.55 + 3.2 seviyelerinde
oldugunu, 2,5 pg/mL ICso degeriyle 100 ug/mL'de %95.56 DPPH siplrme aktivitesi
gosterdigini, 500 pg/mL ICso degeri ile 2.400 pug/mL'lik konsantrasyonda yine en
ylksek %89.9 ABTS * radikal siipiirme aktivitesi gosterdigini bildirerek antioksidan
kaynagi olarak kullanlabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Ayaz Tilkat ve ark. (2019), vyaptiklar1 ¢alismada, farkli tuz
konsantrasyonlarinin (0, 50, 100, 150, 200, 250 mM) In vitro kosullarda yetistirilen P.
lentiscus  fidelerinin  biyime ve fizyolojik parametreleri Gzerindeki etkisi
arastirmiglardir. In vitro yetistirilen siirgiinlerin yiiksek tuz konsantrasyonlarindan
etkilendigini, kok ve govde uzunluklarinin, bagil su igeriginin (RWC), toplam klorofil,

Cl-a, Cl-b ve karotenoid degerlerinin dnemli 6l¢iide azaldigini, 6zellikle uygulanan en
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yuksek tuz konsantrasyonuna ait gruplarda, kok ve gbvde bilyumesinin tamamen
durdugunu ve 50 mM tuz konsantrasyonlariin tizerindeki uygulamalarda antioksidan
bir enzim olan peroksidazin (POD) aktivitesinde de diislis oldugunu tespit etmislerdir.

Ghajarbeygi ve ark. (2019), Iran’da yetisen P. khinjuk ve Allium sativum
yapraklarindan elde ettikleri ugucu yagin kolinesteraz enzimlerinin aktivitesi lizerine
yaptiklart arastirmada, P. khinjuk’a ait ekstrelerin AChE ve BChE'ye karsi sirasiyla
%83.6 ve %81.4'liik bir inhibisyon gosterdigi, A.sativum’dan daha fazla fenolik igerige
sahip oldugunu ve toplam fenolikler ile antikolinesteraz potansiyeli arasinda anlamli
pozitif bir korelasyon gozlendigini belirtmislerdir. Yetiskin erkek Wistar siganlarina
agizdan uyguladiklart %3'lik konsantrasyondaki P. khinjuk’a ait ugucu yagin giiglii
AChHE ve BChE inhibitérleri oldugu sonucuna varmislardir.

Achili ve ark. (2020), P. atlantica’nin yaprak ve govdesinden elde edilen farkli
ekstraktlarin antioksidan, antiproliferatif ve antikolinesteraz aktivitelerini arastirdiklari
caligmalarinda, serbest radikal siipiiriicii 6zellik (DPPH yontemiyle) bakimindan tiim
ekstrelerin sentetik antioksidanlar olan BHT ve BHA’ya oranla daha giiglii inhibe edici
aktivite gosterdigini, HeLa hiicresine karsi 6nemli derecede antiproleferatif aktivite
gosterdigini, ayrica HPLC-TOF/MS analizi ile 22 fitokimyasal maddenin varliginin
belirledigini ve gallik asit ve rutinin tespit edilen ana bilesikler oldugunu rapor
etmislerdir.

Ayaz Tilkat ve ark. (2021), P. khinjuk In vivo erkek ve disi genotipleri ile In
vitro siirgiin kiiltiirlerinden elde edilen kok, govde ve yaprak kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin karsilagtirmali olarak sitotoksik, antihipertansif aktiviteleri ile kolinesteraz,
lireaz, tirozinaz ve elastaz gibi enzim inhibisyonu aktiviteleri iizerine yaptiklar
caligmada, sitotoksik aktivite bakimindan calisilan tiim 6rneklerin MCF-7 ve HT-29
hicre serilerine kargt sitotoksik etki gosterdikleri, BChE enzim inhibisyonuna
orneklerin aktif, ancak AChE enzim inhibisyonu gostermedikleri, In vitro drneklere ait
hicbir ekstrede antiiireaz aktivitesinin gézlenmedigi ayrica In vivo orneklerin, In vitro
orneklere nazaran daha yiksek (reaz ve tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesine sahip
olduklari, antielastaz aktivite bakimindan ise sadece In vitro yaprak ekstreleri disindaki
tiim ekstrelerin aktif sonuglar verdigini belirtmislerdir.

Rauofi ve ark. (2021), 5 farkli P. vera genotipini (Akbari 2, Ahmad-Aghaee,
Italyayi, Badami ve Ghazvini) tuza en toleranshi genotipi bulmak amaciyla, sirasiyla 0,
60 ve 120 mM tuz tuz konsantrasyonlarini igeren farklt MS besi ortamlarinda In vitro

kosullarda kiiltiire almislardir. Artan tuzluluk seviyesinin, fistik genotiplerinin gévde
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uzamasini, yaprak sayisini, taze agirligini, nisasta, klorofil indeksini ve K* icerigini
onemli Olc¢iide azalttifini, ancak c¢Oziiniir sekerlerin igerigi, prolin, malondialdehit
(MDA), Na® ve CI, artan tuzluluk seviyesini ise Onemli Olgiide arttirdigini
belirtmislerdir. En yiiksek tuzluluk seviyesi altinda ‘Akbari 2’ nin diger genotiplere
oranla daha yiiksek degerleri icermesi dolayisiyla en toleranshi tek ¢esit oldugu

sonucuna ulagmiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Bu ¢alismada bitkisel materyal olarak 2019 yili, Temmuz-Eyliil aylar1 arasinda
Gaziantep Fistik Arastirma Enstitlisii'nden alinan antepfistigi (P. vera L.) tohumlari
(Sekil 3.1) ile In vivo olarak yetisen erkek ve disi antepfistigi kok, govde ve yapraklar
kullanildi. Doku kiiltiirii ¢alismalar1 Batman Universitesi, Fen-Edebiyat Fakdiltesi,
Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvari’nda, biyolojik aktivite ¢aligsmalari ise,
Dicle  Universitesi, Eczacihk  Fakiiltesi, Farmakognozi  Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1. Antepfistig1 (P. vera L.) tohumlar1

3.2.YOntem
3.2.1. In vitro kiiltiirlerin hazirlanmasi

Sterilizasyon

Calisma ortami, besin ortamlarinin, kullanilan alet ve ekipmanlarin ve bitki
materyallerinin ylizey sterilizasyonu uygulamalar1 asagida ifade edildigi sekilde yapildi;

Oncelikle kiiltiir 6ncesinde kullanilacak streril kabinin ici ve dist %96’°lik etil
alkolle silindikten sonra kabin UV lambasi 1 saat siiresince agilarak kabinin steril
olmas1 saglandi. Akabinde zemin, tezgah, kap1 ve raflar ise %70’lik etil alkolle silindi.
Kullanilacak cam malzemeler (erlenmayer, cam sise, meziir, balon joje, pipet vb.) 3’er
kez saf sudan gegirilerek 180°C’ye ayarlanmis etiivde 3 saat boyunca steril edildi.
Geriye kalan aletler (pens, bistiiri, bistiiri ucu vb.) ise, %96’lik etil alkol ile
temizlendikten sonra steril kabin icerisinde bulunan boncuklu sterilizatorde (Steri 350
swiss made) 250°C’de 1 dk siiresince bekletildi. Icerisine MS besiyeri konulacak olan

Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1, 121°C’de, 1 atm. basing altinda, 25 dakika boyunca ve
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distile sular ise, 3 saat boyunca otoklavda bekletilerek steril edildi. Sterilitenin kontroli
otoklav bandi kullanilarak kontrol edildi.

Tohum sterilizasyonu steril kabin igerisinde gergeklestirildi. Tohumlar 6ncelikle
On sterilizasyon islemine tabi tutularak %70’lik etil alkol igerisinde 45-50 sn calkaland.
Akabinde %20 sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinde 20 dk. suresince bekletilerek
tizerlerinde bulunmasi muhtemel olan mikroorganizmalardan arindirildi. Uygulanan
kimyasallarin uzaklastirilmasi icin ise, 7 kez 5’er dk. boyunca steril distile suda
calkalanarak durulandi.

Besi ortamlarinin hazirlanmasi

Sterilize edilen tohumlarin ¢imlenmesinde modifiye edilmis temel MS besi
ortami kullanildi. Ortamlarin hazirlanmas1 sirasinda kullanilan makro ve mikro
elementler, aminoasitler ve vitaminler onceden stok ¢ozeltiler halinde hazirlandi
Calismalarda, tam giiglii (1/1) MS konsantrasyonunda hazirlanmis besi ortamlari
kullanildi. Kullanilan tiim maddeler g/l, mg/l ve/veya (w/v) ylzde cinsinden ifade
edildi. Besin ortamlar1 hazirlanirken 6nceden olusturulan bu stok cozeltilerden 1 litre
icin gerekli miktarlar alinarak behere aktarildi, sonra gerekli bitki biiyiime diizenleyici
miktarlart ilave edildi. Ortama 30 g siikroz eklenip, hacim distile su ile 1 litreye
tamamlandi. 1 N HCI (hidrojen kloriir) ve 1 N NaOH (sodyum hidroksit) ile ¢dzeltinin
pH’1 5,8’e ayarlandi. Son olarak katilasmay1 saglamasi amaciyla ¢ozeltiye 6.2 g/l agar
eklendi ve Kkiiltir kaplarma yaklasgitk 20’ser ml olacak sekilde dokiildi. Agizlari
kapatilan kiiltiir kaplari, otoklavda 121°C’de 15 dk. otoklava birakilarak steril edildi.
Calismada kullanilan besi ortamlarina ait stok c¢ozeltiler ve 1 litre MS temel besi
ortaminin hazirlanmasi ile ilgili bilgiler Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te verildi.

Cizelge 3.2. MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar ve miktarlari
MS (Makro Elementler) Ana Sollisyonu

NHsNO; 16.5¢
KNO3 19.0¢g
CaCl,.2H,0 449
MgS0,.7H,0 3.79
KHzPO4 17g
Distile Su 1000 mI’ye tamamlanir.

MS (Mikro Elementler-1) Ana Soliisyonu

H3BOs 620 mg
MnS04.4H,0 1695 mg
ZnS04.7H.0 860 mg
Kl 83 mg
Na;M0042H,0 35 mg

Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir.
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MS (Mikro Elementler-2) Ana Soliisyonu

CuS0O, .5H,0 25 mg
CoCl,.6 H,O 25 mg
Distile Su 200 ml’ye tamamlanir.

Komplex Kelatér Ana Solusyonu

FeSO4.7H.0 3,725¢g
Na,EDTA 2,785¢g
Distile su 1000 ml’ye tamamlanir,

Vitamin Karisimi Ana Soliisyonu

Nikotinik asit 50 mg
Glisin 200 mg
Pridoksin HCI 50 mg
Distile su 100 ml’ye tamamlanir.

B: Vitamini Ana Soliisyonu (10°%)
Tiamin HCI 10 mg
Distile Su 100 ml’ye tamamlanir.

Myo-inositol (10-%)
myo-inositol 100 mg
Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir.

Cizelge 3.3. Standart MS besi ortam igerigi* (g/l)

MS ana soliisyonu

(Makro elementler) 100 ml

MS mikroelementler-1 10 ml

MS mikroelementler-2 1ml

Komplex kelator 10 ml

Vitamin karigimi 1ml

B, vitamini ana sollsyonu 1ml

Sakkaroz 309

Agar 6.29

Distile su 1000 cc.’ye tamamlanir.

* Tez ¢alismasinda Sigma Ltd. kimyasallart kullanilmistir.

Surgunlerin proliferasyonu

Tohumlarin yiizey sterilizasyonu, In vitro sartlarda ¢imlendirilmesi ve elde
edilen siirgiinlerin proliferasyonu asamalarinda Tilkat ve ark., (2008) ile Onay (2000)'n
yapmis oldugu protokoller modifiye edilerek gerceklestirildi. Buna gore, tohumlarin
cimlendirilmesi i¢in, tohumlar Oncelikle 6n sterilizasyon islemine tabi tutulmus ve
%70’1ik etil alkol icerisinde 45-50 sn calkalandi. Daha sonra %20 sodyum hipoklorit
(NaOCl) ¢ozeltisi igerisinde 20 dk. bekletilerek olasi mikrobiyal kontaminasyonlardan
ve akabinde 7 kez 5’er dk olmak kosuluyla steril distile suda yikanarak NaOCl
bulasigindan arindirildi. Calkalama islemlerinin tiimii 150 rpm’de calisan bir ¢alkalayici

Uzerinde, durulama ve sterilanttan arindirma islemleri ise steril distile saf suda
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calkalama yoluyla yapildi. Sterilizasyon islemi tamamlanan tohumlar, 30 g/l sakkaroz,
6.2 g/l agar destekli ve herhangi bir bitki blylme dlzenleyicisi icermeyen MS besi
ortamina bir kontrol grubu ile birlikte 50-150 ve 250 mM seklinde 3 farkli oranda NaCl
ilave edilen MS besi ortamlarina aktarilarak 25+2 °C de 16/8 1sik/karanlik fotoperiyoda
sahip kontrollii bir bitki biiyiitme odasinda ¢imlendirildi.

In vitro sartlarda siirgiin proliferasyonu yoluyla elde edilen kok, gbvde ve
yapraklar golgede kurutularak ekstraksiyon islemleri i¢in hazirlandi. Tiim tablolarda

ekstreler asagida verildigi gibi kodlandi.

E.Y. : Dogal Erkek Yaprak
D.Y. : Dogal Disi Yaprak
E.G. : Dogal Erkek Govde
D.G. : Dogal Disi Govde

E.K. : Dogal Erkek Kok

D.K. : Dogal Disi Kok

I.LK.Y. - In vitro Kontrol Yaprak
I.LK.G. > In vitro Kontrol Govde
.LK.K - In vitro Kontrol Kok

50mM LY. :50 mM tuz uygulanmig In vitro Yaprak
50mM I.G. : 50 mM tuz uygulanmis In vitro Govde
50 mM LK. :50 mM tuz uygulanmis In vitro Kok
150 mM LY. : 150 mM tuz uygulanmis In vitro Yaprak
150 mM L.G. : 150 mM tuz uygulanmis In vitro Govde
150 mM LK. : 150 mM tuz uygulanmis In vitro Kok
250 mM LY. :250 mM tuz uygulanmis In vitro Yaprak
250 mM I.G. :250 mM tuz uygulanmis In vitro Gévde
250 mM LK. :250 mM tuz uygulanmis In vitro Kok
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3.2.2. Biyolojik aktivite calismalar

Ekstrelerin hazirlanmasi

Eksplantlar (kok, govde ve yapraklar) ayr1 ayri bir 6giitiicii yardimiyla toz haline
getirildi ve tartildi. Daha sonra kuru bitki 6rneklerinin tizerlerine etanol (50 mL, 3x24
s.) ilave edilerek calkalayict ile 260 rpm’de ekstrakte edildi. Siizme ve ¢oziicli ugurma
islemlerinden sonra ham ekstreler elde edildi. Bu ekstreler, etanolde ¢oziilerek 4000
mM derisiminde 10’ar mL ¢ozeltiler hazirlandi. Akabinde bu ¢ozeltilerden ise, 1000
mg/l derisiminde 5’ser mL’lik ¢ozeltiler hazirland1 (Bakir ve ark., 2020).

Antihipertansif aktivitenin  belirlenmesi  (Anjiyotensin  |-doniistiiriicii

Enzim, ACE, Inhibisyonu)

Kwon ve ark. (2006) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek kullanildi.
Elli mikrolitre 6rnek ¢ozeltisi, 2 mU ACE igeren 200 uL NaCl-borat tampon ¢ozeltisi
(0,3 M NaCl, pH 8,3) ile 25°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon
¢ozeltisine 100 puL 5,0 mM substrat (hippdril-histidil-16sin) eklenmis ve 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi. Bos ornek (enzim ve substrat yerine tampon ¢dzelti igeren), kontrol
(ekstre Ornegi yerine saf su iceren) ve bos deneme (ekstre Grnegi ve enzim yerine
tampon ¢0zelti iceren) ile de analiz yapildi. Reaksiyon 150 puL 0,5 N HCI eklenerek
sonlandirilacak ve olusan hippurik asidin tayini diyot dizili dedektorlii yiiksek
performansli sivi  kromatografisi (LC-MS/MS) ile 228 nm dalga boyunda
gerceklestirildi (Ayaz Tilkat ve ark., 2021).

Antikolinesteraz aktivitenin belirlenmesi

AChE enziminin hazirlanmasi: 1,17 mg (498.3498 U) AChE enzimi alinarak 5

mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii ve 1’er mL’lik bes boliime ayrildi. Her biri i¢in
99,66996 U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu ve 1 mL’lik stoklar da 125 pL’lik 8
esit boltime ayrild1 (0,09966996 U/uL). 125 pL’lik enzim ¢ozeltisine 460 uL. pH=8
tampon ¢ozeltisi eklendi (0,021297 U/uL) . 585 uL ¢ozelti 25 plL’ik 23 tane kiiclik
eppendorf tiiplere doldurularak daha sonra kullanilmak tizere derin dondurucuda
bekletildi. Stok c¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle 2150 pL’ye
tamamlandi (2,476x107* U/uL).

BChE enziminin hazirlanmasi: 1 mg (11,4 U) BChE enzimi alinarak 5 mL pH=8

tampon cozeltisinde ¢6zildi (2,28 U/mL). Bu ¢ozeltiden 300 pL’lik stoklar olusturulup
kiiciik siselere dolduruldu ve daha sonra kullanilmak tizere derin dondurucuda bekletildi
(0,00228 U/uL). Stok c¢ozeltiler kullanilmadan o6nce 1850 pL pH=8 tampon
¢ozeltisinden eklenerek kullanima hazir hale getirilir (3,1813x10* U/uL).



27

4000 uM standart Galantamin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 2,3 mg galantamin 2

mL etanolde ¢oziilerek galantamin ¢ozeltisi hazirlanmis olur.

Antikolinesteraz aktivite tayin yontemi

Asetilkolinin AChE tarafindan tiyokoline parcalandiktan sonra, tiyokolinin sari
renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu vermek dzere 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) ile reaksiyon verdigi kolorimetrik bir yontem olan Ellman metodu, 96
kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirildi (Ellman ve ark. 1961; Ertas ve Yener 2020).

AChE aktivite testi

Standart olarak galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya
yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okundu. AChE aktivitesi (%inhibisyon)
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

%Inhibisyon = (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildi.

BChE aktivite testi

AChE aktivite testinde uygulanan yontem kullanildi. Farkli olarak BChE
inhibisyon aktivitesi icin enzim olarak at serumundan elde edilen BChE enzimi, substrat
olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanildi. BChE aktivitesi (%inhibisyon) asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplandi. Her bir 6rnekten {i¢ paralel ¢alisma yapildi.

%Inhibisyon= (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100

Antilireaz ve antitirozinaz aktivitenin belirlenmesi

Ureaz enziminin hazirlanmasi: 1 mg (21 U) Ureaz enzimi alinarak 1 mL pH=8,2

tampon c¢ozeltisinde ¢oziildii ve 50 pL’lik 20 esit boliime ayrildi ve daha sonra
kullanilmak {iizere derin dondurucuda bekletildi. Stok c¢ozeltiler kullanilmadan Once
pH=8,2 tampon ¢ozeltisiyle 2000-3000 pL’ye tamamlandi.

Tirozinaz enziminin hazirlanmasi: 1 mg Tirozinaz enzimi alinarak 0,25 mL

pH=6,8 tampon ¢6zeltisinde ¢oziildii ve 50 pL’lik 5 esit boliime ayrildi ve daha sonra
kullanilmak {tizere derin dondurucuda bekletildi. Stok c¢ozeltiler kullanilmadan 6nce
pH=6,8 tampon ¢ozeltisiyle 2000-3000 pL’ye tamamlandi.

Tiyoiire standart ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1 mg tiyolre 1 mL etanolde ¢ozilerek

tiyolire ¢ozeltisi hazirlandi.

Kojik asit standart ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1 mg kojik asit 1 mL etanolde

coziilerek kojik asit ¢ozeltisi hazirlandi.
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Antitreaz aktivitenin belirlenmesi

Ureaz inhibisyon aktivitesi icin enzim olarak iireaz enzimi, substrat olarak ise
iire kullanilmaktadir (Hina ve ark., 2015; Akdeniz ve ark., 2021). Mikroplakadaki
kuyucuklara once etanol i¢inde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden
10 uL ve enzim c¢ozeltisinden 25 pL konuldu daha sonra 50 pL substrat (iire) ilave
edildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 630 nm dalga boyunda ilk
absorbans okundu. Bu ¢dzelti 15 dakika stre ile 30°C de inkibe edildi. 15 dakika sonra
bu ¢ozeltinin iizerine 45 plL fenol reaktifi ve 70 pL alkali reaktif konuldu. 20 dk
inkiibasyondan sonra 630 nm dalga boyunda son okuma yapildi ve absorbans okundu.
Standart olarak tiyoiire kullanildi. Ureaz aktivitesi (%inhibisyon) asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplandi.

%Inhibisyon = (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100

Antitirozinaz aktivitenin belirlenmesi

Tirozinaz inhibisyon aktivitesi igin enzim olarak tirozinaz enzimi, substrat
olarak ise L-DOPA kullanilmaktadir (Hearing ve ark. 1987; Akdeniz ve ark., 2021).
Mikroplakadaki kuyucuklara 150 pL fosfat tamponu (pH =6,8), ekstrelerin etanol iginde
4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim ¢dzeltisinden 20
puL konuldu. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 3 dk karistirildi 475 nm
dalga boyunda ilk absorbans okundu. Bu ¢ozelti 10 dakika sire ile 37°C de inkibe
edildi. 10 dakika sonra 20 pL substrat (L-DOPA) ilave edildi. Tekrar 10 dk 37°C’de
inkiibasyondan sonra 475 nm dalga boyunda son okuma yapildi ve absorbans okundu.
Tirozinaz aktivitesi (%inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. Standart
olarak kojik asit kullanildi.

%Inhibisyon= (Axontrol — Asmek) / Akontrol X 100

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Orneklerin Toplam Fenolik ve Flavonoid I¢eriklerinin Belirlenmesi

Calisilan ekstrelerin toplam flavonoid ve fenolik igerikleri, sirasiyla kersetin ve
pirokatekol bilesiklerine esdeger olarak hesaplandi (Slinkard ve Singleton, 1977,
Moreno ve ark., 2000; Ertas ve ark., 2021a).
Ekstrelerin toplam flavonoid ve fenolik igerigini hesaplamak i¢in asagidaki denklemler
kullanildi.

Absorbans = 0.0548x + 0.0333 Pirokatekol (ug) (r?>= 0.9949)
Absorbans = 0.0398 x + 0.0039 Kersetin (ug) (r?= 0.9936)
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Orneklerin Antioksidan Aktiviteleri

Calisilan bitki tlrlerinin toprak Ustl kisimlarinin etanol ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, ABTS katyon radikali giderim
aktivitesi ve CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)
yontemleriyle belirlendi (Blois ve ark., 1958; Re ve ark., 1999; Apak ve ark., 2004; izol
ve ark., 2021; Ertas ve ark., 2021b). Tium antioksidan aktivite yontemlerinde standart
olarak a-TOC ve BHT kullanildi.

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yonteminde 160 puL 0.1 mM DPPH
¢ozeltisi etanolde ¢oziinmiis 40 pL 6rnek ¢ozeltisine konularak 30 dk sonra 517 nm
dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi
yonteminde ise suda hazirlanan 7 mM ABTS ¢ozeltisine 2,45 mM potassium persulfate
eklenerek oda sicakliginda 12 saat bekletildi. Hazirlanan bu c¢ozelti etanol ile
seyreltilerek absorbansi 734 nm dalga boyunda 0,700+0,025 olarak ayarlandi. Bu
cozeltiden 160 pL almarak etanolde ¢oziinmiis 40 UL 6rnek ¢ozeltisine konularak 30 dk
sonra 734 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildi. DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi, ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemlerinde inhibisyon
hesaplanmasinda asagidaki denklem kullanildi.

ABTS katyon radikal giderim aktivitesi ve DPPH serbest radikali giderim aktivitesi
(%inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. Her bir ornekten ii¢ paralel
calisma yapildi. Standart olarak a-Tokoferol ve BHT kullanildu.

%Inhibisyon = (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(II)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(l)-Nc kelatina indirgenir ve bu kelatin 450
nm’de absorbansi Olgiiliir. Hazirlanan o6rnekler ve standartlarin {izerine, son
konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 pg/mL olacak sekilde Cu (II), neokuproin ve
NH4OCH3COO tamponu ilave edildi ve 1 saat sonra 450 nm’de absorbans o6l¢iildii.
Orneklerin absorbans degerleri standartlara kars1 degerlendirildi. Her bir drnekten g

paralel ¢alisma yapildi. Standart olarak BHT ve a-TOC kullanildi.

3.2.3. Istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel hesaplamalar Minitab 16.2.1. istatistiksel yazilim (MINITAB
Inc, 2010) kullanilarak yapildi. Calismada P. vera turunin kimyasal igeriklerinin
sonuclar1 ¢oklu degisken analizi, temel bilesen analizi (PCA) ve hiyerarsik kiimeleme

analizi (HCA) teknikleri kullanilarak yapildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. In vitro Cahismalara Ait Sonuglar ve Tartisma

Dogal sartlarda yetisen olgun P. vera’nin erkek ve disi agaglarindan alinan kok,
govde ve yaprak kisimlarinin biyolojik aktiviteleri ile, tohumdan itibaren In vitro
sartlarda bir kontrol grubu ile birlikte farkli tuz konsantasyonlar1 uygulanmis ve tuz
icermeyen MS besi ortaminda c¢imlendirilen fidelere ait kok, govde ve yaprak
kisimlarinin biyolojik aktivitelerinin karsilagtirmali olarak degerlendirmeye alindigi bu
tez kapsaminda, In vitro kiiltiirlerin baslatilmasi igin Tilkat ve ark., (2008) ile Onay
(2000)’in gelistirmis olduklar1 In vitro mikrogogaltim protokolleri kullanilmig ve In
vitro kiltlrlerden basarili bir sekilde fidecikler elde edilmistir. Sekil 4.1. (A)’da In vitro
sartlarda ¢cimlenmeye birakilan tohumlar, Sekil 4.1. (B)’de 28 giinliik kiiltiir periyodu
sonucunda BBD igermeyen MS besi ortaminda ¢imlendirilmis fideler Sekil 4.1. (C)’de
ise 28 gunlik kdltir periyodu sonucunda BBD icermeyen ve 250 mM tuz

elisitasyonundan elde edilen fideler verilmistir.

Sekil 4.1. (A) In vitro ¢gimlenmeye birakilan P. vera L. tohumlar1 (B) BBD icermeyen MS besi ortaminda
cimlendirilmis fideler (C)’de ise 28 giinliik kiiltiir periyodu sonucunda BBD igermeyen ve 250 mM tuz
elisitasyonundan elde edilen fideler. (Barlar; A ve C: 0.9 cm-B:1.1 cm)

Sahip oldugu ekonomik ve tibbi degeri nedeniyle yesil altin aga¢ olarak bilinen
antepfistig1 agaci, Tlrkiye' de eski zamanlardan beri yetistirilmektedir. Bitkinin vejetatif
olarak  Uretilmesindeki  zorluklar nedeniyle, antepfistigi  bitkisi iiretiminin
iyilestirilmesinde bitki doku kiiltiirii ydntemlerinin kullanimi1 énem kazanmistir (Ozden
Tokatli, 2005). Bu tez kapsaminda nihai ama¢ Antepfistiginin tohumdan itibaren yeni
bir mikrogogaltim protokolii olmadigindan kontrol gruplarinin olusturulmasinda ve
elisitasyon denemeleri igin antepfistigt tohumlarinin basarili bir sekilde In vitro
cimlendirilmesi ¢alismalarinda Tilkat ve ark., (2008) ve Onay (2000) tarafindan daha

once denenmis ve basarili sonuclarin elde edildigi kiiltiir teknikleri uygulanmistir.
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4.2. Biyolojik Aktivite Caligsmalarina Ait Sonuglar ve Tartisma
4.2.1. Antihipertansif aktivite sonugclar: ve tartisma

P. vera’ya ait In vivo disi ve erkek genotipler ile In vitro drneklere ait ekstrelerin
antihipertansif aktiviteleri Cizelge 4.1.”de sunulmustur.

Cizelge 4.1. irdelendiginde, antihipertansif aktivite bakimindan maksimum
sonuglarm In vivo disi yaprak ekstrelerinden elde edildigi (77,7) tespit edilmistir. in
vivo kokenli ekstreleri kendi i¢inde degerlendirdigimizde, ikinci sirada In vivo erkek
govde ekstrelerinin yer aldigi, In vivo disi govde ve erkek kok kisimlarinin aktivite
gostermedigi ve In vivo disi kok kisimlariin ise minimum (15,0) degere sahip oldugu
goriilmistiir. In vitro uygulamalar1 kendi i¢inde degerlendirdigimizde ise, maksimum
sonucun 250 mM tuz uygulanmis kok ekstrelerine ait oldugu, yine bu siralamay1 43,4
ile 150 mM tuz uygulanmis govde ekstrelerinin takip ettigi belirlenmistir. Genel
anlamda antihipertansif aktivite bakimidan In vivo kokenli ekstrelerin In vitro kokenli

ekstrelere kiyasla daha yiiksek degerlere sahip oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.1. P. vera L’ya ait In vivo ve In vitro drneklerin antihipertansif aktivite sonuglari

Ornekler ACE?
E.Y. 22,0
D.Y. 77,7
E.G. 45,1
D.G. A.D
E.K. A.D
D.K. 15,0
LK.Y. 20,4
1.K.G. A.D
1.K.K. 32,6

50 mM LY. 8,2
50 mM 1.G. 9,3
50 mM 1.K. A.D
150 mM LY. 37,7
150 mM 1.G. 43,4
150 mM 1.K. A.D
250 mM LY. 11,7
250 mM 1.G. 13,4
250 mM |.K. 47,1

Lisinopril® 89,1

a: Degerler 3 paralel 6lgiimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak
verilmistir (100 pg/ml). b: Standart madde, A.D: Aktif degil

Hipertansiyon kritik bir saglik sorunudur ve verdigi zararlar bakimindan diger
kardiyovaskiiler hastaliklardan daha 6nde yer alir. Bitkisel ilaglar, minimum yan etki ile
hipertansiyonun yonetimi ve tedavisi i¢in milyonlarca yildir kullanilmaktadir (Verma ve

ark., 2020). Digitalis purpurea (yuksik otu) gibi bitki turlerinden digitoksin
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tiretilmistir. Benzer sekilde Rauwolfia serpantina turlerinden reserpin, Salix alba (s6giit
kabugu)'dan aspirin, Jatropha podagrica'dan tetrametilpirazin ve Stephenia tetradra'dan
tetrandrine tliretilmistir. Bu bitki kaynakli antihipertansif ajanlar farklt mekanizmalar
yoluyla bilimsel olarak kanitlanmistir (Sultana ve Asif.,, 2017). Son 20 yilda, tibbi
bitkiler, yeni bilesiklerin kesfedilme kaynaklar1 olarak 6nemini korudu. Giivenli, etkili
ve uygun maliyetli antihipertansif ilaglarin gelistirilmesinde kullanildilar (Amira ve
Okubadejo, 2007). Bitki kaynakli sekonder metabolitler terapotik degere sahiptir ve
geleneksel olarak tibbi amaglar i¢in kullanilir (Assob ve ark., 2011). Bir¢ok flavonol,
ACE inhibitér 6zelligine sahiptir. Sedum sarmentosumis gelencksel olarak tibbi bir
bitkidir ve ACE inhibitdr aktiviteye sahip oldugu tespit edilen bes flavonoliin
kaynagidir (Oh ve ark., 2004). Ahmed ve Urooj, (2010)’nin Ficus racemosa gdvde
kabugunda yaptiklar1 bir caligmada In vitro olarak doza bagli bir ACE inhibisyonu
ozelligi gosterdigi bildirilmistir. Randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii bir calismada,
28 giin boyunca 730 mg/d'lik diyet kersetin takviyesinin, hipertansif hastalarda kan
basincini diisiirmede etkili oldugu bulunmustur (Edwards ve ark., 2007). Flavonoid
bakimindan zengin elma kabugu 0Oziitiiniin ¢alisildig1 ¢alismada ise, genistein haric test
edilen tum flavonoidler ve iki kuersetin metabolitinin (kersetin-3-O-glukuronik asit ve
kuersetin3-O-siilfat) ACE'yi dnemli 6lglide inhibe ettigi bildirilmistir (Balasuriya ve
Vasantha Rupasinghe, 2011). P. atlantica yapraklarinin materyal olarak kullanildig1 bir
baska calismada, ACE-I aktivitesini inhibe edebilecek fenolik bilesikleri igerdigini
sonug olarak bu bitkinin yapraklarinin antihipertansif aktivitenin gelistirilmesi i¢in bir
potansiyel oldugunu rapor etmislerdir. Ayaz Tilkat ve ark., (2021) tarafindan, P. khinjuk
In vivo erkek ve disi genotipleri ile In vitro siirglin kulturlerinden elde edilen kok, govde
ve yaprak kisimlarindan kargilastirmali olarak antihipertansif aktivitelerini arastirdiklar
bir diger calismada ise, kullanilan standarda en yiiksek aktivitenin In vivo disi
genotiplere ait kok ekstrelerinden elde edildigi ve In vitro ekstreler igerisinde sadece
govde kisimlarinda yine yliksek seviyede aktivite goriildiigiinii bildirmislerdir.
Caligmamizda ise, In vivo kokenli disi yaprak ekstrelerinin Lisinopril’den sonra
en yiiksek aktiviteyi verdigi, bunun yaninda 150 mM tuz elisitasyonunun ise kontrol
yaprak ekstrelerine oranla antihipertansif aktiviteyi arttirdigi yine kontrol govde
ekstrelerinde aktivite gézlenmezken 50, 150 ve 250 mM tuz elisitasyonunun gdévde
ekstrelerinde, 250 mM tuz elisitasyonunun da kok ekstrelerinde aktiviteyi tetikleyerek
belirgin bir artisa yol a¢tig1 belirlenmistir. Dolayisiyla, yukarida verilen literatiirler goz

Oniine alindiginda antihipertansif aktivite bakimindan cins diizeyinde farkli kisimlarin
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rol oynadigi ancak genel anlamda In vivo ekstrelerin daha yarayisli oldugu ve bu

anlamda bir potansiyel teskil ettigi soylenebilir.

4.2.2. Enzim inhibisyonu aktivitelerine ait sonug¢lar ve tartisma

Antikolinesteraz aktivite sonuclari ve tartisma

P. vera’ya ait In vivo disi ve erkek genotipler ile In vitro oOrneklere ait
antikolinesteraz aktiviteleri Cizelge 4.2.’te sunulmustur.

Cizelge 4.2. irdelendiginde, genel olarak In vivo ekstrelerin In vitro kontrol ve
elisititasyon sonuglarina oranla daha yiiksek AChE ve BChE enzim inhibisyonuna sahip
olduklar1 goriilmistiir. Antikolinesteraz aktivite bakimindan erkek genotiplere ait kok
kisimlarinin sirasiyla AChE enzim inhibisyonuna 28,12+0,34 ile ve BChE enzim
inhibisyonuna ise 69,61+1,20 degerleri ile en yiiksek aktiviteyi gosterdikleri
belirlenmistir. Ayrica In vivo kdkenli ekstrelerin BChE enzim inhibisyonuna kars1 daha
iyi sonuglara sahip oldugu ve standart olarak kullanilan Galantamin’e (79,22+1,82)
yakin degerleri tasidigi da tespit edilmistir. In vitro kontrol ve elisitasyon sonuglarina
bakildiginda ise genel anlamda AChE enzim inhibisyonuna kars1 bir aktiviteye sahip
olmadiklar1 ancak yaprak ekstrelerinin diger kisimlara oranla BChE enzim

inhibisyonuna kars1 daha etkili olduklar1 sylenebilmektedir.

Cizelge 4.2. P. vera L’ya ait In vivo ve In vitro drneklerin antikolinesteraz aktivite sonuglart

Ornekler AChE? BChE?
E.Y. A.D. 62,94+1,29
D.Y. A.D. 50,75+1,20
E.G. 1,16+0,01 37,86+2,17
D.G. A.D 25,75+1,10
E.K. 28,12+0,34 69,61+1,20
D.K. 12,71+0,12 61,33+0,51
LK. 9,07+0,07 54,15+1,46
I.K.G. A.D. 41,78+1,13
I.K.K. A.D. 34,47+1,25

50 mM LY. 10,51+0,13 52,36+1,25
50 mM |1.G. A.D. 50,24+0,59
50 mM LK. A.D. 32,35+0,62
150 mM LY. A.D. 44,79+1,69
150 mM I.G. A.D. 33,63+1,02
150 mM LK. A.D. 20,10+1,13
250 mM LY. A.D. 38,06+1,71
250 mM |.G. 6,63+0,03 25,23+0,43
250 mM LK. A.D. 17,92+0,83
Galantamin® 86,22+1,93 79,22+1,82

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (100 pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil
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Yaygin bir norodejeneratif hastalik olan AH, ndrotransmitter olan ACh’in
beyindeki diisiik seviyeleri ile karakterizedir. Norodejeneratif hastalik, basta merkezi
sinir sistemi olmak {izere noronlarin kronik olarak bozulmasi ve bozulmasindan
kaynaklanan c¢esitli durumlara uygulanan bir terimdir (Houghton ve Howes, 2005).
Gliniimiizde hastaligin semptomatik tedavisinde en sik wuygulanan strateji ise
kolinesteraz enzim inhibitorlerinin kullanilmasidir. Bu baglamda birkag¢ tibbi bitki
ekstresinin AChE ve BChE inhibe edici aktivite gdsterdigi rapor edilmistir. Adsersen ve
ark., (2006)’nin yapmis olduklar1 bir arastirmada Ruta graveolens, Lavandula
angustifolia, Rosmarinus officinalis, Petroselinum crispum ve Mentha spicata
ekstrelerinin orta diizeyde AChE inhibisyonunu sergiledigini rapor etmislerdir.
Portekiz'de yetisen on bitki tiirinden Melissa officinalis ve Mentha suaveolens ugucu
yag fraksiyonunda %50'den fazla AChE inhibe etme kapasitesi gosterdigi, Laurus
nobilis, Hypericum undulatum ve Sanguisorba minor etanol 6ziitiilerinin, sirasiyla %64
(1 mg/ml), %68 (0,5 mg/ml) ve %78 (1 mg/ml) AChE inhibisyonu sergiledigini
bildirmislerdir (Ferreira ve ark. 2006). Orhan ve ark. (2007), 14 Salvia tiiriiniin petrol
eter, kloroform, etil asetat ve metanol ekstrelerinin olast BChE inhibitor aktivitesini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, Salvia frigida ve Salvia migrostegia'nin 1 mg/ml etil
asetat, Salvia candidissima ssp. occidentalis ve Salvia ceratophylla’nin kloroform ve
ayrica Salvia cyanescens'in petrol eteri ekstrelerinin, BChE'yi %90'dan fazla inhibe
ettigini rapor etmiglerdir. P. khinjuk’a ait ekstrelerin AChE ve BChE'ye karsi sirastyla
%83.6 ve %81.4'lik bir inhibisyon gosterdigi (Ghajarbeygi ve ark., 2019), yine
Tiirkiye’de yetisen P. khinjuk {izerine yapilan, In vivo erkek ve disi genotipleri ile In
vitro siirglin kiiltiirlerinden elde edilen kok, gévde ve yaprak kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin karsilastirmali olarak verildigi baska bir calismada, higbir ekstrenin AChE
enzim inhibisyonu gostermedigini, ancak %75 oraninda BChE enzim inhibisyonuna
sahip olduklarini rapor etmislerdir (Ayaz Tilkat ve ark., 2021). P. atlantica subsp.
atlantica yapraklarinin kullanildig: bir diger ¢alismada ise AChE’n iyi derecede inhibe
edici aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir (Benamar ve ark., 2018). Calismamizda
ise, In vivo erkek kok kisimlarinin hem AChE hem de BChE enzim inhibisyon aktivitesi
bakimindan daha yarayigh kisimlar oldugu, In vivo erkek ve disi yaprak kisimlarinda
AChE enzim inhibisyonuna yanit olusturmadigi ancak In vitro ve 50 mM tuz
elisitasyonunun bu kisimlarda aktivasyonu tetikledigi ve genel anlamda tiim ekstrelerin

BChE enzim inhibisyon aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla hem In
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vivo hem de In vitro elde edilen kok govde ve yaprak kisimlarinin BChE enzim
inhibisyonuna sahip olduklarindan tedavi amacli kullanilabilecegi one siiriilebilir.

Antilreaz ve antitirozinaz aktivite sonuclari ve tartisma

P. vera’ya ait In vivo disi ve erkek genotipler ile In vitro drneklere ait ekstrelerin
Ureaz ve tirozinaz enzim inhibisyonuna iligkin sonuglar Cizelge 4.3.’te sunulmustur.

Cizelge 4.3. irdelendiginde, In vivo genotiplere ait erkek kok ekstrelerinin hem
antitireaz (61,98+1,71) hem de antitirozinaz (35,28+0,27) aktivite bakimindan standart
olarak kullanilan tiyoiire ve kojik asite tiim ekstreler i¢inde en yakin sonuglari icerdigi
tespit edilmistir. In vivo erkek genotiplere ait galisilan tiim kisimlarin her iki enzim
inhibisyonunda aktif oldugu goriilmiistiir. In vitro kontrol gruplarinda, yaprak
ekstrelerinin diger ekstrelere oranla daha yliksek aktivite gosterdikleri bulunmustur.
Elisite edilen edilen ekstrelere bakildiginda ise, 50 (yaprak) ve 250 mM (gdde ve kok)
tuz elisitasyonuna birakilan ekstrelerin her iki enzim inhibisyonu bakimindan daha

yarayisli degerlere sahip olduklari goriilmiistiir.

Cizelge 4.3. P. vera L’ya ait In vivo ve In vitro 6rneklerin iireaz ve tirozinaz enzim inhibisyonu sonuglari

Ornekler Ureaz? Tirozinaz?
E.Y. 47,48+1,54 20,98+0,96
D.Y. 24,97+1,41 10,21+0,75
E.G. 12,46%0,34 18,66%0,23
D.G. AD AD
E.K. 61,98+1,71 35,28+0,27
D.K. 35,85+0,53 21,41+0,84
1.K.Y. 38,72+1,06 9,39+0,18

1.K.G. AD AD
I.K.K. AD 7,89+0,08
50 MM LY. 19,72+0,95 3,16+0,05
50 mM 1.G. AD 3,35+0,02
50 mM 1.K. AD AD
150 MM LY. AD AD
150 mM 1.G. AD AD
150 mM |.K. AD AD
250 mM LY. AD AD
250 mM 1.G. 14,96+0,16 3,20+0,03
250 mM LK. 2,21+0,02 1,80+0,01
Tiyolre® 97,80+1,63
Kojik asitP - 89,23+1,21

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (100 pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil

Ureaz, Helicobacter pylori ve Proteus mirabilis igin ve ayrica belirli azotlu
bilesiklerin ¢evresel dontsumlerinde ©6nemli bir virllans faktoridiar. Bu

mikroorganizmalarin neden oldugu {ire hidrolizi, artan pH ve amonyak toksisitesine yol
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acar ve insan mide mukozasinin bakteriyel kolonizasyonunu ve idrar yollarinda truvit ve
karbonat-apatit taslarinin olusumunu saglar. Tibbi uygulama olasilig1 nedeniyle, insan
saglig1 icin diisiik toksisite gereksinimini karsilayan ve diislik ¢evresel etkiye sahip yeni,
secici ve verimli {ireaz inhibitorleri smiflarinin gelistirilmesi gereklidir (Macegoniuk,
2013). Daphne retusa (daphnretusic asit), P. atlantica (transilitin ve dihidro luteolin) ve
pamuk (gossypol, gossypolone andapogossypol) bitkileri, fasulyeden elde edilen
iireazin mikromolar inhibitorleri olarak goriilmiistiir (Mansoor ve ark., 2014; Uddin ve

ark., 2015; Chen ve ark.,2015).

Ureaza kars1 yakin zamanda belirlenmis inhibitdr etkiye sahip dogal iiriinlerin
temsili 6rnekleri olarak Afrika’da yetisen ve tibbi bir bitki olan Boswellia carterii'nin
bir kimyasal bileseni olan boswellik asit, Cin'de gastrointestinal hastaliklarin tedavisi
icin geleneksel olarak kullanilan bir bitki olan Coptis chinensis'ten palmatin ve
epiberberin, yine Cin’de yetisen ve tibbi bir bitki olan Andro-graphis aniculata'nin,
andro-grapholide, ve ana diterpenoid lakton rapor edilmistir (Kafarski ve Talma, 2018).
P. khinjuk’a ait In vivo disi ve erkek genotipler ile In vitro drneklere ait ekstrelerinin
antilireaz ve antitirozinaz aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada In vitro 6rneklere ait
hi¢ bir ekstrede antilireaz aktivitesi gozlenmedigi, In vivo disi genotiplere ait kok
ekstrelerinin 54,8141,09 ile en yiiksek antitirozinaz aktivite sergiledigi, genel anlamda
kok ekstrelerinin govde ve yaprak kisimlarindan daha iyi sonuglar verdigi tespit
edilmistir (Ayaz Tilkat ve ark., 2021). Rhus coriaria (Sumak)’nin metanol ekstrelerinin
de fasiilye iireaz enzimi iizerine yiiksek derecede antilireaz aktivitesine sahip oldugu
bildirilmistir (Mahernia ve ark., 2015). Calismamizda ise, maksimum antiiireaz
aktivitesine sirasiyla In vivo kokenli erkek kok, In vitro kokenli yaprak ve 50 mM tuz
elisitasyonu yaprak ekstrelerinde rastlandigi ve bu kisimlarin ticari anlamda bir

potansiyel teskil edebilecegi belirlenmistir.

Melanin, sa¢ ve ciltte bulunan ve insan cildini radyasyona kars1 korumak i¢in
gerekli bir pigmenttir. Epidermal tabakada birikimi, melanogeneze veya cilt
pigmentasyonuna yol acar (Villareal ve ark., 2017). Farmakolojik olarak, melanogenez,
tirozinaz veya diger ilgili melanojenik enzimlerin aktivitesini inhibe ederek kontrol
edilebilir. Melanojenik enzimler arasinda tirozinaz, melanin {iretimini kontrol eden hiz
siirlayict enzimdir (Lin ve ark., 2017). Melanogenez inhibisyonu igin stratejik bir
yontem tirozinaz inhibitorlerinin kullanimidir. Bitkiler, bakteriler ve mantarlar dahil

olmak {izere dogal kaynaklar, son zamanlarda biyoaktif bilesikler lireterek antitirozinaz
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aktiviteleri i¢in artan bir ilgi haline gelmistir. Bazi arastirmacilar, 6zellikle gida,
kozmetik ve tibbi uygulamalar i¢in daha az toksisite ve daha iyi biyoyararlanimlar
nedeniyle dogal kaynaklardan gelen inhibitorleri tanimlamayi tercih etmektedir. Fenolik
bilesiklerin bitkilerde bulunan en biiyiik fitokimyasal grubu oldugu ve esas olarak bitki
ekstraktlarindaki aktivitelerden sorumlu faktorlerden biri oldugu iyi bilinmektedir.
Bir¢ok bitki ekstraktinin tirozinaz inhibitdr aktivitesi, yeni anti-tirozinaz bilesikleri

kaynaklar1 bulmak i¢in gergeklestirilmistir.

Cesitli aragtirmacilar tarafindan Asphodelus microcarpus (Lee ve ark., 2017),
Limonium tetragonum (Alam ve ark., 2012), Arctostaphylos uva-ursi (Kim ve ark.,
2017), Pleurotus ferulae (Taherkhani, 2017) gibi bitkilerin antitirozinaz aktiviteleri
rapor edilmistir. P. atlantica subsp. mutica’nin metanol, n-heksan, diklorometan, n-
butanol, etil asetat ve sulu ekstrelerinin B16F10 melanom hiicre hattinda melanin
sentezi ve oksidatif stres lizerine etkilerinin arastirildig1 bir ¢aligmada 0.2-200 pg/mL
metanol, etil asetat, ve n-butanol, 0.2 pug/mL n-heksan, ve 20-200 pug/mL diklorometan
konsantrasyonlarindaki ekstrelerin, mantar tirozinaz aktivitesini inhibe ettigi
bildirilmistir (Eghbali-Feriz ve ark., 2018). P. atlantica subsp. kurdica ekstrelerinin
pozitif kontrol olarak kojik asitin kullamildig1 bir diger caligmada ise, tirozinaz
aktivitesi, melanin igerigi ve ROS {iretimi tizerinde 6nemli azaltic1 etkilere sahip oldugu
gozlenmistir (Rahman, 2018). 18 farkli ekstrenin denendigi ¢alisma bulgularimizda,
yaridan fazla ekstrenin antitirozinaz aktivite gosterdigi tespit edilmis maksimum
sonucun In vivo kokenli erkek kok ekstrelerine ait oldugu ve bu kisimlarm kozmetik
endiistrisinde cilt pigmentini ve yaslanmay1 azaltmada yeni bir farmasotik ajan olarak

degerlendirilebilecegi diisiiniilmiistiir.

4.2.3. Toplam fenolik-flavonoid icerigi ve antioksidan aktivitelerine ait sonuglar ve
tartisma

P. vera’ya ait In vivo disi ve erkek genotipler ile In vitro 6rneklere ait ekstrelerin
toplam fenolik-flavonoid igerigi ve antioksidan aktivitelerine iliskin sonuglar Cizelge
4.4.’te sunulmustur. Pozitif kontrol olarak BHT ve a-TOC kullanilmistir.

Cizelge 4.4. irdelendiginde, toplam fenolik- flavonoid igerik bakimindan In vivo
kokenli disi kok ekstrelerinin maksimum toplam fenolik igerige (316,79+4,26), ve In
vivo kokenli erkek kok ekstrelerinin ise, maksimum toplam flavonoid igerige
(44,37£1,55) sahip oldugu goriilmiistiir. Toplam fenolik igeriginin In vivo drneklerin

daha c¢ok kok, In vitro orneklerin ise yaprak kisimlarinda, toplam flavonoid igeriginin
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ise In vivo orneklerin daha cok kok ve yaprak, In vitro orneklerin ise, yaprak
kisimlarinda biriktigi goriilmiistir. 50 mM tuz elisitasyonunun, kontrol grubuna oranla
govdede toplam fenolik yapraklarda ise toplam flavonoid igerigini arttirdig
saptanmistir.

Antioksidan aktivite 1Cso adi verilen ve ekstraktin DPPH radikalinin yarisini
stipiirebildigi konsantrasyon fiizerinden degerlendirildigi icin, ICso degerinin diisiik
olmasi antioksidan kapasitenin daha gii¢lii oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla In vivo
kokenli erkek yaprak kisimlarindan elde edilen ekstrelerin ABTS ve CUPRAC
sonucunda her iki standart sonucundan bariz bir sekilde diisiik oldugu, In vitro kontrol
gruplart agisindan yaprak ekstrelerinin de sonug itibariyle standart degerlerinden daha
diisiik seviyede seyrettigi ve elisite edilen ekstrelerin ise uygulanan elisitasyon dozuna,
elisite edilen kisima ve standart cesidine bagli olarak degisiklik gosterdigi tespit
edilmistir.

Cizelge 4.4. P. vera L’ya ait In vivo ve In vitro 6rneklerin toplam fenolik - flavonoid ve antioksidan
aktivite sonuclari

Ornekler Toplam fenolik Toplam Antioksidan Aktivite (pg/mL)
icerigi flavonoid icerigi DPPH? ABTS? CUPRAC?
(g PEs/mg)® (#g QEs/mg)® (1Cs0) (1Cs0) (Ao.s)
E.Y. 174,45+1,65 41,11+1,38 7,54+0,12 2,35+0,02 4,02+0,02
D.Y. 124,73+2,41 38,09£1,73 9,56+0,13 3,79+0,01 7,23+0,06
E.G. 148,45+2,90 34,95+1,42 25,12+0,87 9,87+0,12 9,34+0,11
D.G. 84,58+1,87 17,24+1,24 29,40+0,34 11,60+0,13 20,12+0,17
E.K. 308,73+3,08 44,37+1,55 3,58+0,01 6,35+0,06 4,31+0,02
D.K. 316,79+4,26 32,47%0,24 8,06+0,03 3,13+£0,01 5,54+0,03
1.K.Y. 214,14+3,61 36,08+1,80 10,86+0,09 8,46+0,11 8,33+0,07
1.K.G. 81,54+2,08 24,40£1,26 26,14+0,85 20,12+0,21 12,53+0,13
1.K.K. 88,23+1,98 24,31+1,76 24,27+0,87 16,67+0,13 12,45+0,12
50 MM LY. 123,81+3,58 40,39+2,52 23,34+0,49 13,17+0,16 11,36+0,11
50 mM I.G. 106,48+3,61 20,00£1,24 25,29+0,69 20,83%0,23 11,98+0,09
50 mM LK. 53,25+2,11 14,77+0,29 42,38+1,04 35,19+0,29 24,67%0,26
150 mM LY. 83,97+1,53 24,52+0,18 35,24+1,01 17,86+0,18 14,34+0,21
150 mM I.G. 75,76x£1,90 18,37£1,01 33,76x0,96 28,43%0,16 11,90+0,09
150 mM I.K. 73,94+2,59 18,12+1,40 30,54+1,05 16,13+0,19 15,63+0,16
250 mM LY. 117,43+3,16 23,14+110 26,43+0,38 13,16+0,21 7,13+0,04
250 mM L.G. 57,51+1,05 17,19+0,52 49,49+1,18 23,34+0,27 14,27+0,15
250 mM |.K. 45,65+2,79 18,12+1,27 90,35+1,87 28,48+0,31 23,45+0,23
BHT¢ - - 52,92+1,43 14,67+0,73 9,24+0,19
a-TOCH - - 14,93+0,54 8,98+0,14 16,17+0,37

a:Sonuglar 1Cso degerleri olarak verilmistir ve degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak
verilmistir. b: Pirokatekole esdeger fenolik icerik.( y = 0.0548(pg) + 0.0333 (r?: 0.9949) c: Kersetine esdeger
flavonoid icerik. (y = 0.0398 (ug) + 0.0039 (r?: 0.9936) d: Standart madde

Antioksidanlar veya oksidasyon inhibitorleri, oksidasyonu geciktiren veya
onleyen ve genel olarak oksitlenebilir maddenin dmriinli uzatan bilesiklerdir. Serbest

radikaller strekli olarak uretilir ve dokulara ve biyomolekdllere blyuk hasar vererek
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cesitli hastalik durumlarina yol acar. Bu nedenle antioksidan 6zelligi olan tibbi bitkiler,
oksidatif strese bagli problemleri azaltmak icin alternatif bir ilag kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Nigam ve Sodhi, 2014). Tibbi pek ¢ok tiirii barindiran Pistacia cinsi
Uzerine ¢ok sayida toplam fenolik-flavonoid ve antioksidan aktivite ¢alismasi
mevcuttur. P. vera L.cv. ohadi ve kallegogi kiiltivarlarinin kabuklar1 {izerine yapilan bir
calismada toplam fenolik ve toplam flavonoid igeriginin sirasiyla 17,4+0,04; 17,26+0,1
mg/g DW oldugu (Azadedel ve ark., 2020), antepfistigi kabugunun toplam fenolik
madde miktarmin 145.32+7.14 mg ve toplam flavonoid miktarinin da 92.74+9.24 ug
oldugu (Sermet, 2015) ve yine reginelerinin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
rapor edilmistir (Sehitoglu ve ark., 2015). Yine, P. atlantica’nin yaprak ekstrelerinin
BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlara oranla giiclii antioksidan aktivite gdsterdigi
(Achili ve ark., 2020; Peksel ve ark., 2010), P. atlantica subsp. kurdica recinelerinin
toplam fenolik igeriginin 147.11+0.25 ve toplam flavonoid igeriginin 45.55+3.2
seviyelerinde oldugu, sirasiyla yiiksek oranda DPPH (%95.56) ve ABTS radikal
slipiirme aktivitesi (%89.9) gosterdigi (Rahman, 2018) ve P. atlantica subsp. atlantica
yapraklarinin etil asetat ekstrelerinin maksimum toplam fenolik-flavonoid ve
antioksidan aktiviteye sahip oldugu (Benamar ve ark., 2018) tespit edilmistir. P.
lentiscus, yaprak ekstrelerinin yuksek oranda polifenol ve antioksidan aktivite
gosterdigi (Yemmen ve ark., 2017), yaprak ekstrelerinin meyve ekstrelerinden daha
yiiksek fenolik igerik ile daha yliksek antioksidan kapasite gosterdigi (Taghizadeh ve
ark., 2018), Iran’da yetisen P. khinjuk yapraklarindan elde edilen ugucu yagin ise
yiiksek bir fenolik icerige sahip oldugu (Ghajarbeygi ve ark., 2019) antioksidan testlerle
saptanmistir.

Calisma bulgularimiz yukarida verilen literatlir bulgularina paralel sonuglar
icermekte olup, bir biitiin olarak degerlendirildiginde P. vera’nin In vivo ve In vitro
ekstrelerinin yiiksek derecede antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 goriilmiistiir.
Toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinin yiiksek oranda bulunmasi bu savi
dogrulamaktadir. Ozellikle In vivo ©Orneklerin farkli kisimlarindan elde edilen
ekstrelerde zengin fenolik ve flavonoid bilesiklerinin bulunusu antioksidan aktiviteleri

ile benzerlik gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu tez kapsaminda antepfistigi (P. vera L.)’nin dogal (In vivo) erkek ve disi
genotipler ve In vitro olarak yetistirilen fidelerine ait kok, govde ve yaprak
kisimlarindan, farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 150, 250 mM) tuz elisitasyonuna maruz
birakilarak elde edilen ekstrelerin antihipertansif ve antioksidan aktiviteleri ile bazi
enzimlerin inhibisyonu lizerine olan etkileri karsilastirmali olarak arastirilmistir. Bu
arastirmalar sonucunda asagidaki bulgulara ulagilmistir.

v’ Tilkat ve ark.,, (2008) ile Onay (2000)’in gelistirmis olduklar1 In vitro
mikrocogaltim protokolleri kullanilarak, kontrol gruplari herhangi bir BBD
icermeyen MS besi ortaminda basarili bir sekilde c¢imlendirilmistir. Tuz
elisitasyonu denemeleri i¢in ise tohumlar yukarida belirtilen konsantrasyonlarda
tuz iceren MS besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir.

v" Biyolojik aktiviteler kapsaminda yaptigimiz galismalarda, In vivo disi ve erkek
genotipler ile yine In vitro drneklere ait ekstrelerin antihipertansif aktiviteleri
karsilastirildiginda, maksimum sonuglarm In vivo disi yaprak ekstrelerinden elde
edildigi  (77,7) tespit edildigi, In vitro uygulamalar kendi iginde
degerlendirildiginde ise, maksimum sonucun 250 mM tuz uygulanmis kok
ekstrelerine ait oldugu belirlenmistir.

v" Genel anlamda degerlendirildiginde ise antihipertansif aktivite bakimindan In
vivo kokenli ekstrelerin In vitro kokenli ekstrelere kiyasla daha yiiksek degerlere
sahip oldugu tespit edilmistir.

v Yine aymi orneklere ait antikolinesteraz aktiviteleri degerlendirildiginde ise,
genel olarak In vivo ekstrelerin In vitro kontrol ve tuz elisitasyon uygulamalarina
oranla daha yiiksek AChE ve BChE enzim inhibisyonuna sahip olduklar
goriilmistiir. Antikolinesteraz aktivite bakimindan erkek genotiplere ait kok
kisimlarinin en yiiksek aktiviteyi gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica In vivo
kdkenli ekstrelerin BChE enzim inhibisyonuna karsi daha iyi sonuglara sahip
oldugu ve standart olarak kullanilan Galantamin’e (79,22+1,82) yakin degerleri
tagidig1 da tespit edilmistir.

v’ Ureaz ve tirozinaz enzim inhibisyonuna iliskin sonuglar irdelendiginde, In vivo
genotiplere ait erkek kok ekstrelerinin hem antitireaz (61,98+1,71) hem de

antitirozinaz (35,28+0,27) aktivite bakimindan standart olarak kullanilan tiyotire
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ve kojik asite tiim ekstreler i¢cinde en yakin sonuglari icerdigi tespit edilmistir. /n
vivo erkek genotiplere ait ¢aligilan tiim kisimlarin her iki enzim inhibisyonunda
aktif oldugu gorilmistiir. Yine In vitro kontrol gruplarinda, yaprak ekstrelerinin
diger ekstrelere oranla daha yiiksek aktivite gosterdigi, tuz elisitasyonu yoluyla
edilen edilen ekstrelere bakildiginda ise, 50 (yaprak) ve 250 mM (govde ve kok)
tuz uygulamasina maruz birakilan ekstrelerin her iki enzim inhibisyonu
bakimindan daha iyi degerlere sahip olduklar1 goriilmiistiir.

v Toplam fenolik-flavonoid igerigi ve antioksidan aktivitelerine iligskin sonuglar
degerlendirildiginde ise In vivo kdkenli disi kok ekstrelerinin maksimum toplam
fenolik icerige (316,79+4,26), ve In vivo kokenli erkek kok ekstrelerinin ise,
maksimum toplam flavonoid igerige (44,37+1,55) sahip oldugu goriilmiistiir.

v' Toplam fenolik igeriginin In vivo 6rneklerin daha ¢ok kok, In vitro érneklerin ise
yaprak kisimlarinda, toplam flavonoid igeriginin ise In vivo drneklerin daha ¢ok
kok ve yaprak, In vitro 6rneklerin ise, yaprak kisimlarinda biriktigi gorilmiistir.
Ayrica, 50 mM tuz elisitasyonunun, kontrol grubuna oranla govdede toplam
fenolik yapraklarda ise toplam flavonoid igerigini arttirdig1 saptanmustir.

v' Yine In vivo kokenli erkek yaprak ve In vitro kontrol gruplar1 yaprak
ekstrelerinin antioksidan testlerin ¢ogunda (DPPH, ABTS ve CUPRAC)
sonucunda, her iki standart sonucundan bariz bir sekilde daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve elisite edilen ekstrelerin ise uygulanan
elisitasyon dozuna, elisite edilen kisitma ve standart cesidine bagli olarak

degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.

5.2. Oneriler

Farkli In vitro yontemlerde P. vera'nin farkli kisimlarinin ekstraktlarinin
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gosteren ¢alismalarin yanisira ilk kez calismamiz
ile yaprak, meyve ve tohum disinda kok ve govde kisimlariin antihipertansif,
antioksidan aktiviteleri ile enzim inhibisyon 6zellikleri ortaya konmustur.

Ik kez tez calismamiz sonucunda ortaya konulan bu bilgiler 1s131nda, dogada
yasayan antepfistifi agaclarinin kok, govde ve yaprak kisimlarinin ham madde
thtiyacin1 teminen farmakolojik calismalarda kullanilmak iizere bir potansiyele sahip
oldugu asikardir. Tim bu veriler 1s18inda, ticari degeri nedeniyle {ilkemizde
yetistiriciligi ve seri tliretimi yapilan ve iilke ticaretimizde 6nemli bir potansiyele sahip

olan antepfistig1 bitkisinin, Kamu Universite ve Sanayi isbirligi cercevesinde de
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mutlaka degerlendirilmesi gerektigi ve hem bitkinin sahip oldugu degerli sekonder
bilesiklerin saflastirilarak tretimi, hem de bitkinin farkli kisstmlarinin farkli amaclarla
ham madde olarak kullanimi hususlarinin sanayici ve girisimcilerimiz tarafindan

degerlendirilmesi gerektigi kanaatindeyiz.
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EKLER
EK-1 In vivo erkek yaprak ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami
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EK-3 In vivo erkek gévde ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami
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Total 197624 9313 100.000 100.000
EK-4 In vivo disi govde ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami
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EK-5 In vivo erkek kok ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami
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1 8.087 385394 18795 100.000 100.000
Total 385394 18795 100.000 100.000|
EK-6 In vivo disi kok ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami
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1 8.084 297344 14348 100.000 100.000
Total 297344 14348 100.000 100.000]




53

EK-7 In vitro kontrol yaprak ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami
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1 8.105 279880 13445 100.000 100.000
Total 279880 13445 100.000 100.000
EK-8 In vitro kontrol govde ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami
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1 8.076 365745 17523 100.000 100.000
Total 365745 17523 100.000 100.000
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EK-9 In vitro kontrol kok ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami

<Chromatogram>
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1 8.073 236307 11234 100.000 100.000
Total 236307 11234 100.000 100.000

EK-10 50 mM tuz uygulanmis In vitro yaprak ekstrelerine ait LC-MS/MS

kromatogrami
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1 8.074 326037 15553 100.000 100.000
Total 326037 15553 100.000 100.000
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EK-11 50 mM tuz uygulanmis In vitro govde ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami

<Chromatogram=>
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1 8.073 314722 15051 100.000 100.000
Total 314722 15051 100.000 100.000

EK-12 50 mM tuz uygulanmis In vitro kok ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami
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1 8.073 373072 17628 100.000 100.000
Total 373072 17628 100.000 100.000




56

EK-13 150 mM tuz uygulanmis In vitro yaprak ekstrelerine ait LC-MS/MS

kromatogrami
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1 8.111 223848 10652 100.000 100.000
Total 223843 10652 100.000 100.000

EK-14 150 mM tuz uygulanmis

In vitro gbvde ekstrelerine ait LC-MS/MS

kromatogrami
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1 8.112 197972 9248 100.000 100.000
Total 197972 9248 100.000 100.000 |
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EK-15 150 mM tuz uygulanmis In vitro kok ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami
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1 8.075 399051 18801 100.000 100.000
Total 399051 18801 100.000 100.000

EK-16 250 mM tuz uygulanmis In vitro yaprak ekstrelerine ait LC-MS/MS

kromatogrami
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7.964 421952 18192 100.000 100.000
Total 421952 18192 100.000 100.000
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In vitro gbvde ekstrelerine ait LC-MS/MS

kromatogrami
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1 8.060 408544 17362 100.000 100.000
Total 408544 17362 100.000 100.000

EK-18 250 mM tuz uygulanmis In vitro kok ekstrelerine ait LC-MS/MS kromatogrami

<Chromatogram>
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min
1 Det.A Ch1/228nm
PeakTable
Detector A Chl 228nm )
Peak# Ret. Time Area | Height Area % Height %
1 8.100 250421 10675 100.000 100.000
Tota 250421 10675 100.000 100.000




