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BAZI TIBBI BITKIiLERIN BiYOLOJIK AKTiVITELERININ
INCELENMESI VE AKTIF FENOLIK BILESIKLERIN ANALIZi

OZET

Amac: Bu galismanin amaci Achillea setacea, Achillea millefolium subsp. millefolium,
Tanacetum macrophyllum, Paeonia mascula subsp. arietina, Plantago lanceolata ve
Hypericum perforatum bitkilerinden elde edilen farkli ekstrelerin (petrol eteri,
kloroform, etanol) biyolojik aktivitelerini (antioksidan, antiasetilkolinesteraz,
antilireaz ve esteraz aktiviteleri) incelemek ve giiclii biyolojik aktivite gosteren

ekstrelerin icerdigi major fenolik bilesikleri HPLC-DAD sistemi ile analiz etmektir.

Gere¢ ve Yontem: Bitkilerden elde edilen farkli ekstrelerin icerdigi total fenolik
madde miktar1 FCR yoOntemi kullanilarak belirlenmistir. Ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri DPPH, CUPRAC, FRAP ve ABTS/TEAC yontemleriyle incelenmistir.
Ayrica ekstrelerin antiasetilkolinesteraz, antiiireaz ve esteraz aktiviteleri sirasiyla
Ellman, indofenol ve Esteraz ydntemleri ile tayin edilmistir. Giiglii aktivite gdsteren

ekstrelerin icerdigi major fenolik bilesikler HPLC-DAD ile belirlenmistir.

Bulgular: Elde edilen sonuglara gore Paeonia mascula subsp. arietina bitkisinden
elde edilen etanol ekstresi antioksidan aktivite tayin yontemlerinden DPPH (ICso:
0,010+0,0001 mg/mL) ve ABTS/TEAC (52,843+0,0001 mM Troloks esdegeri/mg
ekstre) yontemlerinde en giiglii aktivite gostermistir. Ayni ekstre insan karbonik
anhidraz (hCA) II enzimini en gii¢lii inhibe eden ekstre (ICso: 0,0028 mg/mL; Ki:
0,0019 mg/mL) olarak belirlenmistir. T. macrophyllum bitkisinden elde edilen
kloroform ekstresinin (0,73340,035 mM FeSOa/mg ekstre) en iyi demir (111) iyonu
indirgeme antioksidan giiciinii (FRAP) gosterdigi tespit edilmistir. En yiiksek bakir
(1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasiteye Achillea setacea bitkisinden elde edilen
etanol ekstresinin (5,502+0,072 mM Troloks esdegeri/mg ekstre) sahip oldugu
belirlenmistir. Bu ekstre ayn1 zamanda diger ekstrelerden daha yiiksek antiiireaz
(%13,475+3,710) aktivite gostermistir. Antiasetilkolinesterecaz aktivite sonuglari
incelendiginde en yiiksek inhibisyon A. millefolium subsp. millefolium bitkisinin
kloroform ekstresinde (%82,819+2,747) goriilmiistiir.



Sonug: Etkili biyoaktivite gosteren bitkiler iyilestirici potansiyele sahiptir ve daha ileri

arastirmalar ile ila¢ sanayinde yeni bulgularin elde edilebilmesini saglayabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: antioksidan, antiasetilkolinesteraz, antitireaz, esteraz, HPLC-
DAD
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INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SOME
MEDICAL PLANTS AND ANALYSIS OF ACTIVE PHENOLIC
COMPOUNDS

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to examine the biological activities (antioxidant,
antiacetylcholinesterase, antiurease and esterase activities) of different extracts
(petroleum ether, chloroform, ethanol) obtained from Achillea setacea, Achillea
millefolium subsp. millefolium, Tanacetum macrophyllum, Paeonia mascula subsp.
arietina, Plantago lanceolata and Hypericum perforatum using the Soxhlet extraction
and to determine the major phenolic substances contained in extracts with strong

biological activity with HPLC-DAD system.

Material and Methods: The total amount of phenolic substance in the extracts
prepared by the Soxhlet extraction was determined using the FCR method. The
antioxidant activities of the extracts were examined by DPPH, CUPRAC, FRAP and
ABTS/TEAC methods. Antiacetylcholinesterase, antiurease and esterase activities of
different extracts were determined by Ellman, Indophenol and Esterase methods,
respectively. Major phenolic substances contained in the strongly active extracts were
analyzed by HPLC-DAD system.

Results: According to the results, ethanol extract obtained from Paeonia mascula
subsp. arietina showed the strongest activity in the antioxidant activity determination
methods DPPH (I1Cso: 0,010+0,0001 mg/mL) and ABTS/TEAC (52,843+0,0001 mM
Trolox equivalent/mg extract). The same extract was determined as the most potent
inhibititor of human carbonic anhydrase (hCA) Il enzyme (ICso: 0,0028 mg/mL; Ki:
0,0019 mg/mL). It was determined that chloroform extract (0,733+0,035 mM
FeSO4/mg extract) obtained from T. macrophyllum showed the best iron (111) ion
reducing antioxidant power (FRAP). It was determined that ethanol extract
(5,502+0,072 mM Trolox equivalent/mg extract) obtained from Achillea setacea plant
had the highest copper (1) ion-reducing antioxidant capacity. This extract also showed
higher antiurease (13,475%+3,710) activity than other extracts. When the

antiacetylcholinesterase activity results were examined, the highest inhibition was
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observed in the chloroform extract of A. millefolium subsp. millefolium
(82,819%=+2,747).

Conclusion: Plants with effective bioactivity have therapeutic potential and provide

new findings in the pharmaceutical industry.

Keywords: antioxidant, antiacetylcholinesterase, antiurease, esterase, HPLC-DAD
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1. GIRIS VE AMAC

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
iceren oldukga reaktif molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Antioksidanlar, serbest
radikal olusumunu engelleyerek ya da serbest radikallerin ¢ogalmasini durdurarak
oksidasyonu geciktiren bilesiklerdir. Bitkiler genellikle giiglii H* verici aktiviteye

sahip yliksek konsantrasyonlarda fenolik bilesikler icermektedir (1-3).

Alzheimer hastaligi (AH), zihinsel islevlerin zayifladigi, ilerleyici bir beyin
hastaligidir (4). Kalp hastaliklar1 ve kanserden sonra maliyeti en yiiksek hastaliklardan
biridir (5). AH hastalarinin beyinlerinde korteks ve hipokampiiste asetilkolin aktivitesi
ciddi bir sekilde diismiistiir. Bu ylizden asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri AH nin

semptomatik tedavisinde kullanilmaktadir (6).

Helicobacter pylori (H. pylori); midede kolonize olabilen tek
mikroorganizmadir. Bakteride bulunan iireaz enzimi alkali bir ortam olusturmakta ve
boylece bakteri ortamda yasama sansi bulmaktadir. Tedavide kullanilan ilaglarin
basarisi, ¢esitli yan etkiler yliziinden golgede kalmaktadir. Bu nedenle daha etkili lireaz

inhibitdrlerine ithtiya¢ duyulmaktadir (7,8).

Glokom hastalig1 yiiksek goz ici basinciyla ortaya ¢ikmaktadir. Akéz hiimor
g0z i¢i basimcinin saglanmasinda etkin rol almakta ve ak6z hiiméoriin salgilanmasinda
da CA 1I enziminin uyarici etkisi bulunmaktadir (9,10). Karbonik anhidraz enziminin
inhibe edilmesiyle akoz hiimdriin salgilanmasiyla olusan yiiksek g6z i¢i basinci
diisliriileceginden, karbonik anhidraz inhibitorleri glokom hastaliginin tedavisinde
etkili olarak kullanilmaktadir (11).

Bitkiler her zaman halk ilaci olarak ve yeni ilaglarin kesfinde kullanilmistir.
Ulkemizde halk arasinda siklikla tedavi amaci ile de kullanilan bitkiler yeni ilag
kesiflerinde olduk¢a Onem arz etmektedir. Bitkilerin etkinligi kanitlanmis bir¢ok
metaboliti bulunmaktadir ve etkinligi kanitlanan bu molekiiller ¢gogu zaman toksisite
gostermemektedir. Tibbi bitkilerin tedavi edici etkilerine karsi ilgi her gegen giin
artmaktadir (12,13).



Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) Avrupa’da ve iilkemizde
antiflojistik, bronsiyal enflamasyonlara ve iirogenital sistem rahatsizliklarina kars,
yara, yanik ve iilser tedavisinde kullanilmaktadir. Bitkiden elde edilen yag haricen
antiseptik ve yara iyilestirici olarak kullanilmaktadir. Bitki fenolik asitler, flavonoitler,
naftodiantronlar ve floroglusinoller olmak {izere biyolojik aktiviteye sahip bir¢cok

bilesen icermektedir (14-17).

Achillea millefolium L. subsp. millefolium L. (Asteraceae) halk arasinda istah
acicl, yara iyilestirici, idrar soktiiriicii ve gaz giderici olarak kullanilmaktadir. Klinik
oncesi ¢alismalar bitkinin antienflamatuvar, antiiilser, hepatoprotektif ve anksiyolitik
aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir. Bitkide bulunan major bilesenler fenolik
asitler, tanenler, flavonoitler, ugucu yag, seskiterpen laktonlar olarak bildirilmistir
(15,18).

Achillea setacea Waldst. et Kit (Asteraceae) bitkisinin toprak iistii kisimlari
dahilen infiizyon ve dekoksiyon halinde emenagog ve mide kuvvetlendirici olarak
kullanilmaktadir (18). Bitkinin ugucu yaginin major bilesenleri 6kaliptol ve sabinen

olarak belirlenmistir (19).

Paeonia mascula (L.) Miller subsp. arietina (Anders.) Cullen et Heywood
(Paeoniaceae) bitkisinin geleneksel Cin Tibbi’nda antikoagulant, antienflamatuvar,
analjezik ve sedatif etkisinden dolayr kullanildigi bildirilmektedir (20). Yapilan
fitokimyasal arastirmalarda bu cinste bulunan tiirlerden paeonol glukozitleri,
triterpenler, monoterpenler, monoterpen glukozitleri, asetofenonlar, flavonoitler ve
tanen bilesikleri izole edilmistir (21). Bu cinse ait bazi tiirlerin kok ve tohumlarindan

elde edilen ekstrelerin giiclii antikolinesteraz aktivite gosterdigi tespit edilmistir (22).

Plantago lanceolata L. (Plantaginaceae) halk arasinda toprak tistii kisimlari
iltihap giderici, mikrop Oldiiriici, astima karst ve idrar soktiriicii olarak
kullanilmaktadir. Plantago lanceolata L., laksatif ve ditiretik etkili iridoitler (katalpol,
akubin, asperulosit) ve antienflamatuvar etkili flavonoitler (apigenin 7-O-glukosit,
skutellarein) icermektedir (23,24). Bitki aym1 zamanda {ilser tedavisinde de

kullanilmaktadir (25,26).



Tanacetum macrophyllum (Waldst. et Kit.) Schultz Bip. (Asteraceae) halk
arasinda kansere kars1 kullanilmaktadir. Ayrica iltihap giderici etkisi, enfeksiyonlara
kars1 etkili olmasi ve {ilser tedavisinde yardimci olmasi nedenleriyle halk tarafindan
kullanilmaktadir. Bitkinin ayrica antimikrobiyal ve antioksidan aktivite gosterdigi

literatiirde vurgulanmistir (27).

Bitkiler ¢cok eski zamanlardan beri tedavi amaciyla kullanilmistir. Gida ve ilag
Idaresi (FDA) onayl ilaglarin %39,1°i dogal kokenlidir (28). Bu kapsamda halk
arasinda yaygin olarak kullanilan baz1 tibbi bitkilerinden farkli ¢oziiciiler kullanilarak
temin edilen ekstrelerinin bazi biyoaktiviteleri belirlenecektir. Bu ama¢ kapsaminda
ana hedeflerimiz; alt1 farkli bitkiden elde edilen on sekiz farkli ekstrenin (i)
antioksidan, (ii) antikolinesteraz, (iii) antilireaz, (iv) karbonik anhidraz II enzimi
lizerine gosterdigi esteraz aktivitesi gibi biyolojik aktivitelerin belirlenmesi ve (v)

etkili ekstrelerin iceriklerinin aydinlatilmasidir.






2. GENEL BILGILER

2.1. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
iceren oldukca reaktif molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Bu eslesmemis
elektron(lar) genellikle serbest radikallere 6nemli Olglide reaktivite vermektedir.
Serbest radikaller genellikle kararsizdir ve kokeni oksijen (Reaktif Oksijen Tiirleri:
ROT), azot (Reaktif Azot Tiirleri: RNT) ve kiikiirtten (Reaktif Kiikiirt Ttirleri: RST)
gelmektedir. ROT ve RNT’ye 6rnek olarak siiperoksit, hidroksil, peroksil, alkoksil,
hidroperoksil ve lipit peroksil radikalleri, nitrik oksit ve azot dioksit molekiilleri
verilebilir. RST, ROT ve tiyoller arasindaki reaksiyon sonucu kolayca olusur. Oksijen
ve azotsuz radikallerden tiireyen hidrojen peroksit, hipoklordz asit, hipobromoz asit ve

peroksinitrit gibi radikal olmayan reaktif tiirler de vardir (1,29,30).

ROT ve RNT (radikal ve radikal olmayan tiirler), normal fizyolojik ve patolojik
durumlar altinda hayvan ve insan hiicrelerinde olusabilir. ROT kaynakli oksidasyon
hiicresel hasar ve oOliimiin ana nedeni olarak goriinmektedir ve ayrica kanser,
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklarla da iliskilendirilmigtir. O2’nin
rediiksiyonu, oldukca reaktif siiperoksit radikalinin olusmasina neden olmaktadir

(1,29,30).
2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri
2.1.1.1. Siiperoksit radikali

Oksijenden tiiretilen radikaller canli sistemlerde iiretilen en 6nemli radikal
simifidir. Molekiiler oksijen (dioksijen) benzersiz bir elektronik konfigiirasyona
sahiptir ve kendisi bir radikaldir. Dioksijene bir elektronun eklenmesi siiperoksit
anyon radikalini olusturmaktadir (O2*). Metabolik proses veya oksijen aktivasyonu ile
ortaya ¢ikan siiperoksit anyonu birincil ROS olarak kabul edilmektedir. Bu molekiiliin
diger molekiiller ile etkilesime girerek olusturdugu ROT ise ikincil ROT olarak

adlandirilmaktadir.

Stiperoksit iiretimi, ¢ogunlukla mitokondri iginde gerceklesmektedir.

Mitokondriyal elektron tasima zinciri, memeli hiicresindeki ATP’nin ana kaynagidir



ve bu nedenle yasam igin sarttir. Enerji iletimi sirasinda, az miktarda elektron
vaktinden Once oksijene sizarak siiperoksit olusmasina neden olmaktadir.
Submitokondriyal pargaciklar iizerinde yapilan Olgiimler, tasima zincirindeki tiim
elektronlarin maksimum %1-3’iinilin oksijenin suya indirgenmesini saglamak yerine

sliperoksit olusumuna neden oldugunu géstermistir (29,31).
2.1.1.2. HO’ radikali

Hidroksil radikali (OH"), hidroksit iyonunun nétr seklidir. Hidroksil radikali
yiiksek reaktiviteye sahiptir. Bu 6zellik hidroksil radikalini in-vivo yar1 6mrii (yaklasik
109s) cok kisa olan tehlikeli bir radikal yapmaktadir. Lipit peroksidasyonuyla hiicre

zarlarina ve lipoproteinlere zarar vermektedir (29,31).
2.1.1.3. Hidrojen peroksit

Bircok bir ya da iki elektron rediiksiyon reaksiyonunun H2O: iirettigi
bildirilmistir. Bunlarin baslicalart NADPH oksidaz, mitokondriyal solunum zinciri ve
bazi oksidazlar olarak gosterilebilir. H2Op, tiretildigi bolgeden hedef bolgeye redoks
sinyali tagtyan bir sinyal molekiilii olarak islev gérmektedir. H2.O katalaz ve glutatyon

peroksidaz ile enzimatik olarak suya indirgenmektedir (31,32).
2.1.1.4. Singlet oksijen

Oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu normal doniis
yOniiniin tersinde olan baska bir yoriingeye gecmesi ile siiperoksit radikalinin nitrik
asitle reaksiyonu ya da hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu ile
olusabilmektedir (33). Singlet oksijen, proteinler, lipitler, DNA ve RNA gibi hiicresel
makromolekiiller ile hizli bir sekilde reaksiyona girmektedir ve bunun sonucunda
organik peroksitler ve siilfoksitler gibi bagka reaktif maddelerin olusmasina neden

olmaktadir (34).
2.1.2. Hiicrede Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynagi

Serbest radikaller, hiicre i¢i veya hiicre dis1 kaynakli olabilir. Cogunlukla
elektron tagima zincirinin (ETC) varligindan dolayr mitokondri ROT iiretiminin
gerceklestigi ana bolgedir. Ayrica, baz1 oksidazlar, siklooksijenaz, lipoksijenazlar,

dehidrojenazlar ve peroksidazlar gibi enzimlerin aktivitesi de serbest radikallerin



iretilmesine neden olabilmektedir. Sitokrom P450 metabolizmasi, lizozomlar,
peroksizomlar ve enflamatuvar hiicre aktivasyonu, ROT’un diger endojen
kaynaklaridir. Hiicre dis1 serbest radikal kaynaklar1 ise iyonize radyasyon, sigara, bazi
kirleticiler, bocek ilaglari ve viicuda niifuz edip reaktif tiirlere ayrisabilen ve daha sonra
hedef dokulara oksidatif hasar verebilecek bazi ilaglardir. Ayrica demir, bakir, krom,

kursun, civa, nikel ve vanadyum gibi metaller ROT iiretebilmektedir (1).
2.1.3. Reaktif Azot Tiirleri (RAT)
2.1.3.1. Nitrikoksit radikali

NO* eslestirilmemis elektron igeren radikal bir molekiildiir. NO" biyolojik
dokularda arginini sitriiline metabolize eden spesifik nitrik oksit sentazlar tarafindan
tiretilmektedir. Nitrik oksit, bir¢cok fizyolojik olayda sinyal molekiilii olarak gorev
yapan onemli bir radikaldir. Asir1t RAT iiretimi hiicrede nitrosatif strese neden olur.
Nitrosatif ~stres, proteinlerin yapisin1  degistirerek normal fonksiyonlarinin

bozulmasina neden olabilmektedir (29).
2.1.3.2. Peroksinitrit

Bagisiklik sistemi hiicreleri, enflamatuvar proses sirasinda tetiklenen oksidatif
ortamda hem siiperoksit anyonu hem de nitrik oksit tiretmektedir. Bu kosullar altinda,
nitrik oksit ve siiperoksit anyonu reaksiyona girerek daha oksidatif bir molekiil olan
peroksinitrit anyonunu iiretebilmektedir. Peroksinitrit (ONOO") giiclii bir oksidatif
ajandir, DNA fragmantasyonu ve lipit oksidasyonuna neden olabilmektedir (29).

2.1.4. Serbest Radikallerin Biyolojik Rolleri ve Biyomolekiillere Zarari

Diisiik veya orta seviyelerdeki ROT ve RNT, biyolojik olarak énemlidir. Bunlar sinyal
ve diizenleyici molekiiller olarak islev gormektedir. Ornegin, nitrik oksit, nronlar
tarafindan iretilen 6nemli bir norotransmitterdir. Fizyolojik fonksiyonlarimin bir
parcast olarak ROT molekiilleri enfeksiyona karsi savunmada rol oynamaktadir.

Fagositler aktive edildiklerinde istilact bakterileri 6ldiirmek igin ROT iiretilmektedir

(1).

Fizyolojik fonksiyonlarinin bir pargasi olarak yiliksek konsantrasyonlarda

serbest radikaller oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres, viicudumuzda



proteinler, enzimler, amino asitler, lipitler, karbonhidratlar ve DNA da dahil olmak
tizere her tiir biyomolekiiliin zarar gérmesine neden olabilecek zararli bir siiregtir.
Proteinlerin ve kiikiirt iceren enzimlerin zarar gérmesi, denatiirasyon, inaktivasyon ve
capraz baglanma ile sonuglanabilmektedir. Aminoasitlerin de oksidasyona
ugrayabildigi belirtilmistir. Karbonhidratlarda oksidatif hasar, hormonal ve
ndrotransmitter yanitlar, interlokin aktivitesi ve prostaglandin olusumu gibi hiicresel
reseptor fonksiyonlarinin degismesine neden olabilmektedir. ROS, 6zellikle OH®,
DNA’nin acgilmasi, DNA-protein ¢apraz baglanmasi, purinlerin oksidasyonu gibi
modifikasyonlara neden olabilmektedir. Bu da DNA’da karsinojenik mutasyonlara
sebep olabilmektedir. Membran lipitlerindeki doymamis baglar da serbest radikal
hasarma kars1 hassastir. Olasi lipit peroksidasyonu membran akigkanligi, membran
gecirgenligi ve membrandaki tasimanin bozulmasina, hatta hiicre 6liimiine neden

olmaktadir (1,35).

2.2. OKSIDATIF STRES

Serbest radikal tiretimi, ¢ok sayida fizyolojik reaksiyon sonucu goriilen normal
bir siirectir. Her organizma normal isleyisini siirdiirebilmek i¢in bu molekiillerin asirt
tiretimine kars1 koymak zorundadir. Radikaller, reaktif tiirleri stabil bilesiklere ¢eviren
antioksidanlar ve enzimler tarafindan temizlenebilmektedir. Ancak, baz1 durumlarda
enzimler ve antioksidanlar, asir1 iretilen serbest radikalleri temizlemekte yeterli
olmamaktadirlar. Bu durum reaktif molekiillerin {iretimi ve bunlarin ortadan
kaldirilmas1 arasinda bir dengesizlige yol agmaktadir. Oksidatif stres olarak
adlandirilan bu durum, bircok fizyolojik siirecte sorunlara neden olmaktadir. Oksidatif
stres iki kategoride smiflandirilabilir: akut ve kronik. Akut oksidatif stres, reaktif
molekiillerin gecici olarak ¢ogalmasiyla iligkilidir ve reaktif molekiiller kendiliginden
normal seviyelere donmektedir. Bu durum, gegici hastaliklardan veya ilaglardan
kaynaklanabilir ve insan saglhiginda 6nemli degisikliklere neden olmaz. Kronik
oksidatif stres daha zararlidir. Bu tip, hiicrelerin artan reaktif oksijen tiirlerini notralize
etmede zorlanmasiyla iliskilidir. Bu durum hiicre bilesenlerinin ve dengesinin

degismesine neden olabilmektedir. Kronik oksidatif stres, AH, kalp hastaligi, astim,



otoimmiin ve gastrointestinal hastaliklar gibi yaygin dejeneratif hastaliklardan

sorumludur (2,35).
2.2.1. Antioksidan Sistem

Insanlar oksidanlarin zararli etkilerini engelleyen iki savunma tiiriine sahiptir.
Internal tiire siiperoksit dismutaz, katalaz veya glutatyon gibi maddelere dayanan
dogal mekanizmalar Ornek verilirken, eksternal tiire disaridan besinlerle alinan
maddeler 6rnek verilebilmektedir. Dogal maddeler {izerinde uzun siiredir devam eden
caligmalar, antioksidan aktiviteye sahip ¢ok sayida bilesik ortaya koymustur (2). Bitki
hiicreleri O trettikleri igin yiiksek seviyede oksijene maruz kalirlar. Bu nedenle
bitkiler olusan oksijen toksisitesiyle miicadele etmek igin antioksidan maddelerce

zengindir (36).

Antioksidanlar, serbest radikal olusumunu engelleyerek ya da serbest
radikallerin ¢ogalmasint durdurarak oksidasyonu geciktiren bilesiklerdir. Bitkiler
genellikle giiglii H* verici aktiviteye sahip yiliksek konsantrasyonlarda fenolik
bilesikler igerir. Antioksidan bilesikler, standardize edilmis kiiltiirlerden ya da yabani
bitkilerden elde edilebilmektedir. Dogal antioksidan kaynagi olarak bitki ekstraktlar
ve bilesenleri, kapsamli bir sekilde incelenmistir. Fenolik asitler, fenolik diterpenler,
flavonoitler, ucucu yaglar, karotenoidler, antosiyanidinler gibi bilesen gruplari,

bitkilerdeki ana antioksidan madde gruplarindandir (3).

Kontrolsiiz ROT iiretimi siklikla hiicresel makromolekiillerin ve diger kiiciik
antioksidan molekiillerin zarar gérmesine neden olmaktadir. Serbest radikalleri etkisiz
hale getirmede etkili olan bir¢ok bilesen vardir. Antioksidanlar, aktif tiirlerin {iretimini
baskilayarak, hidroperoksitleri azaltarak, metal iyonlarini sekestre ederek ve serbest
radikalleri temizleyip zincir reaksiyonu sonlandirarak etki gostermektedir. Bazi

antioksidanlar, diger antioksidanlarin biyosentezini de indiikklemektedir (31).

2.3. ALZHEIMER HASTALIGI

Alzheimer Hastaligi (AH) norodejeneratif bir hastaliktir ve diinya c¢apinda
yaslilarda en sik goriilen demans tiiriidiir. Giintimiizde, tahmini 46,8 milyon kisi AH

veya benzeri bir demans tiirlinden sikayetcidir. Yaslanan niifus ve artan yasam
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stiresinden dolay1 2050 yilina kadar prevalansin dort kat artmasi beklenmektedir (37).
AH, gerc¢ek bir tedavisi olmadigi i¢in ciddi bir saglik sorunudur. Demansin yani sira
AH, konusma bozuklugu, zay1f koordinasyon ve eksekiitif fonksiyonlarda gerileme ile

karakterizedir (38,39).
2.3.1. Hastahigin Patolojisi

Yapilan arastirmalar sonucunda AH’nin patogenezinin altinda yatan bazi
molekiiler mekanizmalar agiklanmistir. AH’nin ana patolojik karakteristikleri, amiloit
beta (AP) plaklari, hiperfosforile olmus tau protein agregatlar1 iceren norofibriler,
noroenflamasyon ve nérodejenerasyondur. AP peptitlerinin yaslilik sonucu hiicre dist

birikimi, AH’nin klasik néropatolojik isaretidir.

Normal hiicrelerde, tau proteini, aksonal mikrotiipleri stabilize eden ve hiicre
ici trafikten sorumlu noéronal mikrotiibiile bagli bir proteindir. Tau, fosforile
edildiginde mikrotiibiillerden ayrismaktadir. AH’de tau anormal derecede
hiperfosforile olmaktadir. Hiperfosforile edilmis tau, mikrotubiil agin1 kararsiz hale
getirmektedir. Boylece hiicre-igi iskeleti ¢okmeye, islev kaybina ve ndronal 6lime
neden olmaktadir (39). AP ve tau patolojileri birbiriyle tamamen alakasiz degildir. AP,
tau agregasyonunu hizlandirabilmektedir (40,41). AP oligomerleri, hiperfosforile tau
ve noroenflamasyon sinaptik kayiplara, noronal hasara ve sonug¢ olarakta hiicre
Oliimiine neden olmaktadir. Bu nedenden dolay1 beyin atrofisi AH’de normal yaglanma

ile karsilastirildiginda ¢ok daha hizli gelismektedir (37).

Oksidatif hasar bircok norokimyasal hastaligin etiyolojisinde gii¢lii bir neden
olarak gosterilmistir. Bu durum ayni sekilde AH nin 6nemli bir nedenidir. Oksidatif
stres, serbest radikal iretimi ile bunlarin temizleme mekanizmalar1 arasindaki
dengesizlikten kaynaklanmaktadir. AH ile en alakali ROT; siiperoksit (O2’), hidroksil
radikali ("OH) ve hidrojen peroksit (H202)’tir. AH ile iliskili birincil RNT ise nitrik
oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOO) dir (37).

2.3.2. AH i¢in Giincel Tedavi Stratejileri

AH i¢in var olan farmakolojik tedaviler, etiyolojik mekanizmalar
hedeflemekten ziyade semptomlar1 hafifleterek etki etmektedir. FDA onayl ilaglar
arasinda AChE inhibitorleri ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri
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bulunmaktadir. AH hastalarinda biligsel islev kaybi, beyindeki kolinerjik
norotransmisyonun azalmasi ile giicli bir sekilde iliskili oldugundan, kolinerjik
girdinin yeniden dengelenmesi, AH hastalarinda bellegi ve bilisi arttirmaktadir.
Kolinerjik aktarima, norotransmitter asetilkolin (ACh), iyonotropik nikotinik ve
metabotropik muskarinik asetilkolin reseptdrlerinin aktivasyonu yoluyla aracilik
etmektedir. AChE inhibitorleri, ACh’nin bozulmasini sinirlandirarak kolinerjik iletimi
artirabilmektedir. AH i¢in FDA onayl ilk ila¢ ve bir AChE inhibit6rii olan takrin
(Cognex™) 1993 yilinda onaylanmistir. Ancak 2012 yilinda hepatotoksisitesi
nedeniyle piyasadan g¢ekilmistir. En sik regete edilen AChE inhibitorleri, sirastyla
1996, 2000 ve 2001’de onaylanan donepezil (Aricept™), rivastigmin (Exelon™) ve
galantamindir (Reminyl™). Donepezil, AH’nin tiim asamalarinin tedavisi igin
onaylanan tek AChE inhibitortdiir (38,39).

FDA onayh ilaglarin ikinci sinifi NMDA reseptorlerini bloke ederek etki
gostermektedir. NMDA reseptorii, glutamat reseptorleri ailesinin bir {iyesidir.
Hafizada ve 6grenmede ¢ok onemli bir rolii vardir (38). AH’de, hasarli hiicrelerden
salman asir1 glutamat, NMDA reseptor aktivasyonu yoluyla biiyiik miktarda
kalsiyumun néronlara akmasina neden olmaktadir. Bu, toksisite ile sonuglanmakta ve
sonrasinda ndronal Olime yol agmaktadir. NMDA reseptorlerini bloke eden
noroprotektif bir ajan olan Memantine (Namenda™), 2003’te orta ila siddetli AH
tedavisi i¢in onaylanmistir. Memantin tek basina veya donepezil gibi diger AChE
inhibitorleriyle birlikte kullanilabilmektedir (39). 2009°da kaprilik trigliserit, hafif ila
orta siddette AH i¢in FDA tarafindan tibbi bir gida olarak onaylanmigtir. Kaprilik
trigliserit, glikoz kullanma yetenegini kaybetmis beyin hiicreleri i¢in alternatif bir

enerji kaynagi olmaktadir (42).

2.4. KOLINESTERAZLAR

Kolinesterazlar, norotransmitter asetilkolinin kolin ve asetik aside hidrolizini
katalizlemektedir. Bu, bir kolinerjik néronun aktivasyondan sonra istirahat durumuna
donmesini saglamak ic¢in gerekli bir reaksiyondur. Merkezi sinir sisteminde iki tip
kolinesteraz enzimi bulunmaktadir: (i) asetilkolinesteraz ve (ii) biitirilkolinesteraz
(BChE). AChE ve BChE, farkli genler tarafindan kodlanmalarina ragmen %65 amino
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asit dizisi homolojisi gostermektedir. Bu enzimler ayn1 zamanda benzer molekiiler
formlara ve aktif merkez yapilarina sahiptirler. AChE ve BChE, substrat spesifiteleri,
fazla substrattaki davranislar1 ve inhibitorlere karsi duyarliliklar ile birbirlerinden

farklidir. Kolinesterazlar bilinen en hizli hidrolitik enzimler arasindadir.

AChE, ACh’ye kars1 daha fazla afiniteye sahiptir ve BChE’den daha hizli
hidrolize eder. Fakat biitirilkolin (BCh) iizerinde daha az aktiftir. BChE tercihen BCh
tizerinde etki etmesinin yan1 sira ACh’yi hidrolize etmektedir. Fazla miktarda substrat
AChE’yi inhibe ederken, BChE fazla substratta substrat aktivasyonu sergilemektedir.
ChE’lerin bu iki formu, farkli beyin bolgelerindeki aktivite, enzim kinetigi ve

aktivitesi acisindan da farklilik gostermektedir (43,44).
2.4.1. Asetilkolinesteraz

AChE, temel olarak noromuskiiler kavsaklarda ve kolinerjik beyin
sinapslarinda bulunan bir serin hidrolazdir. Baglica biyolojik rolii, nérotransmitter
ACh’nin asetat ve koline hizl1 hidrolizi ile kolinerjik sinapslardaki impuls iletiminin

sonlandirilmasidir (43).

AChE elipsoit sekle sahip biiyiik bir glikoproteindir. Kompleks o/p hidrolaz
katlanmas1 goriilmektedir. AChE, derinligi yaklasik 20 A olan derin bir gecit
icermektedir. Bu gecidin altinda esteratik bolge, oksianyon deligi, anyonik alt bolge
ve agil cep olmak {izere 4 ana alt bolge bulunmaktadir. ACh ilk olarak periferal bolge

olarak bilinen dis kisma baglansa da hidroliz bu alt bolgede gerceklesmektedir (45,46).

Kolin asetiltransferaz (ChAT) bulunan kolinerjik ndronlar, perikaryon,

proksimal dendrit ve aksonda zengin AChE enzim aktivitesi sergilemektedir (47).
2.4.2. Biitirilkolinesteraz

BChE, kolinerjik enzim AChE ile yapisal ve biyokimyasal olarak benzer bir
serin hidrolazdir. BChE, benzersiz enzimatik 6zelliklere sahiptir ve sinir sistemi iginde
yaygin sekilde dagilmistir. BChE, biitirilkolin, siiksinilkolin ve asetilkolin dahil olmak
tizere kolin esterlerinin hidrolizini katalize etmektedir. Ayn1 AChE gibi katalitik

aktivite i¢in gerekli olan serin aminoasit kalintisina sahiptir.
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BChE, biitirilkolinin yan1 sira asetilkolini de hidroliz etmektedir. Ayrica
kokain, asetilsalisilik asit ve eroin gibi diger esterlerin hidrolizini katalize ettigi
gosterilmistir (42). Ayni zamanda, plazma kolinesteraz veya psodokolinesteraz olarak
da bilinen BChE esas olarak karacigerde bulunmaktadir. AChE’den farkli olarak,
BChE biitirilkolini asetilkolinden daha hizli hidrolize etmektedir (43). BChE, merkezi
sinir sisteminde AChE’den daha diisiik konsantrasyonlarda bulunmakta ve ¢ok daha
sinirl1 bir néronal dagilima sahip oldugu diisiiniilmektedir. insan beyin korteksindeki
AChE-zengin noronlarin sayisi, BChE-zengin noronlarin sayisindan 100 kat daha

fazladir (47).

Onceden BChE’nin spesifik bir fonksiyonunun olmadigi diisiiniilmekteydi.
Ancak yapilan ¢alismalar sonucunda BChE’nin AChE ile birlikte kolinerjik sistemin
bir pargast oldugu ve ayni sekilde AH gibi ndrodejeneratif hastaliklarda da rolii
olabilecegi anlasilmistir (42). Saglikli bir beyinde AChE, kolinesteraz aktivitesinin
%80°ninden sorumlu iken BChE geri kalan %20’den sorumludur. Ancak ileri seviye
AH’ye baktigimizda AChE aktivitesi beynin bazi bolgelerinde %55-67’ye kadar
gerilerken BChE aktivitesi yiikselmektedir (40).

2.5. Helicobacter pylori
2.5.1. Genel Ozellikler

H. pylori, S seklinde veya kavisli Gram negatif bir bakteridir. Hareketliligi
saglayan 2-6 flagella bulunmaktadir. Bu flagellalar ritmik gastrik kasilmalara kars1
bakterinin ve mide mukozasina niifuz etmesinde 6nemlidir. 2,4-4,0 um uzunlugunda
ve 0,5-1,0 um genisligindedir. H. pylori, alkali bir ortam olusturarak organizmanin
asidik midede hayatta kalmasini saglayan tireaz enzimini sentezlemektedir. H. pylori,
farkli hastaliklarla iligkilendirilen, vakuol yapici sitotoksin (vacA) dahil olmak iizere

birgok viriilans faktorii tiretmektedir (48).
2.5.2. Epidemiyoloji

H. pylori prevalansi cografi bolgelere gore biiyiik degisiklikler gostermektedir.
Geligsmekte olan {ilkelerde, niifusun %80’inden fazlast H. pylori pozitif iken,

sanayilesmis iilkelerde H. pylori prevalansi genellikle %40°1n altinda kalmaktadir ve
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cocuklar ile ergenlerde yetiskinlere ve yaslilara gore olduk¢a disiiktiir. H. pylori
prevalansi, sosyoekonomik durumla dogrudan iliskilidir. Ozellikle ¢ocukluk
donemindeki yasam kosullar1 prevalansi yakindan etkilemektedir. Bat1 tilkelerinde
bakterinin prevalansi, gelismekte olan iilkelerden gelen birinci ve ikinci kusak
gocmenler arasinda daha yiiksek olmakta iken, gelismekte olan iilkelerde H. pylori
enfeksiyon prevalansi nispeten sabit kalmaktadir. Bunun nedeninin gelismekte olan
tilkelerdeki yetersiz hijyen kosullarinin oldugu diistiniilmektedir (49). Prevelans, Latin
Amerika {lkelerinde %75-83, Japonya’da %39,6 ve ABD’de %17,1 olarak
saptanmistir (5).

2.5.3. Patogenez

H. pylori, birincil olarak mide antrumunda kolonize olmaktadir. Daha ¢ok
mukus tabakasmin altinda gastrik epitel tizerinde gozlenmektedir ve nadiren
intraselliiler ortamda bulunabilmektedir. H. pylori mideye girdikten sonra biinyesinde
bulunan iireaz enzimi sayesinde, gastrik mukozanin yiizeyindeki iireyi, amonyak ve
bikarbonata pargalamaktadir. Agiga ¢ikan amonyak sayesinde pH yiikselmekte ve
bakteri, midenin asidik ortamindan korunmaktadir. Bu amonyak gastrik mukozadaki
epitel hiicreleri i¢in toksiktir ve mukus sekresyonu gibi fonksiyonlarin bozulmasina
neden olmaktadir. Daha sonra bakteri flagellasi sayesinde midenin epitel hiicrelerine
dogru hareket etmektedir. Burada bakteriyel adezinler ve mide epitel hiicrelerindeki
reseptorler etkilesime gegcmekte ve béylece kolonizasyon saglanmis olmaktadir. Son
olarak, H. pylori gesitli efektor proteinler/toksinler salgilar ve bu durum midede doku
hasarina neden olmaktadir. Duyarl kisilerde kronik aktif gastrit, duodenal ve gastrik

tilser, MALT lenfoma ve gastrik kanser gelisme ihtimali vardir (50,51).

H. pylori’de bulunan genlerden, vacA ve cagA genleri 6nemlidir. VacA geni,
bakterinin major toksini olan vacA’y1 (vakuol yapici sitotoksin) kodlamaktadir. VacA
okaryotik  hiicrelerde = endozomal/lizozomal  fonksiyonlarin ~ bozulmasina,
vakuolizasyona, T hiicre proliferasyonunun ve IL-2 sekresyonunun inhibisyonuna ve
apoptoza neden olmaktadir. Duodenal iilser ve gastrik kanser olusumunda 6nemli bir
viriilans faktoriidiir. CagA geni ise cagA proteinini (A-cytotoxin-associated gene
product A) kodlamaktadir. CagA pozitif bir susla olusan enfeksiyonda enflamasyonun
daha siddetli oldugu bildirilmektedir (51).
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2.5.4. Helicobacter pylori’nin Tan1 Yontemleri

H. pylori’nin tespiti igin gesitli testler gelistirilmistir. Mevcut testler invazif ve
invazif olmayan olarak ikiye ayrilmaktadir. Mideden alinan 6rneklerin incelendigi
histoloji, kiiltlir veya diger yontemler invaziv; kan, nefes, digki, idrar veya tiikiiriik gibi
orneklerde antikor, bakteri antijenleri veya iireaz aktivitesinin tespiti temelli olanlar

ise invaziv olmayan testlerdir (49).
2.5.5. Tedavi

Gilinimiizde halen %100 bagar1 oram1 gosteren bir tedavi yontemi mevcut
degildir. Bakterinin mukus tabakasinin altinda ¢ogalmasi ve mukozaya invaze
olmamas1 antibiyotiklerin etkisini azaltmaktadir. Tek antibiyotik kullanilarak
uygulanan tedaviler basarisizdir. Bu yiizden farkli kombinasyonlar tedavi ig¢in
kullanilmaktadir. H. pylori eradikasyonu i¢in bir¢ok ilacin kombine olarak kullanildig:
farkli tedavi yontemleri mevcuttur. Standart ti¢lii tedavi ile (proton pompa inhibitorii
(PPI) 2x1 + amoksisilin/metronidazol 2x1 + klaritorimisin 2x1) onceleri %95’in
tizerinde eradikasyona ulasilirken bu oran giiniimiizde antibiyotik direnci sebebiyle
%50-79 oranlarina gerilemistir. Metronidazol ve klaritromisine olan direncinin yiiksek
oldugu bolgelerde standart tiglii tedavi ilk segenek olarak tavsiye edilmemektedir. Bu
durumda bizmut + PPI + iki antibiyotik (metronidazol +tetrasiklin) ya da PPI + {i¢
antibiyotikten (metronidazol, klaritromisin, amoksisilin) olusan dortlii tedavi tavsiye
edilmistir (52,53).

H. pylori enfeksiyonunun tedavisi, diinya ¢apinda artan antibiyotik direncinin
bir sonucu olarak daha az etkili hale gelmektedir. Bu durum alternatif tedavi
yaklasimlarmin faydali olacagim gostermektedir. Onceki ¢aligmalar (51,52) iireaz
negatif bir H. pylori mutantinin gnotobiyotik (sadece bilinen bakteri suslari bulunan)
domuz yavrularinda gastrik epitel hiicrelerinde kolonilesemedigini gostermistir.
Ayrica standart {iglii terapiye nikel icermeyen bir diyetin eklenmesi, H. pylori iireaz
aktivitesinin azalmasindan dolay1 bakterinin eradikasyon oranini onemli o&lgiide
arttirmaktadir (53). Sonug olarak, {ireaz aktivitesinin inhibisyonu, bakterinin midede
kolonilesme kabiliyetini azaltmakta ve dolayisiyla H. pylori enfeksiyonunun

onlenmesi veya yok edilmesinde 6nemli bir siireg olarak goze ¢arpmaktadir (50).
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2.6. UREAZ ENZIMIi

Ureaz, irenin amonyak ve karbondioksite hidrolizini katalize eden bir
metaloenzimdir (54). Enzim bitkiler, mantarlar ve bakteriler tarafindan tiretilmekte,
ancak hayvanlar tarafindan tretilmemektedir. Reaksiyonun hizini, iirenin normal
parcalanma hizina gore en az 104 kat hizlandirmaktadir. Ureazlar, aktif bolgelerinde
metal(ler) iceren amidohidrolaz ve fosforriesteraz iist ailelerinin iiyesidir. ilk kez
1926°da James B. Sumner tarafindan fasulye (Canavalia ensiformis) tohumlarindan
izole edilmistir (52,55).

Ureazin H. pylori kaynakli patolojilerin ana nedeni oldugu bilinmektedir.
Ureaz enzimi bakterinin midenin diisiik pH’1nda hayatta kalmasina olanak saglamakta

ve bu sebeple gastrik ve peptik iilser patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir (56).

Bakteri, mantar ve bitkilerden {ireaz enzimi izole edilmistir. Kuaterner
yapilarinda farklilik olmasina ragmen bu enzimlerde ayni tiir katlanma bulunmakta ve
tic katalitik bolgeden olusan trimerik yap1 goriilmektedir. Birgok bakteriyel iireaz
(Klebsiella aerogenes ve Bacillus pasteurii bakterilerinden elde edilen iireaz 6rnek
verilebilir) (UreABC)s yapisini olusturan ii¢ farkl alt {initeye sahiptir. H. pylori iireaz1
ise 2 alt iiniteden olusmaktadir. Bu alt {initelerden kiigiik olani, diger bakterilerde
bulunan iireazin iireA ve {ireB initelerinin fiizyonuna esdegerdir. Canavalia
ensiformis’den elde edilen bitkisel iireazda ise tek tip alt tinite bulunmaktadir. Bu alt
tinite, bakteriyel {ireazlarda goriilen farkl alt tinitelerin flizyonu gibidir. K. aerogenes
bakterisinde goriilen iireaz enzimi gibi (UreABC)s trimerine benzer bir trimer
olusturmaktadir. Enzimin aktif bolgesinde Ni iyonlar1 bulunmaktadir ve bu iyonlar
enzimin katalitik aktivitesi i¢in gereklidir. Aktif bolgede Ni iyonlar1 disinda bir

karbamillenmis lisin, dort histidin ve bir aspartat kalintis1 bulunmaktadir (57,58).

2.7. GLOKOM

Kalict gérme fonksiyon kaybina yol acan glokom (gdz tansiyonu), genis bir
klinik tablo ve etiyoloji gdsteren ve optik sinirin hasar gérmesiyle ortaya ¢ikan bir goz
hastaligidir. Glokom, katarakttan sonra kiiresel olarak korliiglin ikinci 6nde gelen

nedenidir. 2010 yili tahminlerine gore 8 milyondan fazla glokom kaynakli korliigiin
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diinya ¢apinda goriildiigii tahmin edilmektedir. Glokom prevalansinin niifus artigi ve
niifusun yaslanmasiyla artacagi tahmin edilmekle birlikte, 2020 yilina bu hastaliktan

etkilenen insan sayisinin 80 milyona ¢ikmasi beklenmektedir (59).
2.7.1. Hastah@n Patolojisi

Birkag farkli tipte glokom bilinmektedir ve bunlar yiiksek gdz i¢i basinci (GIB)
ile karakterizedir. Go6z i¢inde bulunan sivi kanallarimin tamamen veya kismen
tikanmasi, g6z i¢i basincin artmasina neden olmaktadir. Gelisen basing artigi optik
sinirlere ve retinaya geri doniisiimsiiz zarar vererek korliige sebebiyet verebilmektedir.
Anormal g6z i¢i basincinin kaynagi, géziin 6n kamera acisinda, kornea ile iris arasinda
yer alan dokusunun yanls ¢alismasiyla ilgilidir. Akdz hiimér sivist GIB’mn dengesini
saglayan ana unsurdur (60-63) ve hCA II akoz hiimér olusumuna katilmaktadir. hCA
II’nin inhibe edilmesi ile goz i¢i salgilanan sivinin yar1 yariya azaldigi ve bu sekilde

g0z i¢i basincin kontrol edildigi bildirilmistir (64).

2.8. KARBONIK ANHIDRAZLAR

Karbonik anhidrazlar (CA) tiim canlilarda bulunan ve aktif bolgelerinde Zn*?
iceren metaloenzim ailesini olugturmaktadir. CA’lar 6zellikle bikarbonat ve proton
tiretmek i¢in karbondioksit ve suyun doniisiimiinii katalize etmekten sorumludur.
Ayrica bu enzimler solunum, karbondioksit/bikarbonatin metabolize doku ve
akcigerler arasinda taginmasinda, pH ve karbondioksit homeostazinda, elektrolit
salgilanmasinda, biyosentetik reaksiyonlarda ve diger bir¢ok fizyolojik veya patolojik

sliregte onemli rol oynarlar (65,66).

Karbondioksit, bikarbonat ve protonlar biitiin yasam formlarinin hayat
dongiisiindeki birgok dnemli siirecte yer alan gerekli molekiiller/iyonlardir. Bu nedenle
karbonik anhidrazlar yagamin 3 biiylik aleminde 8 gen ailesi (a, B, v, 9, {, 1, © ve 1)
tarafindan kodlanan ve ¢ogu organizmanin farkli doku ve hiicre boliimlerinde yiiksek
miktarda bulunan enzimlerdir (67,68). Memelilerde karbonik anhidrazlarin bes
sitozolik (CA I, CA II, CA 111, CA VII ve CA XIII), bes membrana bagh (CA IV, CA
IX, CA XII, CA XIV ve CA XV), iki mitokondriyal (CA VA, CA VB), bir tane salgi

(CA VI) formunda ve ii¢ tane katalitik olmayan formda olmak iizere toplam 16
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izoenzimi bulunmaktadir (69). insanlarda bulunan CA’lar o gen ailesi tarafindan ifade

edilir ve toplam 15 izoenzim bulunmaktadir (70).
2.8.1. Karbonik Anhidraz 11

CA izoenzimlerinin fizyolojik fonksiyonlarmin tartisilmasinda en yaygin
olarak atifta bulunulan izoenzim ¢esidi CA II’dir. Bu izoenzim diger izoenzimlerden
daha fazla dokuda lokalize olan yiiksek aktiviteli ve en yiiksek turnover sayisina sahip
formdur (71). Déniisiimsiiz korliige neden olabilecek yiiksek GIB ile gdzlemlenen
glokom hastaliginda akdz hiimdr salgilanma siirecinde CA II’nin uyarict etkisi
bulunmaktadir (72). hCA I, eritrositlerde hCA | ile birlikte bulunmaktadir. hCA II,
g6z, bobrek, merkezi sinir sistemi ve i¢ kulakta en yaygin olarak dagitilan izoformdur
ve klinik olarak kullanilan ditiretikler, antiglokom ilaglar ve antikonviilsanlar i¢in bir

ila¢ hedefidir (73).
2.8.2. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz (CA), gézde akdz miikoz iiretiminde anahtar bir enzimdir.
Dolayisiyla siliyer siireglerdeki aktivitesinin inhibisyonu, azalmis akéz himoral
sekresyona neden olmaktadir ve bu sekresyon GIB’1 azaltmaktadir (74). 1995 yilinda
Birlesik Devletler Gida ve Ila¢ Idaresi, artmis goz ici basincinin tedavisinde topikal
etkili karbonik anhidraz inhibit6rii (CAI) olan dorzolamidi onaylamustir (75). CAD’ler,
kedi ve kopeklerde neredeyse tim glokom tiplerini tedavi etmek i¢in
kullanilabilmektedir (76). CA inhibitorlerinden biri olan asetazolamid, akut dag
hastaligin1 (AMS) onlemek ve iyilestirmek i¢in etkin bir ilag olarak kabul edilmistir
(77). Anemik, enfeksiyon veya zayif pihtilasma gibi belirtilerde CAI’leri iizerine
hastalarin gdzlemlenmesi ve sorgulanmasi tedavi siiresince tercih edilir (78). CAI’ler,
idiyopatik intrakranyal hipertansiyon gibi bazi nérolojik bozukluklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir (66). Ayrica son zamanlarda yapilan arastirmalar yeni bir etki

mekanizmasi ile antienfektif faktdrlerin tasarimi i¢in CA’larin 6nemini vurgulamistir

(79).

Karbonik anhidraz inhibitorleri, CA aktivitesini baskilayan kimyasal

maddelerdir ve farmasotik bir siniftir (80). Birgcok hastaligin tedavisinde ve
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onlemesinde CATl’lerin kullanilmasinin nedeni, CA’nin bir¢cok hiicre, doku ve

organlarda genis dagilimina ve 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahip olmasidir (81).

CA’larin katalitik aktivitelerinin aktivasyonu ve inhibisyonu klinik agidan
birgok O6nemli hastaligin tedavisi agisindan o6nemlidir (69,82,83). Klinik agidan
gelistirilen terOpatik yaklasimlar belirli CA’lar1 hedef almaktadir. CA II, IV ve XII
antiglokom ajanlari, CA VA ve VB antiobezite ajanlari, CA IX ve XII antitiimor
ajanlar i¢in biyolojik hedeflerdir (73). CA I ve II izoenzim inhibitorleri epilepsi ve
glokom ilaglarinin tasariminda kullanilmaktadir. Bu nedenle teropatik ajan olarak yeni
CA inhibitorleri gelistirmeye gereksinim duyulmaktadir (84,85). Bir¢ok grup iyonlar
(86), tiyotire tiirevleri (87), urasil tiirevleri (88,89), bromofenoller (90), pirazol ve
kalkonlar (91,92) ve siilfonamidler (82,93,94) gibi molekiilleri/bilesikleri karbonik
anhidrazlar inhibitorii olarak kullanmiglardir. Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen
metabolitler benzer amagli kullanilan sentetik inhibitorlere 6nemli bir alternatif olarak

CAl olarak kullanilmaktadir (95).

2.9. CALISMADA KULLANILAN BITKILER
2.9.1. Hypericum perforatum L.

Govde 10-110 cm ve diktir. Dallar ile birlikte yiikselici, ¢ok yillik ve otsudur.
Yapraklar eliptik-dikdortgen ya da dogrusal olabilir. 5-35 mm, dar oval ya da mizrak
seklinde bazen oblanseolat, sesil ve her daim yar1 saydam noktalidir. Isik altinda
bakildiginda yag bezeleri parlak noktaciklar halinde goériilmektedir. Halk arasinda
binbirdelikotu olarak adlandirilmasinin nedeni budur. Sepaller ve petaller bes
pargalidir. Petaller sar1 renklidir. Kenarlar1 siyah renkli glandlar ile c¢evrilidir.
Stamenler ¢ok sayidadir ve demetler halinde bulunmaktadir. Ovaryumda 3-5 lokus
goriiliir, 2-¢ok oviilliidiir (15,96,97).

Yoresel adlari: Binbirdelik otu, sar1 kantaron, ¢ay ¢i¢egi, ¢ay otu, kangranotu,
kanotu, kantiron, kantaron c¢igegi, kiligotu, koramaz, koyunkiran, piiren, sar1 ¢igek,

sariot, yaraotu, iilserotu (98).

Yoresel kullanihisi: Bitkinin toprak iistii kisimlar1 oral yolla oksiiriik kesici,

mide agrisi, istah agici, ishal kesici, romatizma, kurt diisiiriicii, basur, tlser, soguk
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alginlig1, kan dolasimi hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklarda geleneksel kullanimi
mevcuttur (99). Bitkinin ¢igekli dallarinin zeytinyaginda bekletilerek harici
kullanimda yara iyilestirici etkisi vardir (100).

Etki ve kullanihs:

1. Hafif ve orta siddetli anksiyete ve depresif bozuklukta kullanilir.
Antidepresan etkisi vardir (101,102).

2. Etanol ekstresi ve ugucu yagmin antimikrobiyal ve antifungal etkisi vardir
(17,103).

3. Harici olarak kullanildiginda yara iyilestirici etki gdsterir (104).

4. Oral olarak kullanildiginda antienflamatuvar etkisi bulunmaktadir (105).

5. Antikonvulsan etkisi vardir (106).

Kimyasal icerigi: Floroglusinoller (hiperforin, adhiperforin), naftodiantron
(hiperisin  psodohiperisin, izohiperisin), flavonoitler (hiperosit, rutin, Kkersetin,
kersitrin), biflavonlar (biapigenin, amentoflavon), ugucu yaglar (karyofilen, a- pinen,

limonen, seskiterpenler), aminoasitler, fenilpropanlar (17,107,108).

Yayihsi: Istanbul, Ardahan, Hakkari, Bartin, Amasya, Ankara, Antalya,
Aydm, Balikesir, Canakkale, Erzincan, Erzurum, Giresun, Hatay, Isparta, Icel,

Kocaeli, Manisa, Kahramanmaras, Mugla, Nevsehir, Samsun, Bayburt, Karaman
(109).

2.9.2. Achillea millefolium L. subsp. millefolium L.

Govde 30-60 cm uzunlukta, yapraklar; alternan bazen ise opozit dizilisli,
nadiren stipiillii olabilir. Yaprak kenarlar1 diiz/tam kenarli, disli, loblu, dilimlidir.
Cigeklerde Kapitulum ¢icek durumu igindeki ¢igekler sapsizdir, braktelerden
olusan bir involukrum ile ¢evrelenmistir. Reseptakulum tiiylerle kapl ya da ¢iplak
olabilir. Cigekler, hermafrodit, tek eseyli ya da sterilisdir. Kalikste pappus olarak
da bilinen tiiyler, killar, pullar, kilgiklar seklinde ovaryumun tstiinde yerlesmistir
ya da hi¢ yoktur. Korolla 3-5 petalli, gamopetal, tubular, nadiren yok. Stamenler 5

adet, epipetalus ve singenezik. Ovaryum epigynous, tek oviillii, anatrop oviil.
Meyve akendir (15,110).
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Yoresel adlari: Civanpergemi, akbasli, barsamotu, binbiryaprakotu, kandil
cigegl.
Yoresel kullanihisi: Tonik, iltahap giderici, terletici, idrar soktiiriicii ve istah

acici etkilerinden dolay1 halk arasinda kullanilir. Ayrica kanama, zatiirre, romatizmal

agr1 ve yaralarin iyilesmesinde kullanilmistir (111-114).
Etki ve kullanihs:

1. Yaraiyilestirici etkisinden dolay1 haricen kullanilir (115).

2. Bitkide bulunan flavonoitler antispazmodik etki gosterir (114).

3. Igerdigi flavonoitlerden dolay1 antienflamatuvar etki gosterir (115,116).
4. Ugucu yaginin antimikrobiyal etkisi vardir (117,118).

Kimyasal icerigi: Ugucu yag (1,8-sineol, borneol, bornil asetat, sabinen
azulen, a-pinen, kamazulen, izovalerik asit, kafur, limonen, karyofillen, mentol,
ojenol, sabinen, salisilik asit), flavonoitler (apigenin, luteolin, artemetin, kersetin,
rutin, kastisin, luteolin), tanenler, aminoasitler (histidin, alanin), yag asitleri, fenolik
asitler (119,120).

Yayihsi: Bolu, istanbul, Kars, Hakkari, Siirt, Karabiik, Kastamonu, Agri,
Bilecik, Erzurum, Glimiishane, Rize, Tunceli, Yozgat (109).

2.9.3. Achillea setacea Waldst. et Kit

Bitki ince rizomludur, rizomlar siiriinticii, dallanmis olarak bulunmaktadir.
Govde 10-80 cm, dik veya ylkselici, tek veya birkac tane, diiz veya nadiren egri,
dallanmamis veya bazen yukarit dogru hafifce dallanmis, silindirik, boyuna ¢izgili,
ipeksi tiiylii-yiinsiidiir. Yapraklar homomorfik, silindirik, lineer-lanseolat, taban
yapraklari 6-16 x 0,4-2(-3) cm, (3 cm’ye kadar petiol ile birlikte), govde yapraklari ise
1,5-6 x 0,3-1 cm, sapsizdir. 2-3 pinnatisekt segmentlerin hepsi ayn sekilli, setamsi,
¢ok sayida, rasis 0,4-0,8 mm, dissiz, u¢ kisimdaki segmentler 0,5-1,5 x 0,1-0,3(-0,5)
mm, akuminat, kikirdagimsi, ipeksi tiyliidiir. Cicek durumu sap1 0,5-3(-5) mm.
Kapitulum ise 30-150 ya da daha fazla, korimbus 2,5-9 cm genisligindedir.
Involukrum oblongdan lineer-oblonga kadar, 3-4,5 x 1,5-2,5(-3) mm. Fillariler 3-4
siral1, akuttan subakuta kadar, dar seffaf kenarli, bazen kahverengimsi uclu, pubessent;

distakiler oblongdan ovat-lanseolata kadar, 1,5-2 x 0,5-1 mm; igtekiler oblongdan



22

lanseolata kadar, 3-4 x 1 mm. Palea lanseolat, 3-3,5 X 0,75-1 mm, zars1, akut, u¢ kismi1
piloz. Dilsi ¢igekler 4-6 adettir. Beyaz renkli, 2,5-3 x 2 mm, lamina obtrapeziform, 1-
1,2(-1,5) x 1-2 mm, u¢ kismu hafifge 3 lobludur; tiipsii ¢igekler ise yaklasik 10-20
adettir, sar1 renkli, 2,5 x 0,5 mm, ovaryum 2 mm. Aken oblong-oblanseolat, 1,4-1,8 x

0,5 mm, lineat, kahverengimsidir (121).
Yoresel adlari: Ayvadana, ayvadani, mayasilotu.

Yoresel kullanihsi: Bitkinin kurutulmus cigekleri dahilen c¢ay olarak
hazirlanmaktadir. Ishalde, yaralarin tedavisinde ve karmn agrisma karst kullaninm

mevcuttur (122).
Etki ve kullanihs:

1. Bitkiden elde edilen ugucu yaginin antioksidan etkisi bulunmaktadir (122).
2. Ugucu yagmin antimikrobiyal etkisi vardir (123).
3. Bitkideki seskiterpen laktonlarin antienflamatuvar etkisi vardir (124).

Kimyasal igerigi: Ucucu yag (Nerolidol, B-kadinen (122), a-tuyen, a-pinen,
1,8-sineol, kafur, borneol, terpinen-4-ol, a-terpineol, karyofillen oksit) (123).

Yayilisi: Bolu, Istanbul, Bitlis, Afyonkarahisar, Amasya, Ankara, Burdur,
Erzurum, Giimiishane, Isparta, Izmir, Kirklareli, Kirsehir (109).

2.9.4. Tanacetum macrophyllum (Waldst. et Kit.) Schultz Bip.

60-100 cm boyunda, ¢ok yillik, otsu bir tiirdiir. Yapraklar 15-20 cm, iki derin
tiiysti, dis kontiirli yumurtamsi ya da eliptik, kaba testere disli, her iki yilizii salgili tiiylii
ve havli; yanal dilimler mizraksi, 5-6 cift ve en ¢cok 7 x 2 cm boyutundadir. Cigek
kurulu yalanci semsiye, terminal, ¢cok sayida tepecik formlu ¢igekli; involukrum 4-6
mm genislikte; filariler mizraks1 ya da ters mizraksi, 2,5-4 x 0.75-1.25 mm, havli,
kenarlar kahverengi, ince ve kuru zarly; dilsi ¢igekgikler siklikla 8, beyaz, 2-3 x 2,5
mm,; dilsi ¢igekgikler 2 mm boydadir. Meyveler sert kabuklu, kahverengimsi, 1,5 cm,
4-5 ¢ikintily; taggik diizensiz olarak disli ve 0,3 mm yiiksekliktedir (96).

Yoresel adi: Koca pireotu.
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Yoresel kullamhsi: Bitki ¢ay olarak nobet ve krizlere karsi halk arasinda
kullanilir (125).

Etki ve kullanihs:

1. Bitkinin toprak istii kisimlarindan elde edilen matanol ekstresinin
antibakteriyel ve antifungal etkisi bulunmaktadir (126).
2. Bitkiden elde edilen kloroform ekstresinin ve ugucu yagin antikoagiilan ve
antifibrinolitik etkisi vardir (127).
Kimyasal icerigi: Flavanoitler (6patilin, hispidulin, apigenin, Kersitrin,
izokersitrin), fenolik asitler (klorojenik asit, kafeik asit, rosmarinik asit), fitosteroller

(B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol, ergosterol) (126).
Yayihisi: Artvin, Rize, Trabzon (109).

2.9.5. Paeonia mascula (L.) Miller subsp. arietina (Anders.) Cullen et

Heywood

Paeonia, kisin kuruyabilen ya da yesil kalabilen govdesi ile ¢ok yillik bir
bitkidir. Kokleri yumrulu ya da etlidir. Yapraklar1 biternat ya da daha fazla parcali
olabilir. Beyaz ya da kirmiz1 renkli ¢igekler 7-14 cm uzunlugundadir. Stamenleri ¢ok
sayida ve merkezidir, karpeller sayilar1 2-5 arasinda degisebilir ve tiiylii veya tiiysiiz
olup etli bir disk iizerinde bulunurlar. Bitkinin meyvesi, tohumlarinin 2 sira halinde ve

yatay olarak dizildigi bir grup folikiilden olusmaktadir (128).
Yoresel adlari: Bocur, esekgiilii, giilora sakayik ve yer sakayigi (129).

Yoresel kullamhsi: Halk arasinda bitkinin toprak dstii kisimlarindan

hazirlanan ¢ay a¢ karnina igilir ve kan sekerini diizenlemek i¢in kullanilir (130).
Etki ve kullanihs:

1. Bitkinin toprak istii kistmlarindan elde edilen etanol ekstresinin analjezik
ve antienflamatuvar etkisi vardir (131,132).

2. Bitkinin koklerinin antikoagiilan etkisi vardir (133).

3. Bitkinin koklerinden elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal etkisi
bulunmaktadir (134,135).
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Kimyasal icerigi: Paeonol glukozitleri, triterpenler, monoterpen ve

monoterpen glukozitleri, asetofenonlar, flavonoitler ve tanen bilesikleri (136).

Yayihisi: Bitlis, Amasya, Balikesir, Elazig, Giimiishane, Trabzon, Tunceli,

Yozgat, Bayburt (109).
2.9.6. Plantago lanceolata L.

Rozet formunda ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Cigekli saplar tliylii, ipeksi ve
yapraksizdir. Cigekler 4 mm uzunlugundadir, kaliks yesil, korolla kahverengidir.
Cigekler 4 loblu, kahverengi orta damarli ve uzun beyaz stamenlidir. Her ¢icek en az
iki tohum {retebilir. Dip yapraklar mizraksi, yana dogru yayilmig ya da dik
vaziyettedir, neredeyse disli, 3-5 kadar belirgin paralel damarl, dar ve kisa saplidir.
(137).

Yoresel adlar1: Yilandili, Yilan otu.

Yoresel kullanihsi: Halk arasinda haricen akne, abse ve yara tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica dahilen idrar yolu enfeksiyonlari, diyabet, kanser, soguk

algilig1 ve viral enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilmektedir (24,25,138).
Etki ve kullanihs:

1. Yaraiyilestiricidir ve haricen deri hastaliklarinda kullanilir (139).
2. Tumorler lizerinde sitotoksik etKisi vardir (140).

3. Antibakteriyel, antienflamatuvar, antiviral etki gosterir (24,138).

Kimyasal icerigi: Iridoitler (katalpol, akubin, asperulosit) ve flavonoitler
(apigenin 7-O-glukozit, skutellarin) (23,24).

Yayihsi: Adana, Istanbul, Igdir, Kars, Hakkari, Sirnak, Agri, Amasya, Ankara,
Antalya, Balikesir, Bing6l, Burdur, Canakkale, Edirne, Elaz1g, Eskisehir, Giresun,
Hatay, Kocaeli, Konya, Kiitahya, Kahramanmaras, Mugla, Nevsehir, Ordu, Sakarya,
Trabzon (109).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1 Bitkisel Materyali

Achillea setacea Waldst. et Kit.( MARE 18076), Achillea millefolium L. subsp.
millefolium L. (MARE 18077), Tanacetum macrophyllum (Waldst. et Kit.) Schultz
Bip. (MARE 18078), Hypericum perforatum L. (MARE 18083) bitkileri Dr. Ogr.
Uyesi Ismail Senkardes; Paeonia mascula (L.) Miller subsp. arietina (Anders.) Cullen
et Heywood (MARE 18080), ve Plantago lanceolata L. (MARE 18032) bitkileri ise
Dr. Ogr. Uyesi Ahmet Dogan tarafindan teshis edilmistir. Teshis edilen numuneler

Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir.
3.1.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

Folin Ciocalteu fenol reaktifi (FCR), 2,2—difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), troloks, 2,4,6-tris (2-pridil)-s-triazin (TPTZ),
ABTSJ[2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)], FeCls.6H20, FeSO4.7H-0,
FeCl,, NaEDTA, gallik asit, sodyum Kkarbonat, tireaz, asetilkolinesteraz,
paranitrofenil asetat, trizma base, insan karbonik anhidraz Il Sigma’dan (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Almanya); petrol eteri, kloroform, etil alkol,
metanol, Merck KGaA’dan (Darmstadt, Germany) satin alindi. Kullamilan tim

kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik safliktadir.
3.1.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.1.3.1. Toplam fenolik madde miktar tayini icin gerekli olan ¢ozeltiler

%?2’lik sodyum karbonat (Na2CO3) ¢ozeltisi: 2 g Na2COg tartilip az miktarda
distile su ile ¢oziilmiistiir. Sonra ¢dzelti 100 mL’lik balon jojeye aktarilip yeterli
miktarda distile su ile hacim 100 mL’ye tamamlanmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi satin

alinmistir.
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3.1.3.2. DPPH serbest radikal giderme kapasitesi tayini i¢in gerekli olan

cozelti

0,1 mM DPPH c¢ozeltisi: 0,0099 g DPPH tartilip metanolde ¢oziinmesi
saglanmistir. Daha sonra ¢ozelti 250 mL’lik balon jojeye aktarilarak metanol ile 250

mL’ye tamamlanmigtir.

3.1.3.3. ABTS katyon radikal giderme kapasitesi tayini i¢in gerekli olan

cozeltiler

2,45 mM potasyum peroksodisiilfat (K2S20g) ¢ozeltisi: 0,0662 g potasyum
peroksodisiilfat tartilip distile su ilavesi ile ¢ozlinmesi saglandiktan sonra ¢ozelti 100

mL’lik balon jojeye aktarilarak hacim 100 mL’ye tamamlanmuigtir.

7 mM ABTS™ stok ¢ozeltisi: 0,3841 g 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonik asit) amonyum tuzu tartilip distile su ilavesi ile ¢oziinmesi saglandiktan sonra

¢ozelti 100 mL’lik balon jojeye aktarilarak hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

3.1.3.4. Demir (I11) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini icin

gerekli olan cozeltiler

10 mM 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazin (TPTZ) ¢ozeltisi: 0,3120 g TPTZ tartilip
100 mL 40 mM HCl igerisinde 50°C’de su banyosunda ¢6ziilmesi saglanmustir.

40 mM HCI ¢ozeltisi: 820 pL der. HCI (%37°1ik) iginde bir miktar su bulunan
250 mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Daha sonra hacim distile su ile 250 mL’ye

tamamlanmustir.

300 mM asetat tamponu (pH 3,6) ¢ozeltisi: 3,1 g NaCH3COO.3H20 tartilip 600
mL distile su ile ¢oziilmiistiir. Cozeltinin {izerine glasiyel asetik asit eklenmistir ve pH
3,6 olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra 1 L’lik balon jojeye aktarilarak distile su

ile hacim 1 L’ye tamamlanmustir.

20 mM FeCl3.6H20 ¢ozeltisi: 1,35 g FeCls.6H20 tartilip distile suda
coziildiikten sonra 250 mL’lik balon jojeye aktarilarak hacim 250 mL’ye

tamamlanmustir.
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3.1.3.5. CUPRAC aktivite deneyinde kullamlan cozeltiler

7.5x10° M neokuprain ¢ozeltisi: 0,156 g neokuprain tartilip etanolde
¢Ozlinmesi saglanmistir. Cozelti 100 mL’lik balon jojeye aktarilarak hacim etanol ile

100 mL’ye tamamlanmastir.

1 M NHsAc ¢6zeltisi: 7,71 g NHsAc tartilip distile su ile ¢6ziilmiistiir. Cozelti

100 mL’lik balon jojeye aktarilip hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

102 M CuClx2H0 ¢ozeltisi: 0,171 g CuClox2H20 tartilip distile su
yardimiyla ¢oziilmesi saglanmistir. Cozelti 100 mL’lik balon jojeye aktarilarak distile

su ile hacim 100 mL’ye tamamlanmuistir.
3.1.3.6. Karbonik anhidraz aktivite ¢calismalarinda kullamilan ¢ozeltiler

50 mM, pH 7,4 Tris-SO4 tamponu: 6,055 g Tris 950 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra pH 7,4’¢ 1 M H>SO4 ile ayarlanip ¢ozeltinin hacmi saf suyla 1 L’ye

tamamlanmustir.

Karbonik anhidraz (CA) ¢ozeltisi: 1 mg karbonik anhidraz tartilip 6nceden
hazirlanan 1 mL Tris-SO4 tamponunda (50 mM, pH 7,4) ¢oziilmiistiir. Cozelti stogu 1

mg/mL olarak ayarlanmustir.
3.1.4. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Calisma kapsaminda; doner buharlastirict (Model: Heidolph Hei-VAP
Precision, Heidolph, Almanya), ultraviyole-goriiniir bolge spektrofometrisi (UV-Vis)
(i) antioksidan ve antiiireaz ¢alismalarinda (Model: UV 1800, Shimadzu, Japonya), (ii)
esteraz aktivite ¢aligmalarinda (Model: V730, JASCO, Tokyo, Japonya), otomatik
pipetler (Model: Research plus serisi, Eppendorf, Hamburg, Almanya), analitik terazi
(Denver Instrument Co., Colorado, ABD), pH-metre (Model: HI2002-02-edge,
HANNA Instrument, ABD), Rondo (Model: RBT1250, Renas, Tiirkiye), inkiibator
(Model: EN 055/120, Niive, Tiirkiye) kullanilmistir.
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3.2. YONTEM
3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Bitkiler, sekonder metabolitlerin enzimlerin etkisiyle degisiklige ugramamasi
amaciyla enzim aktivasyonunu durdurmak i¢in oda sartlarinda kurutulmustur.
Kurutulan bitkilerin toprak {stii kisimlar1 toz edilerek Soxhlet cihaziyla siirekli
ekstraksiyon ile sirasiyla petrol eteri, kloroform ve etanol ekstreleri elde edilmistir.
Tiiketme sonunda filtre kagidindan siiziilen ekstreler diisiik basing altinda 45°C su
banyosu kullanilarak evaporatorde kuruluga kadar ugurulmustur. Elde edilen ekstreler
aktivite deneylerinde kullanilmak {izere +4°C’de saklanmistir. Elde edilen ekstrelerin

miktar1 ve ylizde verimleri Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Bitkilerden elde edilen ekstreler ve verimleri (%)

Bitki ad1 Ekstre ad1 Miktar1 (g)  Verimi (%)
Achillea setacea Petrol eteri 1,003 g %2,508
Kloroform 1,120 ¢ %2,800
Etanol 3,896 g 29,740
Achillea millefolium subsp. millefolium Petrol eteri 0,502 g %1,255
Kloroform 0,754 g %1,885
Etanol 1,677¢g %4,192
Tanacetum macrophyllum, Petrol eteri 0,995¢ %2,488
Kloroform 0,808 g %2,020
Etanol 1,635¢ %4,088
Paeonia mascula subsp. arietina Petrol eteri 0,507 g %1,268
Kloroform 0,433¢g 21,083
Etanol 4,846 g %12,115
Plantago lanceolata Petrol eteri 0,378 ¢ %0,945
Kloroform 0,309 g %0,7725
Etanol 1,862 g %4,655
Hypericum perforatum Petrol eteri 1,822 g %4,555
Kloroform 0,621 g %1,553

Etanol 9,012 ¢ 922,53
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3.2.2. Fitokimyasal On Denemeler

Toz edilmis bitki orneklerinden 5’er g tartilarak iizerine 100 mL sicak su
konulmus ve bu karisimlar 30 dakika sicak su banyosunda bekletilmistir. Sogumasi
beklendikten sonra siiziilmiis ve hazirlanan infiizyonlarda flavon, antrasen, saponin ve

tanen tiirevleri aranmistir. Ayrica 6zel tikketme yontemi ile alkaloit aranmaistir.
3.2.2.1. Flavon tiirevlerinin aranmasi

Infiizyonlardan 5’er mL alinmis ve 5 mL Shibata Belirteci (derisik hidroklorik
asit, su ve etanoliin esit hacimde karistirilmasi ile elde edilmistir) ilave edilmistir.
Magnezyum talas1 eklenmesi ile kirmizi, turuncu ya da mor rengin olusup olusmadigi

gozlenmistir.
3.2.2.2. Antrasen tiirevlerinin aranmasi

Infiizyonlardan 10’ar mL alinip derisik siilfiirik asitten 5 damla ilave edilmistir.
Karigimlar 15 dakika sicak su banyosunda bekletilip glikozitlerin hidroliz olmasi
saglanmigtir. Karisimlar soguduktan sonra 5 mL toluen ile ¢alkalanmig ve toluenli
tabakalar baska bir tiipe aktarilmistir. Uzerlerine 3 mL %10’luk amonyak ¢ozeltisi

ilave edilip kirmizi rengin olusup olugsmadig1 gdzlenmistir.
3.2.2.3. Saponin aranmasi

Infiizyonlardan 10’ar mL alinip deney tiiplerine aktarilmistir. Tiiplerin agzi
sikica kapatildiktan sonra yatay tutularak 30 saniye boyunca kuvvetle calkalanmig ve
15 dakika boyunca dinlenmeye birakilmistir. 15 dakikanin sonunda tiiplerde en az 1

cm yiiksekliginde kalict kopiik olusup olusmadigi gézlenmistir.
3.2.2.4. Tanen bilesiklerinin aranmasi

Infiizyonlardan 5’er mL alinmis ve 2 mL tuzlu jelatin ¢dzeltisi (sodyum kloriir
ile doyurulmus %1°lik jelatin ¢ozeltisi) eklenmistir. Krem renkli ¢okelegin olusup

olusmadig1 gozlenmistir.

Gallik ve Kkatesik tanenin ayrilmasi: Infiizyonlardan 5’er mL alimis ve %5’lik
FeCls ¢ozeltisinden 3 damla eklenmistir. Esmer zeytin yesili (katesik tanen) ya da mavi

siyah (gallik tanen) renk olusup olusmadigi gozlenmistir.
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3.2.2.5. Alkaloit aranmasi

Toz edilmis bitkilerden 1’er g alinmis ve 10 mL %3’liikk HoSO4 ¢ozeltisi ile bir
stire 1sitilarak tiiketilmistir. Karigimlar soguyunca siiziilmiistiir. Bu siiziintiiler 5 mL
%10’luk amonyak ¢ozeltisi ilavesi ile alkalilendirilmis ve ayirma hunisinde 10 mL
eterle tliketilmistir. Eterli ¢ozeltiler su banyosunda yogunlastirilmistir. Bakiyeler 10

mL %3’liikk H2SOs ile ¢oziilmiistiir. Bu asitli ¢6zeltilerde alkaloit teshisi yapilmistir:

Bouchardat belirteci (iyot 2,5 g+potasyum iyodiir 5 g+su 100 mL) ile esmer

kirmiz1 ¢okelek.

Dragendorff belirteci (bizmut karbonat 5 g+hidroklorik asit 10 mL+potasyum

iyodiir 25 g+su ile 100 mL’ye tamamlanir) ile turuncu-kirmizi ¢okelek.

Mayer belirteci (civa (II) kloriir 1,36 g+potasyom iyodiir 25 g+su 100 mL) ile

stit rengi ¢okelek.
3.2.3. Ekstrelerin Toplam Fenolik Madde Miktarlarimin Belirlenmesi

Bitkilerden elde edilen ekstrelerden 5 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan
stok ¢ozeltilerden etanol ile seyreltme yapilarak 2 ve 3 mg/mL konsantrasyonunda
ekstreler elde edilmistir. Hazirlanan bu ekstrelerden 0,1 mL tiiplere alinmis ve tizerine
4,5 mL distile su ilave edilmistir. 0,1 mL Folin-Ciocalteu ayiraci (1/3 oraninda distile
su ile seyreltilmis) ve 0,3 mL %2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi de eklenerek oda
kosullarinda 2 saat bekletilmistir. Bekletme sonunda meydana gelen mavi rengin
absorbans1  referansa karst 760 nm’de Ol¢ulmistir.  0,05-0,4 mg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit ¢ozeltilerine Folin-Ciocalteu ayiract ile
toplam fenolik madde tayini uygulanmistir. Olgiilen absorbanslara karsi
konsantrasyonlar grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi hazirlanmis ve dogru denklemi
elde edilmistir [(Absorbans = 35,06 gallik asit (mg)+0,1214), R?=0,9987]. Elde edilen
bu dogru denkleminden, drneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 mg gallik asit (mg
GAE/mg ekstre) esdegeri seklinde hesaplanmistir. Deney ii¢ kez tekrarlanarak

ortalamasi alinmistir (141).
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3.2.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
3.2.4.1. DPPH radikali giderme aktivite tayini

5 mg/mL stok ¢ozeltiden 3 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL ve 0,5 mg/mL
konsantrasyonlarinda ekstreler hazirlanmistir. Bu ekstrelerden 10’ar puL alinarak
mikroplakaya konulmus ve tizerine 240 uL 0,1 mM DPPH c¢ozeltisi eklenmistir.
Mikroplaka oda kosullarinda ve karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Absorbanslar1 517
nm’de mikroplaka okuyucu kullanilarak referansa karsi ol¢tilmiistiir. 10 pnLL metanol
kullanilarak kontrol ayni sartlarda hazirlanmistir. Kontroliin absorbansi giinliik
Olciilmiistiir. Deney li¢ kez tekrarlannis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir. % DPPH

radikali giderme kapasitesi asagidaki formiil iizerinden hesaplanmustir:
% DPPH radikali giderme kapasitesi = [(Ao — A1) / Ao] % 100 ]
Ao : Kontrol ¢ozeltisinin absorbansi
A1 : Bitki ekstreleri ve standart ¢ozeltilerin absorbansi

Daha sonrasinda ICso degeri (Baslangic DPPH" derisiminde %50 azalmaya
neden olan ekstre ve standart madde konsantrasyonu ICso olarak tanimlanir)
hesaplanmistir. Bu deger ¢aligilan konsantrasyonlara karsi % serbest radikal giderme
aktivite degerlerinin yerlestirilmesi ile elde edilen dogru denklemi kullanilarak

hesaplanmis ve sonuglar ICsop= mg/mL olarak verilmistir (142).
3.2.4.2. ABTS katyon radikali giderme aktivite tayini

ABTS katyon radikali, 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiozin-6-sulfonik asit)
amonyum tuzu (ABTS%)’nun peroksodisiilfatla oksidasyonu ile olusmaktadir. 7 mM
ABTS amonyum tuzu suda ¢oziildiikten sonra 2,45 mM potasyum peroksodisiilfatla
reaksiyona sokularak hazirlanan ABTS' stok ¢ozeltisi oda sicakliginda koyu mavi bir
renk meydana gelmesini saglamak igin 12-16 saat bekletilmistir. Taze hazirlanan bu
ABTS™" stok ¢ozeltisi, 734 nm’de absorbans1 0,70 +£0,02 olacak sekilde distile su ile
seyreltilmis ve deneyde bu seyreltilmis ¢ozelti kullanmilmigtir. 0,5-5 mg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden 40 pL alinmis ve 3960 pL ABTS " ¢alisma
¢ozeltisi ilave edilmistir. Renkte meydana gelen azalma spektrofotometrik olarak 734

nm’de distile suya kars1 6. dakikada 6l¢iilmiistiir. Ornek ve standart madde yerine 40
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uL distile su kullanilarak ayni sartlarda kontrol hazirlanmistir. Kontroliin absorbansi
giinliik dl¢tilmistiir. % ABTS katyon radikalini giderici aktivite asagidaki formiile

gore hesaplanmustir:
% ABTS katyon radikalini giderici aktivite = [(Ao — A1) / Ao] x 100]
Ao: Kontrol reaksiyonunun absorbansi
Au: Bitki ekstreleri ve standart ¢ozeltilerin absorbansi

0,2-1 mM konsantrasyonlarda hazirlanan troloks ¢ozeltilerine ABTS radikal
stiptiriicli tayini uygulanmistir. Elde edilen sonuglar mM troloks/mg ekstre seklinde

hesaplanmistir. Deney ti¢ kez tekrarlanarak ortalamasi alinmistir (143).
3.2.4.3. Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicii tayini (FRAP)

FRAP belirteci, 25 mL 300 mM asetat tamponu (pH 3,6), 2,5 mL TPTZ
¢ozeltisi (10 mM TPTZ’nin 40 mM HCI’deki ¢ozeltisi) ve 2,5 mL 20 mM
FeCl3.6H20 nin karistirtlmasi ile hazirlanmistir. Bu karistm 37°C de 30 dakika
bekletilmistir. Mikroplakaya ekstrelerden 10 pL koyulmus ve iizerine FRAP
belirtecinden 190 pL ilave edilmistir. Referans, ekstre yerine distile su konularak
hazirlanmistir. Referansa karsi absorbans artis1 4. dakikada 593 nm’de 6l¢iilmiistiir.
Ekstrelerin 593 nm’deki absorbans degerleri, FeSO4.7H20 ile hazirlanan kalibrasyon
grafigine ait degerlerle karsilastirilmak suretiyle, FRAP degeri mM FeSOa4/mg ekstre
olarak ifade edilmistir (144).

3.24.4. Bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi
(CUPRAC)

60 pL Cu(IT)x2H20 (1.102 M), 60 uL neokuprain (7,3.10° M), 60 pL (1 M)
NHsAc karistirilmis ve sonrasinda 60 pL ekstre ve 10 uL distile su karigimina ilave
edilmistir. Daha sonra karisim vortekslenmistir. 1 saat oda sicakliginda bekletildikten
sonra karigimin absorbansi 450 nm’de referansa karsi mikroplaka okuyucu
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Ekstrelerin CUPRAC degerleri mM trolox/mg ekstre olarak
verilmistir (145).
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3.2.5. Antiiireaz Aktivite Tayin Yontemi

5 mg/mL olarak hazirlanan stok ¢o6zeltiler seyreltilerek 0,5 mg/mL
konsantrasyonunda calisma c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerinden 100 pL
alinmig ve iizerine 500 pL {ireaz enzimi koyulmustur. Karisim inkiibatérde 37°C
sicaklikta 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra bu karisimin tizerine 1100 pL tire
koyulmus ve tekrar inkiibatorde 37°C sicaklikta 30 dakika bekletilmistir. Karisimin
izerine sirastyla R1 (%1 fenol, %0,005 sodyum nitroprussid) ve R2 (%0,5 NaOH,
%0,1 sodyum hipoklorit) reaktifleri konulmus ve karigim 2 saat inkiibatorde 37°C’de
tutulmustur. Daha sonra 635 nm’de referansa karsi karisimin absorbansi 6lgiilmiistiir
(146).

Ureaz enzim inhibisyon yiizdesi (%) asagidaki formiil ile hesaplanmustir:
% Enzim inhibisyon = [(Ao — A1) / Ag] x 100]

Ao: Kontrol ¢ozeltisinin absorbansi

Az Bitki ekstreleri ve standart ¢ozeltilerin absorbansi

3.2.6. Antiasetilkolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

Ekstrelerin asetilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri mikroplaka okuyucu ile
Olglilmistiir. Aktivite 6l¢imii sar1 renkli 5,5- ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
ile yapilmistir. Asetilkolinesteraz enzimi ve substrat olarak asetil tiyokolin iyodiir

kullanilmistir. Kontrol olarak etanol, standart olarak galantamin kullanilmigtir.

Plakaya 40 puL 0,1 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH=8), 20 uL 0,5 mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanmis ekstreler ve 20 uL. AChE enzim ¢ozeltisi koyulmustur.
Bu karisim 10 dakika boyunca 25°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra 100
uL DTNB reaktifi ve 20 uLL Acl (substrat) eklenmistir. Ayni islem galantamin i¢in de
uygulanmigtir. Substratin (Acl) hidrolizi ile agiga ¢ikan tiyokolinin DTNB ile
reaksiyon vermesi nedeni ile olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit anyonu
miktar1 412 nm’de spektrofotometrik olarak Olgiilmiistiir. Antiasetilkolinesteraz
aktivitesi, kontrole gére % inhibisyon hesaplanmistir. Bunun i¢in asagidaki esitlik
kullanilmistir (146).

%I = (Axontrol — Asmek/ Akontror) X 100
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3.2.7. Karbonik Anhidraz Enziminin Esteraz Aktivite Tayini ve Kinetik

Cahismalar

CA enzimi lizerinde inhibitorlerin etkisini aragtirmak i¢in esteraz aktivite tayini
kullanilmistir. Bu metot, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi
temeline dayanmaktadir. Karbonik anhidraz, substrat olarak kullanilan p-
nitrofenilasetati 348 nm’de absorbans veren p-nitrofenolat veya p-nitrofenol’a
hidrolize eder (e 348=5 x 10 M cm™) (147).

Tayin islemlerinde su yol izlenmistir: 300 uL tampon, 200 uL substrat, 60 pL
su ve 40 uL enzim kuvartz kiivetlere konulduktan 3 dakika sonraki 25°C’de 348 nm’de
absorbansi okunmustur. Spektrofotometre daha 6nce enzim yerine tampon konularak
karisimin 3 dakika sonraki absorbansi ile sifira ayarlanmistir. Boylece 3 dakika icinde
esterin kendi kendine hidrolizlenen kismi ve p-nitrofenilasetatin absorbsiyonu igin
diizeltme yapilmustir. Inhibitorlii calismalarda ise azaltilan suyun miktar1 kadar

inhibitor eklenerek aktivite tayinleri yapilmistir.

Deneyde kullanilan p-nitrofenilasetat substrat ¢ozeltisi gilinlilk olarak
hazirlanmistir. 27,2 mg p-nitrofenilasetat, 1 mL aseton ig¢inde ¢oziilerek hizlica
karigtirllan 49 mL distile suya azar azar ilave edilmistir. Substratin smirl
¢Oziinlirliiglinden dolay1 bu ¢ozelti 3 mM’dir ve daha derisigini hazirlamak miimkiin
degildir. Asetonun tercih edilme sebebi ise diger organik ¢dziiciilere oranla hidroliz

reaksiyonunu en az inhibe etmesidir.

Temin edilen hCA 11 enziminin ICsp degerlerini belirlemek i¢in farkli inhibitor
(bitki ekstrakti) konsantrasyonlart kullanilmig ve aktivite Ol¢timleri optimum
kosullarda yapilmistir. Lineweaver-Burk grafigi elde edilen verilerden ¢izilmis ve Ky

degerleri bu grafikten hesaplanmstir (148).
3.2.8. HPLC-DAD Calisma Sartlar

Giiclii biyolojik aktivite gosteren bitkilerin igerdigi fenolik bilesiklerin analiz
edilmesinde yiiksek basingli/performansl sivi kromatografisi (HPLC) ve fotodiyot
dizisi detektorlerini (PDA/DAD) igeren sistem kullanilmigtir (Agilent 1260 Infinity
CA, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, ABD). Bu sistemde bilesiklerin ayrimi
Waters Nova-Pak C18 kolon (4 pm; 3,9x150 mm) kullanilarak yapilmistir.
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HPLC-DAD sisteminde kullanilan calisma kosullar1 asagida belirtilmistir.
Mobil faz (A) su ve % 0,1°lik trifloroasetik asitten; mobil faz (B) ise asetonitril ve
%0,1°1ik trifloroasetik asitten olusmaktadir. Gradient programi olarak asagidaki sistem
takip edilmistir: 0 dk %5 B; 1 dk %5 B; 20 dk %30 B; 25 dk %60 B; 28 dk %60 B; 33
dk %95 B; 35 dk %95 B; 40 dk %5 B. Sisteme numune 20 uL enjekte edilmis ve akis
hiz1 0,5 mL/dk olarak belirlenmistir (149). Elde edilen ekstreler metanol/su (2:1)
cozeltisinde ¢oziilmis ve 1,0/0,45 um’lik enjektdr uglu mikro filtreden gegirilerek

HPLC’de analiz edilmistir.






37

4. BULGULAR

4.1. FITOKIMYASAL ON DENEME SONUCLARI

Achillea setacea, Achillea millefolium subsp. millefolium, Tanacetum
macrophyllum, Paeonia mascula subsp. arietina, Plantago lanceolata ve Hypericum
perforatum bitkilerine ait fitokimyasal 6n deneme sonuglar1 Cizelge 4.1.°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Bitkilerin fitokimyasal 6n deneme sonuglar1

Etken madde grubu HP. | AMM. AS. PMA. | T.M. P.L.

Bouchardat - - - - - -

Alkaloit | Dragendorff - - - - - -

Mayer - - - - - -

Antrasen tiirevleri - - - - - R

Flavon tiirevleri + + + + + n
Saponin + - - + - -
Gallik Tanen - - - + - -
Tanen
Katesik Tanen + + + - + +

H.P.: Hypericum perforatum

A.M.M: Achillea millefolium subsp. millefolium
A.S.: Achillea setacea

P.M.A: Paeonia mascula subsp. arietina

T.M: Tanacetum macrophyllum

P.L.: Plantago lanceolata

Bitkilerin fitokimyasal 6n degerlendirme sonuglarinda, biitiin bitkilerin flavon
ve tanen bilesiklerini icerdikleri fakat alkaloit ve antrasen tiirevi bilesikler
icermedikleri tespit edilmistir. Bitkiler arasinda sadece Hypericum perforatum ve

Paeonia mascula subsp. arietina bitkilerinde saponin varligi saptanmistir.
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4.2. ANTIOKSIDAN AKTIVITE SONUCLARI
4.2.1. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Bitkilerden elde edilen farkli ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri
DPPH yontemi ile tayin edilmistir. Ekstrelerin ve standart maddelerin antioksidan
aktiviteleri 1Cso degerleri karsilastirilarak degerlendirilmistir. Petrol eteri ekstrelerinin
radikal siipiiriicii aktiviteleri ¢izelge 4.2°de, kloroform ekstreleri ¢gizelge 4.3 ve etanol
ekstreleri ise gizelge 4.4’de gosterilmistir.

Petrol eteri ekstreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda en giiclii etki Plantago
lanceolata (ICso: 0,31040,153 mg/mL) bitkisinde goriilmiistiir. Hypericum perforatum
diisiik aktivite gosterirken, diger bitkilerin petrol eteri ekstrelerinde serbest radikal
sliptiriicli aktivite gdzlenmemistir. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstreleri kendi
iclerinde karsilastirildiginda en giiglii aktiviteyi gosteren bitki yine Plantago
lanceolata (ICso: 0,156+0,001 mg/mL) olmustur. Etanol ekstrelerine bakildiginda ise
en yiiksek aktiviteyi Paeonia mascula subsp. arietina (ICso: 0,0104+0,000 mg/mL) ve
Tanacetum macrophyllum (ICso: 0,010+0,000 mg/mL) bitkileri gostermistir. Petrol
eteri ve kloroform ekstrelerinden farkli olarak Plantago lanceolata bitkisinden elde
edilen etanol ekstresi (ICso: 0,1134£0,008 mg/mL) en zayif aktivite gosteren etanol
ekstresi olarak tespit edilmistir. Bitkilerden elde edilen biitiin ekstreler kiyaslandiginda
etanol ekstrelerinin petrol eteri ve kloroform ekstrelerinden daha giiglii DPPH radikal
stipiiriicti etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada Paeonia mascula subsp.
arietina (ICso: 0,010+0,000 mg/mL) ve Tanacetum macrophyllum (ICso: 0,010+0,000
mg/mL) bitkilerinden hazirlanan etanol ekstrelerinin diger bitkilerden daha yiiksek
DPPH radikali siipiiriicii aktivite gosterdigi saptanmustir. Bitkilerden hazirlanan farkl
ekstrelerin DPPH radikal siipiiriicii potansiyelleri standart olarak kullanilan askorbik
asit ile karsilastirilmis ve biitiin ekstrelerin askorbik asitten (ICso: 0,0028+0,0004
mg/mL) daha diisiik radikal siipiiriicii potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerin DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri

Ekstre I1Cs0 mg/mL
Achillea millefolium subsp. millefolium -
Achillea setacea -
Hypericum perforatum 0,938+0,024
Paeonia mascula subsp. arietina -
Plantago lanceolata 0,310+0,153
Tanacetum macrophyllum -
Askorbik asit* 0,0028+0,0004
- aktivite gdstermemistir.
*: standart
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Sekil 4.1. Bitkiden elde edilen petrol eteri ekstrelerin I1Cso degerleri
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Cizelge 4.3. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin DPPH radikali siipiiriici
aktiviteleri

Ekstre ICso mg/mL
Achillea millefolium subsp. millefolium 0,429+0,021
Achillea setacea 0,357+0,051
Hypericum perforatum 0,938+0,024
Paeonia mascula subsp. arietina 0,311+0,026
Plantago lanceolata 0,156+0,001
Tanacetum macrophyllum 0,690+0,038
Askorbik asit* 0,0028+0,0004
*: standart
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Sekil 4.2. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin 1Cso degerleri
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Cizelge 4.4. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin DPPH radikali siipiiriicti aktiviteleri

Ekstre ICs0 mg/mL
Achillea millefolium subsp. millefolium 0,030+0,005
Achillea setacea 0,026+0,003
Hypericum perforatum 0,033+0,020
Paeonia mascula subsp. arietina 0,010+0,0001
Plantago lanceolata 0,113+0,008
Tanacetum macrophyllum 0,010+0,0001
Askorbik asit* 0,0028+0,0004
*: standart
0.15-
g
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Sekil 4.3. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin 1Cso degerleri
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4.2.2. ABTS/TEAC (Troloks Ekivalenti Antioksidan Aktivite) Yontemi

Yapilan ¢alismalar sonucu petrol eteri ekstrelerinden elde edilen sonuglar kendi
aralarinda kiyaslandiginda en giiglii aktiviyeyi A. millefolium subsp. millefolium
ekstresi (13,348+0,766 mM Troloks esdegeri/mg ekstre) gostermistir. Hypericum
perforatum ve Paeonia mascula subsp. arietina tiirlerinden elde edilen petrol eteri
ekstrelerinin ABTS radikal siipiiriicii aktivitelerinin olmadig1 saptanmustir. Bitkilerden
elde edilen kloroform ekstrelerine bakildiginda ise Tanacetum macrophyllum
(21,620+1,041 mM Troloks esdegeri/mg ekstre) bitkisinden elde edilen ekstrenin en
giiclii ABTS radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Etanol ekstreleri
kendi i¢inde karsilastirildiginda en giiglii radikal siipiiriicii etki P. mascula subsp.
arietina (52,843+0,0001 mM Troloks esdegeri/mg ekstre) ve Hypericum perforatum
(52,376+0,501 mM Troloks esdegeri/mg ckstre) ekstrelerinde tespit edilmistir. Bu
calismada, bitkilerden elde edilen biitiin ekstrelerin troloks ekivalenti antioksidan
aktiviteleri kiyaslandiginda en gii¢lii etkinin P. mascula subsp. arietina bitkisine ait
etanol ekstresinde oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu yontemde biitiin ekstrelerin ABTS
radikal stipiiriicii aktiviteleri standart olarak kullanilan biitilhidroksi anisol (BHA)
bilesigi ile kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglara gore, P. mascula subsp. arietina
bitkisinden elde edilen etanol ekstresinin, BHA (52,63+0,01 mM Troloks esdegeri/mg)
bilesiginden yiiksek; Hypericum perforatum bitkisinin ise BHA bilesigine yakin
ABTS radikal siiptiriicii aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin ABTS katyon radikali siipiiriicii
aktiviteleri

Ekstre mM Troloks esdegeri/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 13,348+0,766
Achillea setacea 4,021+0,312

Hypericum perforatum -

Paeonia mascula subsp. arietina -

Plantago lanceolata 10,820+0,626
Tanacetum macrophyllum 8,243+0,723
BHA* 52,63+0,01

-: aktivite gdstermemistir.
*: standart

601

40+

ABTS (mM Troloks esdegeri/mg ekstre)

Sekil 4.4. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin ABTS degerleri
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Cizelge 4.6. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin ABTS katyon radikali siipiiriicii
aktiviteleri

Ekstre mM Troloks esdegeri/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 4,536+0,321

Achillea setacea 19,706+0,625
Hypericum perforatum 10,182+0,085

Paeonia mascula subsp. arietina 8,513+0,312

Plantago lanceolata 10,918+0,501
Tanacetum macrophyllum 21,620+1,041

BHA* 52,63+0,01

*: standart

40-

ABTS (mM Troloks esdegeri/mg ekstre)

Sekil 4.5. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin ABTS degerleri
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Cizelge 4.7. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin ABTS katyon radikali siipiiriicii
aktiviteleri

Ekstre mM Troloks esdegeri/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 40,508+1,302
Achillea setacea 38,005+2,343
Hypericum perforatum 52,376+0,501
Paeonia mascula subsp. arietina 52,843+0,0001
Plantago lanceolata 13,250+0,794
Tanacetum macrophyllum 47,393£1,217
BHA* 52,6340,01
*: standart

601

ABTS (mM Troloks esdegeri/mg ekstre)

Sekil 4.6. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin ABTS degerleri
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4.2.3.Demir (111) Iyonu indirgeme Antioksidan Giicii Tayini (FRAP)

Yapilan bu ¢alismada bitkilerden elde edilen farkli ekstrelerin Demir (I11)
iyonu indirgeme antioksidan giicii karsilastirmali olarak incelenmistir. Petrol eteri
ekstreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda en giiclii etki Achillea setacea
(0,407+£0,034 mM FeSO4/mg ekstre) bitkisinden elde edilen ekstrede goriilmiistiir.
Kloroform ekstrelerine bakildiginda ise en yiiksek demir (III) iyonu indirgeme giiciine
Tanacetum macrophyllum (0,733+0,035 mM FeSOs/mg ekstre) bitkisinde
rastlanilmistir. Etanol ekstreleri kendi aralarinda karsilastirildiginda Tanacetum
macrophyllum (0,458+0,029 mM FeSO./mg ekstre) bitkisinden elde edilen ekstrenin
en giiglii etkiyi gosterdigi belirlenmistir. Biitiin ekstrelerin demir (I11) iyonu indirgeme
gicii karsilastirildiginda en gii¢lii indirgemenin Tanacetum macrophyllum bitkisinden
elde edilen kloroform ve etanol ekstrelerinde goriildiigi tespit edilmistir. Biitiin
ekstrelerin Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicii standart olarak kullanilan
biitilhidroksi toluen (BHT) (1,10+0,001 mM FeSO4/mg) bilesiginden daha disiik

indirgeme potansiyeline sahip oldugu saptanmistir.



Cizelge 4.8. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin FRAP degerleri

Ekstre mM FeSO4/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 0,320+0,009
Achillea setacea 0,407+0,034
Hypericum perforatum 0,187+0,016
Paeonia mascula subsp. arietina 0,114+0,007
Plantago lanceolata 0,235+0,005
Tanacetum macrophyllum 0,293+0,006

BHT* 1,10+0,001

*: standart
1.54

FRAP (mM FeSO,/mg ekstre)
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Sekil 4.7. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin FRAP degerleri
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Cizelge 4.9. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin FRAP degerleri

Ekstre mM FeSO./mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 0,378+0,013

Achillea setacea 0,590+0,063
Hypericum perforatum 0,237+0,018

Paeonia mascula subsp. arietina 0,348+0,058
Plantago lanceolata 0,199+0,023
Tanacetum macrophyllum 0,733+0,035

BHT* 1,10+0,001

*: standart
1.5-
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Sekil 4.8. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin FRAP degerleri



Cizelge 4.10. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin FRAP degerleri

Ekstre mM FeSO4/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 0,378+0,013
Achillea setacea 0,249+0,014
Hypericum perforatum 0,106+0,023
Paeonia mascula subsp. arietina 0,107+0,005
Plantago lanceolata 0,032+0,003
Tanacetum macrophyllum 0,458+0,029
BHT* 1,10+0,001
*: standart

1.5+

1.0

FRAP (mM FeSO,/mg ekstre)

Sekil 4.9. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin FRAP degerleri
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4.2.4. Bakir(IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Yontemi

Farkli bitkiden hazirlanan farkli ekstrelerin bakir (I1) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasitesi CUPRAC yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Bitkilerin petrol eteri
ekstreleri kiyaslandiginda en gii¢lii etki Plantago lanceolata (1,728+0,108 mM
Troloks esdegeri/mg ekstre) bitkisinde gorilmistiir. Kloroform ekstreleri kendi
aralarinda kiyaslandiginda en giiglii bakir (I1) iyonu indirgeyici aktivite Paeonia
mascula subsp. arietina (1,943+0,040 mM troloks esdegeri/mg ekstre) bitkisinde tespit
edilmistir. Etanol ekstrelerinin bakir (I1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasiteleri
karsilastirildiginda ise Achillea setacea (5,502+0,072 mM Troloks esdegeri/mg ekstre)
ve Paeonia mascula subsp. arietina (5,265+0,083 mM Troloks esdegeri/mg ekstre)
bitkilerinin en yiiksek bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasiteye sahip oldugu
tespit edilmistir.

Bitkilerden elde edilen tiim ekstrelerin bakir (11) iyonu indirgeyici kapasiteleri
kiyaslandiginda en giiglii etki sirasiyla Achillea setacea ve Paeonia mascula subsp.
arietina bitkilerinden elde edilen etanol ekstrelerinde tespit edilmistir. Biitiin
ekstrelerin bakir (IT) iyonu indirgeyici kapasitelerileri standart olarak kullanilan
askorbik asit ile kiyaslandiginda, Achillea setacea ve Paeonia mascula subsp. arietina
bitkilerinden elde edilen etanol ekstrelerinin askorbik asite (5,70+0,02 mM Troloks
esdegeri/mg) yakin bakir (I) iyonu indirgeyici kapasiteye sahip olduklari tespit

edilmistir.



Cizelge 4.11. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin CUPRAC degerleri

Ekstre MM Troloks esdegeri/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 0,982+0,042

Achillea setacea 0,880+0,044

Hypericum perforatum 0,899+0,033

Paeonia mascula subsp. arietina 0,761+0,017

Plantago lanceolata 1,728+0,108

Tanacetum macrophyllum 1,237+0,066

Askorbik asit* 5,70+0,02

*: standart

CUPRAC (mM troloks esdegeri/mg ekstre)

Sekil 4.10. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin CUPRAC degerleri
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Cizelge 4.12. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin CUPRAC degerleri

Ekstre MM Troloks esdegeri/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 0,982+0,042

Achillea setacea 1,518+0,037

Hypericum perforatum 1,771+0,035

Paeonia mascula subsp. arietina 1,943+0,040

Plantago lanceolata 0,873+0,025

Tanacetum macrophyllum 1,290+0,099

Askorbik asit* 5,70+0,02

*: standart
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Sekil 4.11. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin CUPRAC degerleri



Cizelge 4.13. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin CUPRAC degerleri

Ekstre mM troloks esdegeri/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 2,027+0,099

Achillea setacea 5,502+0,072

Hypericum perforatum 2,333+0,051

Paeonia mascula subsp. arietina 5,265+0,083

Plantago lanceolata 1,366+0,081

Tanacetum macrophyllum 4,053+0,436

Askorbik asit* 5,70+0,02

*: standart
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Sekil 4.12. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin CUPRAC degerleri
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4.2.5. Ekstrelerin Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin Belirlenmesi

Bitkilerden elde edilen farkli ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 FCR
yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Petrol eteri ekstreleri kendi aralarinda
kiyaslandiginda en yiiksek fenolik madde miktar1 Plantago lanceolata (1,576+0,044
mg gallik asit esdegeri/mg ekstre) bitkisinde goriilmiistiir. Kloroform ekstreleri kendi
iglerinde incelendiginde Achillea setacea (1,823+0,076 mg gallik asit esdegeri/mg
ekstre) bitkisinin toplam fenolik madde miktarinin en fazla oldugu belirlenmistir.
Bitkilerden elde edilen etanol ekstreleri kiyaslandiginda ise en yiiksek deger Paeonia
mascula subsp. arietina (6,676+0,187 mg gallik asit esdegeri/mg ekstre) bitkisine ait

etanol ekstresinde tespit edilmistir.
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Cizelge 4.14. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerin icerdigi fenolik madde miktar1

Ekstre mg gallik asit esdegeri/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 1,02140,059
Achillea setacea 1,015+0,048
Hypericum perforatum 0,696+0,184
Paeonia mascula subsp. arietina 1,338+0,025
Plantago lanceolata 1,576+0,044
Tanacetum macrophyllum 0,999+0,069
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Sekil 4.13. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerin igerdigi fenolik madde miktari
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Cizelge 4.15. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerin icerdigi fenolik madde miktar1

Ekstre mg gallik asit esdegeri/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 1,110+0,044
Achillea setacea 1,82340,076
Hypericum perforatum 1,449+0,079
Paeonia mascula subsp. arietina 1,465+0,063
Plantago lanceolata 1,576+0,044
Tanacetum macrophyllum 1,604+0,054

TPC (mg GAE/mg ekstre)

Sekil 4.14. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerin igerdigi fenolik madde miktari



Cizelge 4.16. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerin i¢erdigi fenolik madde miktari

Ekstre mg gallik asit esdegeri/mg ekstre
Achillea millefolium subsp. millefolium 4,376+0,165
Achillea setacea 4,226+0,130
Hypericum perforatum 4,663+0,208
Paeonia mascula subsp. arietina 6,676+0,187
Plantago lanceolata 1,823+0,014
Tanacetum macrophyllum 3,716+0,089
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Sekil 4.15. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerin igerdigi fenolik madde miktari
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4.3. ANTIASETILKOLINESTERAZ AKTIVITE

Bitkilerden hazirlanan 500 ug/mL konsantrasyondaki farkli ekstrelerinin ve
standart olarak kullanilan galantamin bilesiginin asetilkolinesteraz enzimi tizerindeki
inhibisyonlar1 karsilagtirillmali olarak incelenmistir. Petrol eteri ekstreleri kendi
aralarinda kiyaslandiginda en yiiksek enzim inhibisyonu Achillea millefolium subsp.
millefolium  (%75,149+4,606) ve Hypericum perforatum (%74,671+2,512)
bitkilerinde tespit edilmistir. Tanacetum macrophyllum bitkisinden elde edilen petrol
eteri ekstresinin ise asetilkolinesteraz enzimi iizerinde inhibisyon etkisine sahip
olmadig1 saptanmistir. Bitkilerin kloroform ekstreleri kendi i¢inde kiyaslandiginda ise
en giiclii antiasetilkolinesteraz aktivite yine Achillea millefolium subsp. millefolium
(%82,819+2,747) bitkisinde gorilmustiir. Tanacetum macrophyllum
(%63,070+3,882) ve Plantago lanceolata (%62,991+5,603) bitkilerine ait kloroform

ekstrelerinin de orta seviyede inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir.

Etanol ekstreleri kiyaslandiginda en giiglii inhibisyonu gdsteren bitkinin
Plantago lanceolata (%81,699+0,767) bitkisi oldugu belirlenmistir. Bu degeri
Hypericum perforatum (%79,934+1,768), Paeonia mascula subsp. arietina
(%78,129+2,675) ve Tanacetum macrophyllum (%74,605+4,526 ) bitkilerinin yakin
inhibisyon degerleri ile takip ettigi goriilmistiir. Petrol eteri ve kloroform ekstrelerinin
aksine Achillea millefolium subsp. millefolium (%29,781+5,004) bitkisinden
hazirlanan etanol ekstresinin biitiin etanol ekstreleri igerisinde en zayif
antiasetilkolinesteraz aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir. Bitkilerden elde edilen biitiin
ekstrelerin asetilkolinesteraz enzim inhibisyon yiizdeleri standart olarak kullanilan
galantamin  bilesigi ile karsilastirildiginda, biitiin  ekstrelerin  galantamin
(%92,120+1,300) bilesiginden daha diisiik enzim inhibisyon potansiyeline sahip
oldugu saptanmustir. Biitiin veriler degerlendirildiginde, Achillea millefolium subsp.
millefolium bitkisinden elde edilen kloroform (%82,819+2,747) ekstresinin diger

biitlin ekstrelerden daha yiiksek enzim inhibisyon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.17. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin antiasetilkolinesteraz aktiviteleri

Ekstre (500 pg/mL) %Inhibisyon
Achillea millefolium subsp. millefolium 75,149+4,606
Achillea setacea 8,772+2,791
Hypericum perforatum 74,671+£2,512
Paeonia mascula subsp. arietina 51,053+7,443
Plantago lanceolata 47,899+3,628

Tanacetum macrophyllum -

Galantamin® 92,120+1,300

-: aktivite gdstermemistir.
*: standart

100+

Asetilkolinesteraz inhibisyonu (%)

Sekil 4.16. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin antiasetilkolinesteraz aktiviteleri
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Cizelge 4.18. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin antiasetilkolinesteraz aktiviteleri

Ekstre (500 pg/mL) % Inhibisyon
Achillea millefolium subsp. millefolium 82,819+2,747
Achillea setacea 10,263+0,186
Hypericum perforatum 62,303+9,025
Paeonia mascula subsp. arietina 42,763+8,374
Plantago lanceolata 62,991+5,603
Tanacetum macrophyllum 63,070+3,882
Galantamin* 92,120+1,300
*: standart
100+

Asetilkolinesteraz inhibisyonu (%)

Sekil 4.17. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin antiasetilkolinesteraz aktiviteleri
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Cizelge 4.19. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin antiasetilkolinesteraz aktiviteleri

Ekstre (500 pg/mL) %Inhibisyon

Achillea millefolium subsp. millefolium 29,781+5,004
Achillea setacea 47,961+6,792
Hypericum perforatum 79,934+1,768
Paeonia mascula subsp. arietina 78,129+2,675
Plantago lanceolata 81,699+0,767
Tanacetum macrophyllum 74,605+4,526
Galantamin* 92,120+1,300

*: standart
1001

Asetilkolinesteraz inhibisyonu (%)

Sekil 4.18. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin antiasetilkolinesteraz aktiviteleri
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4.4. ANTIUREAZ AKTIVITE

Bitkilerden elde edilen farkli ekstrelerin ve standart olarak kullanilan tiyotire
bilesiginin 6,25 pg/mL konsantrasyondaki antiiireaz aktiviteleri indofenol yontemi ile
incelenmistir. Farkli bitkilerden hazirlanan petrol eteri ekstreleri kendi aralarinda
kiyaslandiginda antiiireaz aktivite Plantago lanceolata (%5,157+4,693) bitkisinde
diisiik seviyede goriilmiis ve diger bitkilerin petrol eteri ekstrelerinin antiiireaz aktivite
gostermedigi saptanmistir. Elde edilen kloroform ekstreleri kendi iglerinde
karsilastirildiginda en yiiksek aktivite Achillea setacea (%13,341+0,856) bitkisinde
goriilmistiir. Plantago lanceolata (%2,825+0,0001) ve Hypericum perforatum
(%1,831+0,431) bitkilerinden elde edilen kloroform ekstrelerinin diisiik inhibisyon
gosterdigi belirlenmistir. Diger bitkilerin kloroform ekstrelerinin iireaz enzim
inhibisyon potansiyeline sahip olmadigi saptanmistir. Etanol  ekstreleri
kiyaslandiginda ise en giiglii inhibisyon Achillea setacea (%13,475+3,710) bitkisinde
goriilmistiir. Achillea millefolium subsp. millefolium (%5,397+4,731) ve Plantago
lanceolata (%4,103+0,222) bitkilerinden elde edilen etanol eckstrelerinde diisiik

antilireaz etki goriiliirken diger bitkilerin ekstrelerinde inhibisyon tespit edilmemistir.

Biitiin ekstreler kiyaslandiginda en giiglii tireaz inhibisyonu Achillea setacea
bitkisinin etanol (%13,47543,710) ve kloroform (%13,341+£0,856) ekstresinde oldugu
saptanmistir. Biitiin ekstrelerin iireaz enzim inhibisyon yiizdeleri standart olarak

kullanilan tiyoiire (%46,094+0,419) bilesiginden daha diisiik oldugu tespit edilmistir.



Cizelge 4.20. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin antiiireaz aktiviteleri
Ekstre (6,25 pg/mL) %Inhibisyon

Achillea millefolium subsp. millefolium -
Achillea setacea -
Hypericum perforatum -
Paeonia mascula subsp. arietina -
Plantago lanceolata 5,157+4,693

Tanacetum macrophyllum -

Tiyoiire* 46,094+0,419
-: aktivite gdstermemistir.
*: standart
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Sekil 4.19. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin antiilireaz aktiviteleri
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Cizelge 4.21. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin antiiireaz aktiviteleri
Ekstre (6,25 pg/mL) %Inhibisyon

Achillea millefolium subsp. millefolium -

Achillea setacea 13,3414+0,856
Hypericum perforatum 1,831+0,431
Paeonia mascula subsp. arietina -

Plantago lanceolata 2,825+0,0001
Tanacetum macrophyllum -

Tiyotire* 46,094+0,419

-: aktivite gostermemistir.
*: standart

50+

40-

Ureaz inhibisyonu (%)

Sekil 4.20. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin antiiireaz aktiviteleri



Cizelge 4.22. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin antiiireaz aktiviteleri

Ekstre (6,25 ug/mL) %Inhibisyon
Achillea millefolium subsp. millefolium 5,397+4,731
Achillea setacea 13,475+3,710

Hypericum perforatum -
Paeonia mascula subsp. arietina -

Plantago lanceolata 4,103+0,222

Tanacetum macrophyllum -

Tiyotire* 46,094+0,419
-: aktivite gostermemistir.
*: standart
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Sekil 4.21. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin antiiireaz aktiviteleri
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4.5. KARBONIK ANHIDRAZ ENZiIMIiNIN ESTERAZ AKTIVITESI

Bitkilerden hazirlanan farkli ekstrelerinin hCA II enzimi iizerine esteraz
aktiviteleri karsilastirilmali olarak incelenmistir. Petrol eteri ekstreleri kendi aralarinda
kiyaslandiginda en yiiksek yiizde inhibisyon Plantago lanceolata (72,764+3,726)
bitkisinde tespit edilmistir. Sonrasinda en gii¢lii etki Paeonia mascula subsp. arietina
(71,138+3,520) bitkisinde goriilmiistiir.

Bitkilerin kloroform ekstreleri kendi iginde kiyaslandiginda ise en giiclii
esteraz aktivite Achillea setacea (54,472+0,704) bitkisinde goriilmiistiir. Tanacetum
macrophyllum (22,358+1,863) bitkisine ait kloroform ekstresinde orta seviyede

inhibisyon tespit edilmistir.

Etanol ekstreleri kiyaslandiginda en gii¢lii ylizde inhibisyon goésteren bitkinin
Paeonia mascula subsp. arietina (91,057+0,704) bitkisi oldugu belirlenmistir.
Hypericum perforatum (25,203+1,863) bitkisinden elde edilen etanol ekstresi en iyi
inhibisyon gosteren ikinci etanol eksStresi olmustur. Diger bitkilerin etanol
ekstrelerinin hCA 1II enzimi iizerine genel itibariyle 6nemli bir inhibisyon etkisi

gostermedigi belirlenmistir.

Insan CA II enzimi i¢in standart etken madde olarak kullanilan asetazolamidin
hCA II enzimi iizerindeki esteraz aktivite calismalarinda ICso degeri 8,549 ng/mL
olarak tespit edildiginden bitki ekstrelerinin yilizde inhibisyon ¢alismalar1 enzim
kontroliine gore belirlenmistir. Bitkilerden elde edilen biitiin ekstreler kiyaslandiginda
en giiclii inhibitor etkisini Paeonia mascula subsp. arietina (91,057+0,704) bitkisinden

elde edilen etanol ekstresinin gosterdigi tespit edilmistir.



Cizelge 4.23. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin hCA 1l inhibisyonu

Ekstre (33,33 ug/mL) %Inhibisyon

Achillea millefolium subsp. millefolium 27,236+0,704
Achillea setacea 55,691+1,863
Hypericum perforatum 10,976+2,112
Paeonia mascula subsp. arietina 71,138+3,520
Plantago lanceolata 72,764+3,726
Tanacetum macrophyllum 29,675+0,704

hCA 1l inhibisyonu (%)

Sekil 4.22. Bitkilerden elde edilen petrol eteri ekstrelerinin hCA 1l inhibisyonu
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Cizelge 4.24. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin hCA Il inhibisyonu

Ekstre (33,33 pg/mL) %Inhibisyon
Achillea millefolium subsp. millefolium 12,602+0,704
Achillea setacea 54,472+0,704
Hypericum perforatum 9,350+0,704
Paeonia mascula subsp. arietina 19,512+1,220
Plantago lanceolata 8,943+0,704
Tanacetum macrophyllum 22,358+1,863
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Sekil 4.23. Bitkilerden elde edilen kloroform ekstrelerinin hCA 11 inhibisyonu



Cizelge 4.25. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin hCA Il inhibisyonu

Ekstre (33,33 pg/mL)
Achillea millefolium subsp. millefolium
Achillea setacea

Hypericum perforatum

Paeonia mascula subsp. arietina
Plantago lanceolata

Tanacetum macrophyllum

%Inhibisyon
9,756+1,220
7,724+1,408
25,203+1,863
91,057+0,704
4,065+0,704

10,976+1,220
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Sekil 4.24. Bitkilerden elde edilen etanol ekstrelerinin hCA Il inhibisyonu
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4.5.1. Paeonia mascula subsp. arietina Etanol Ekstresinin hCA Il Enzimi

icin 1Cso ve Ki Degerlerinin Hesaplanmasi

Esteraz aktivitesi ¢alismalarinda kullanilan substratin (p-nitrofenilasetat-
PNFA) hCA Il enzimi iizerindeki Kv degerinin belirlenmesi amaciyla alti farkli
substrat konsantrasyonu kullanilarak aktivite Ol¢limii yapilmistir. Elde edilen
verilerden Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmis ve bu grafikten Kv degeri hesaplanmistir
(Sekil 4.25). Enzim tepkime hizinin maksimuma ulastig1 noktada enzimin yarisina

bagli substrat yogunlugu sabiti (Km) 2,1246 mg/mL olarak tespit edilmistir.

25
y = 4,4605x + 2,0994

R?=0,9832
20

15

10

1/V (ug dak) *

1/PNFA mg/mL

Sekil 4.25. hCA 1II enzimi i¢in alt1 farkli substrat konsantrasyonu ile elde edilen Lineweaver-
Burk grafigi

Enzim iizerine yapilan yiizde inhibisyon g¢aligmalarinda en etkin inhibisyon
degerine sahip Paeonia mascula subsp. arietina bitkisinin etanol ekstresi iizerine
yapilan inhibitorsiiz ve bes farkli inhibitor (ekstre) konsantrasyonlu ICsg degerleri
%Aktivite-[Paeonia mascula subsp. arietina etanol ekstresi (mg/mL)] grafigi ¢izilerek
belirlenmistir (Sekil 4.26). Elde edilen 1Cso degeri (0,0028 mg/mL) ve K degeri ile
Cheng—Prusoff esitligi kullanilarak hCA II enziminin inhibitoér olarak kullanilan

ekstreye olan ilgisi belirlenmistir. Paeonia mascula subsp. arietina bitkisinin etanol
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ekstresinin hCA II enzimi iizerindeki inhibisyon sabiti (Kj) 0,0019 mg/mL olarak

belirlenmistir.

Asetazolamidin  (AZA) hCA 1l enzimi iizerindeki inhibisyon profilini
belirlemek amaciyla inhibitorsiiz ve bes farkli inhibitor (AZA) konsantrasyonlu ICso
degerleri %Aktivite-[ Asetazolamid (mg/mL)] grafigi cizilerek belirlenmistir (Sekil
4.27). Elde edilen I1Cso degeri (8,549 ng/mL) ve Ku degeri ile Cheng—Prusoff esitligi
kullanilarak hCA II enziminin inhibitér olarak kullanilan AZA’ya olan ilgili
belirlenmistir. AZA’nin hCA II enzimi tizerindeki inhibisyon sabiti (K;) 5,813 ng/mL

olarak tespit edilmistir.

120
y = 100e-2471x

100 R?=0,9598

80

60

% Aktivite

40

20

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
[Paeonia mascula subsp. arietina etanol ekstresi] mg/ml

Sekil 4.26. hCA 1l enziminin % aktivite-[Paeonia mascula subsp. arietina etanol ekstresi
(mg/mL)] grafigi
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120

y = 10081077
100 @, R>=0,9891

80

60 --.--..-c--.

% Aktivite

40

20

0 0,000005 0,00001 0,000015 0,00002

[Asetazolamid] mg/mL

Sekil 4.27. hCA Il enziminin % aktivite-[ Asetazolamid (mg/mL)] grafigi

4.6. HPLC-DAD ANALIZ SONUCLARI

Calisma sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde, Paeonia mascula
subsp. arietina bitkisinin etanol ekstresinin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu
ve hCA Il enzimini giicli inhibe ettigi saptanmustir. Achillea millefolium subsp.
millefolium bitkisinin kloroform ekstresinin diger ekstreler arasinda en giiglii
antikolinesteraz aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Achillea setacea bitkisinin
etanol ektresinin diger ekstrelerden daha yiiksek antiiireaz aktivite sahip oldugu tespit
edilmistir. Bundan dolay1 bu ¢alismada bitkilerin igerdigi bilesiklerin bu aktivitelerden
olas1 etkisi oldugu diisiiniilerek bu ekstrelerin igerdigi major fenolik bilesikler HPLC-
DAD ile analiz edilmistir. Analiz sonucu belirlenen bilesikler Cizelge 4.26’da

verilmistir.

Bitkilerden elde edilen farkli ekstrelerin kromatogramlart ve bu
kromatogramlardaki piklere ait spektrumlar ile standart maddelerin spektrumlarinin
karsilastirilmas1 asagidaki sekillerde verilmistir. Analiz sonucu belirlenen bilesikler

Cizelge 4.26°da verilmistir.
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Cizelge 4.26. Achillea setacea, Achillea millefolium subsp. millefolium ve Paeonia mascula
subsp. arietina bitkilerinin i¢erdigi fenolik bilesikler

Bitki Ekstre Icerdigi Fenolik Bilesikler

Achillea setacea Etanol Kafeik asit, rosmarinik asit,
klorojenik asit, rutin

Achillea millefolium subsp. millefolium = Kloroform  Tannik asit, 4-hidroksi benzoik
asit, vanilik asit

Paeonia mascula subsp. arietina Etanol Tannik asit, rutin

4.6.1. Paeonia mascula subsp. arietina Bitkisinin Etanol Ekstresinin
HPLC-DAD Analiz Sonuclari

Bitkinin etanol ekstresi metanol/su (2:1) ¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir ve 1,0/0,45
um’lik enjektér uglu mikro filtreden gegirilerek HPLC-DAD sistemi ile analiz
edilmistir. Elde edilen kromatogramlardaki piklere ait spektrumlar standart maddelerin
spektrumlart ile karsilastirildiginda, etanol ekstresinin tannik asit ve rutin bilesiklerini
icerdigi tespit edilmistir. Bitkiden analiz edilen bilesiklerin ve standartlarin st tste

cakistirilmis pikleri Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da gosterilmistir.

“DAD1, 20.788 (188 mal, - ) Ref=20.248 & 21.315 of 001-0101.D
*tannic acid 50 ug/ml

L L e ) e L S B AL I
250 200 350 400 450 500 550 nm

Sekil 4.28. Tannik asit bilesiginin spektrumu
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“DAD1, 30.208 (214 mALl, - ) Ref=28.695 & 20.801 of 001-0101.D
*rutin 250 ugimil

;_'541—5
:_'nﬂ—f
1543—5
wn—f

50—

Sekil 4.29. Rutin bilesiginin spektrumu

4.6.2. Achillea millefolium subsp. millefolium Bitkisinin Kloroform
Ekstresinin HPLC-DAD Analiz Sonugclar:

Bitkinin Kkloroform ekstresi metanol/su (2:1) ¢ozeltisinde ¢Oziilmiistiir ve
1,0/0,45 um’lik enjektér ug¢lu mikro filtreden gegirilerek HPLC-DAD sistemi ile analiz
edilmistir. Elde edilen kromatogramlardaki piklere ait spektrumlar standart maddelerin
spektrumlar ile karsilastirildiginda, kloroform ekstresinin tannik asit, 4-hidroksi
benzoik asit ve vanilik asit bilesiklerini i¢erdigi tespit edilmistir. Bitkiden analiz edilen
bilesiklerin ve standartlarin iist liste ¢akistirilmis pikleri Sekil 4.30, Sekil 4.31 ve Sekil
4.32°de gosterilmistir.

*DAD1, 24.225 (36.2 mAl, - ) Ref=23.472 & 24 545 of 001-0101.D
*tannicacid 50 ugimi

30+
25-
20
15
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Sekil 4.30. Tannik asit bilesiginin spektrumu
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*DAD1, 33.852 (110 mAL, - ) Ref=33.092 & 34.512 of 001-0101.D
*4-oh benzic acid spektm 8 ug/ml
P -
80—
60—
40~
20—
0-
T T A T T =i |
250 300 350 400 450 500 550 nm
Sekil 4.31. 4-hidroksi benzoik asit bilesiginin spektrumu
DA, 22705 (v8.0 mAl, - ) Ref=22.082 & 23465 of 001-0101.D
*vanilik asit 19 ug/mil
fdovm -
g0
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Sekil 4.32. Vanilik asit bilesiginin spektrumu

4.6.3. Achillea setacea Bitkisinin Etanol Ekstresinin HPLC-DAD Analiz

Sonuclar

Bitkinin etanol ekstresi metanol/su (2:1) ¢6zeltisinde ¢oziilmustiir ve 1,0/0,45

um’lik enjektér uglu mikro filtreden gegirilerek HPLC-DAD sistemi ile analiz

edilmistir. Elde edilen kromatogramlardaki piklere ait spektrumlar standart maddelerin

spektrumlart ile karsilastirildiginda, etanol ekstresinin kafeik asit, rosmarinik asit,

klorojenik asit ve rutin bilesiklerini igerdigi tespit edilmistir. Bitkiden analiz edilen

bilesiklerin ve standartlarin iist liste ¢akistirilmis pikleri Sekil 4.33, Sekil 4.34 ve Sekil

4.35 ve Sekil 4.36°da gosterilmistir.
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“DAD1, 23.574 (473 mAL, - ) Ref=23.047 & 24.120 of 001-0101.D
*caffeic acid 50 g/ml

Tk i
400-
300 -
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100 —
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250 300 350 400 450 500 550 R

Sekil 4.33. Kafeik asit bilesiginin spektrumu

“DADT, 31.938 (847 mAL, - ) Ref=29.585 & 32.505 of 001-0101.D
*rosmarinic acid 20 ug/ml
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Sekil 4.34. Rosmarinik asit bilegiginin spektrumu

*DAD1, 18.458 (8.8 mAl, - ) Ref=18.185 & 18.752 of 001-0101.D
*clorogenic acid 250 ugfml
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=
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Sekil 4.35. Klorojenik asit bilesiginin spektrumu



*DAD1, 33.138 (778 mAl, - ) Ref=32.505 & 35.398 of 001-0101.D
*rutin 50 ugimi
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Sekil 4.36. Rutin bilesiginin spektrumu
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5. TARTISMA

Yapilan literatiir calismalar1 sonucunda ¢alistigimiz Achillea setacea Waldst.
et Kit.,, Achillea millefolium L. subsp. millefolium L., Tanacetum macrophyllum
(Waldst. et Kit.) Schultz Bip., Paeonia mascula (L.) Miller subsp. arietina (Anders.)
Cullen et Heywood, Plantago lanceolata L. ve Hypericum perforatum L. bitkileri ile
yapilmis hCA 1II enzimi aktivitesini inceleyen bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ayni
sekilde Hypericum perforatum L. ve Tanacetum macrophyllum (Waldst. et Kit.)
Schultz Bip. bitkileri disinda diger bitkiler iizerine yapilmig antiasetilkolinestereaz
calismasi goriilmemistir. Literatlir arastirmasi sonucu calistigimiz bitkiler iizerinde

yapilmis az sayida antioksidan ¢alismasina rastlanmistir.

Yapilan bir calismada Hypericum perforatum L. bitkisinin ¢igceklerinden elde
edilen etanol ekstresinin antioksidan aktivitesi ve bu ekstrenin fenolik igerigi HPLC-
DAD ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore etanol ekstresinin (ECso: 21
dwb/mL) giiglii antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir (150). Hypericum
perforatum L. iizerine yapilan baska bir caligmada ise bitkinin toprak stii
kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin antioksidan aktivitesi DPPH (%77,6+0,5
inhibisyon), ABTS (%81,2+0,4 inhibisyon), FRAP (32,4+0,5mM TE/g d.w.)
yontemleri ile incelenmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde metanol
ekstresinin giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (151). Bir bagka
caligmada Hypericum perforatum L. bitkisinin toprak tstii kisimlarindan maserasyon
yolu ile elde edilen etil asetat, metanol ve su ekstrelerinin asetiasetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz aktivitesi tayin edilmistir ve antioksidan aktiviteleri DPPH ve
FRAP yontemleri ile incelenmistir. Metanol ekstresi en gii¢lii asetilkolinestreaz
inhibisyonu (%49,54+4,44) gosterirken biitirilkolinesteraz i¢in en giiglii inhibisyon etil
asetat ekstresinde gozlenmistir (%50,79+3,07). Bitkiden elde edilen metanol ekstresi
DPPH (%89,80+0,18) ve FRAP (%50,79+3,07) yontemlerinde en gii¢lii antioksidan
etki gostermistir (152). Bagka bir ¢alismada Hypericum perforatum L. bitkisinden elde
edilen metanol:su (50:50) ekstresi 10 mg/mL olarak test edildiginde iireaz enzimi
tizerinde yaklagsik %70 inhibisyon gosterdigi belirlenmistir (153). Hypericum

perforatum bitkisi iizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligmalarda, bu bitkinin hiperosit,
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rutin, kersetin, izokersetin, amentoflavon, biapigenin, kafeik asit, klorojenik asit ve p-

kumaroilkinik asit bilesikleri igerdigi tespit edilmistir (154).

Yaptigimiz ¢alismada diger ¢alismalardan farkli olarak Hypericum perforatum
L. bitkisinin toprak iistii kisimlarindan petrol eteri, kloroform ve etanol ekstreleri
Soxhlet cihazi ile siirekli ekstraksiyon yapilarak elde edilmistir. Antioksidan aktivitesi
DPPH, FRAP ve ABTS yontemlerine ek olarak CUPRAC yontemi ile incelenmistir.
Literatiir arastirmasi sonucu bitkinin sadece metanol ekstresi iizerine yapilmis
antikolinesteraz ve antilireaz ¢alismalari bulundugu belirlenmistir. Yapilan bu
calismada farkli olarak bitkiye ait petrol eteri, kloroform ve etanol ekstrelerinin
antikolinesteraz ve antilireaz aktivitesi tayin edilmistir. Literatiire paralel olarak
bitkiden hazirlanan etanol ekstresinin diger ekstrelerden daha giiclii antioksidan
aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (150). Bitki {izerinde yapilan literatiir
taramalarinda bitkinin flavonoit ve fenolik asitlerden igerdigi saptanmistir (154). Bu
caligmada da bitkinin gii¢lii antioksidan aktivite gostermesi bu durumun igerdigi bu
bilesiklerden olabilecegini diislindiirmiistiir. Yapilan literatiir arastirmasi sonucu
Hypericum perforatum L. bitkisinin hCA 1II enzimi ile olan iligkisine dair bir ¢aligma
goriilmemis olup, elde edilen ekstrelerin hCA Il enzimini inhibe etme potansiyeli ilk

kez bu galigsma kapsaminda incelenmistir.

Achillea millefolium L. bitkisi {izerinde yapilan galismalar incelendiginde bu
tiirlin antioksidan, antiiireaz, antikolinesteraz aktivitelerini inceleyen birgok ¢alisma
goriilmistiir. Tez kapsaminda ¢alisilan bitkilerden olan Achillea millefolium subsp.
millefolium L. tiirii iizerinde ise sadece antioksidan ve antimikrobiyal etkilerini
aragtiran caligmalara rastlanilmistir. Yapilan bir calismada bitkinin maserasyon
yontemi ile elde edilen metanol ekstresinin DPPH radikali siipiiriicii etkisi (ICso:
45,60+1,30 pg/mL) test edilmistir (118). Bu ¢alismadan farkli olarak Soxhlet cihazi
ile siirekli ekstraksiyon ile elde edilen petrol eteri, kloroform ve etanol ekstrelerinin
antioksidan aktivitesi DPPH, FRAP, CUPRAC ve ABTS yontemleriyle incelenmistir.
Calisma sonucu etanol ekstresinin DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi ICso:
0,033+0,020 mg/mL olarak tespit edilmistirr Bu degeri diger c¢alisma ile
karsilastirdigimizda Soxhlet cihazi ile siirekli ekstraksiyon ile elde edilen etanol
ekstresinin maserasyon yontemi ile elde edilen metanol ekstresinden giiclii oldugu

goriilmiistiir. Yapilan literatiir ¢alismalart sonucunda Achillea millefolium subsp.
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millefolium L. {izerine yapilmis antikolinesteraz, antilireaz ve esteraz aktivitesini
inceleyen bir ¢caligma bulunmamistir. Bitkiye ait bu aktiviteler ilk kez test edilmistir.
Ayrica bu calisma kapsaminda bitkiye ait kloroform ekstresinin i¢erigi HPLC-DAD
sistemi ile analiz edilmistir ve bitkinin tannik asit, 4-hidroksi benzoik asit ve vanilik
asit bilesiklerini igerdigi saptanmistir. Yapilan literatiir taramalarinda, A. millefolium
bitkisinin sulu etanol ekstresinin klorojenik asit, visenin-2, luteolin-7-O-glukozit,
rutin, apigenin-7-O-glukozit, luteolin, apigenin, p-kumarik asit, hiperozit, isokersitrin,
kersitrin, kersetin ve patuletin bilesiklerini i¢erdigi HPLC ile analiz edilmistir
(155,156). Bu c¢alismada kullanilan bitkilerden olan Achillea millefolium subsp.
millefolium bitkisinin toprakiistii kisimlarindan luteolin, apigenin 7-O-f-D-glukozit,
luteolin  7-O-B-D-glukozit,  6-OH-luteolin  7-O-B-D-glukozit,  akillifolin,
dihidropartenolit, dihidroreynosin ve vanilik asit bilesikleri izole edilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada da literatiir bilgilere paralel olarak A. millefolium subsp.
millefolium bitkisinden elde edilen kloroform ekstresinin vanilik asit, tannik asit ve 4-
hidroksi benzoik asit igerdigi tespit edilmistir (157,158). Fenolik asitlerin ve
flavonoitlerin giiclii biyolojik aktivite (antioksidan, antienflamatuvar vb.) gosterdigi
bilinmektedir (159). Literatiir bilgisi kapsaminda bitkinin giiclii biyolojik aktivite

gostermesi igerdigi fenolik asitlerden kaynaklandigini diisiindiirmiistiir.

Yapilan bir caligmada Achillea setacea bitkisinin ¢i¢ek, yaprak ve koklerinden
ayr1 ayri maserasyon yontemi ile hazirlanan metanol ekstreleri HPLC ile analiz
edilmis, DPPH ve ABTS yontemleri ile antioksidan aktivitesi tayin edilmistir.
Calismanin sonuglart incelendiginde en giicli DPPH radikali siipiiriicii etki (ICso:
0,470+0,002 mg/mL) bitkinin yapraklarindan elde edilen metanol ekstresinde
gozlenmistir. ABTS yontemiyle (ICso: 0,143+0,005 mg/mL) elde edilen antioksidan
aktivitelere bakildiginda ise en iyi etki bitkinin koklerinden elde edilen metanol
ekstresinde gozlemlenmistir (121). Bu ¢alisma kapsaminda diger ¢alismadan farkli
olarak bitkinin toprak iistii kisimlar1 kullanilmus, ¢igekler ve yapraklar ayrilmamaistir.
Antioksidan aktivitesi incelenirken DPPH ve ABTS yontemlerine ek olarak FRAP ve
CUPRAC yontemleri de kullanilmistir. Calismada etanol ekstresinin DPPH radikali
stiptirticti aktivitesi ICso: 0,0260,003 mg/mL olarak tespit edilmistir. Tespit edilen bu
degere sahip ekstrenin yapilan diger ¢calismada bitkinin yapraklarindan elde edilen

metanol ekstresinden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugunu goriilmiistiir. Bitkinin
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antiasetilkolinesteraz, antiiireaz etkisi ve hCA II enzimi ile olan iliskisi ilk defa
incelenmistir. Bitkiye ait etanol ekstresinin igerigi HPLC-DAD sistemi ile analiz
edilmis ve kafeik asit, rosmarinik asit, klorojenik asit ve rutin bilesiklerini igerdigi
tespit edilmistir. Yapilan bir calismada A. setacea bitkisinin klorojenik asit, kafeik asit,
rutin, kersetin, luteolin ve apigenin bilesiklerini i¢cerdigi HPLC ile analiz edilmistir
(160). Baska bir calismada A. setacea bitkisinin toprak istii kisimlarindan 14-
deoksilaktusin, rupikolin A ve rupikolin B bilesikleri izole edilmistir (161). Yapilan
baska bir ¢calismada visenin-2, isosaftosit, saftosit, viteksin, orientin, isoorientin, rutin,
luteolin-7-O-glukozit, apigenin-7-O-glukozit, apigenin ve luteolin-4’-O-glukozit ve
klorojenik asit bilesiklerini igerdigi analiz edilmistir (162). Bu ¢alismada da literatiir
taramalarina paralel olarak A. setacea bitkisinin etanol ekstresinin kafeik asit,
rosmarinik asit, klorojenik asit ve rutin bilesiklerini icerdigi HPLC ile analiz edilmistir.
Fenolik bilesiklerin gii¢lii biyolojik aktivite 6zelligine sahip olduklar1 bilgisi goz
Online alindiginda, A. setacea bitkisinin giiclii biyolojik aktiviteye sahip olmasi

icerdigi hem flavonoit hem de fenolik asitlerinden kaynaklandigini diisiindiirm{istiir.

Paeonia cinsine ait bazi tiirlerin giiglii antioksidan ve antikolinesteraz aktivite
gosterdigi literatiir bilgilerinde kayitlidir, fakat bu calismada kullanilacak olan
Paeonia mascula subsp. arietina tizerinde yapilan literatiir arastirmasinda bu tiire ait
herhangi bir biyolojik aktivite ¢aligmasina rastlanmamistir. Bitkinin antioksidan,
antiasetilkolinesteraz, antiiireaz etkisi ve hCA II enzimi ile olan iligkisi ilk defa bu
calisma kapsaminda incelenmistir. Bitkiye ait etanol ekstresinin igerigi HPLC-DAD
sistemi ile analiz edilmistir. Bitkinin tannik asit ve rutin bilesiklerini igerdigi tespit
edilmistir. Paeonia cinsinin kimyasal i¢erigi {izerinde yapilan literatiir taramasinda, bu
cinse ait olan P. arietina ve P. kesrounansis bitkilerinin metanol ekstresinde kersetin-
3,7-di-O-glukozit, kempferol-3,7-di-O-glukozit, kersetin-heksozit, kersetin-glukosil-
ramnozit, kersetin-galloil-heksozit, kempferol-3-O-glukozit-7-O-ramnozit ve rutin
bilesiklerinin varliginin HPLC-DAD analizi ile belirlendigi goriilmiistiir (163).
Yapilan bu ¢alismada da literatiire paralel olarak Paeonia mascula subsp. arietina

bitkisinin etanol ekstresinin tannik asit ve rutin bilesikleri i¢erdigi saptanmustir.

Kersitin, rutin, katesin, epikatesin, apigenin, silymarin, fenol, katesol,
rezorsinol ve dort tip saponin tiirevinin insan CA II izoenzimi {lizerindeki inhibitor

etkilerinin tespit edilmesi tizerine yapilan bir ¢alismada rutinin (K;: 0,83 uM) referans
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olarak kullanilan asetazolamide (Ki: 0,37 uM) yakin bir inhibitér etki gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada rutinin ve bulundugu serideki molekiillerin insan CA 1I
enzimi iizerindeki biyoaktivitelerinde, molekiillerin aromatik iskelelerinde bulunan
farkli fonksiyonel gruplarin bu etkiye neden oldugu isaret edilmektedir (164). Tannik
asit, hidroksil gruplarinda bir veya daha fazla galloil rezidiileri ile tiiretilmis bir
merkezi glikoz molekiilinden olugmaktadir. Tannik asitin hidrofobik cekirdek ve
hidrofilik kabuga sahip polifenolik dogas1 molekiiliin gosterdigi antioksidan etkiye
neden olan Ozelligidir. Tannik asit bir¢ok bitkide bulunmakla birlikte sahip oldugu
antioksidan 6zelliginin yani sira molekiiliin antimutajenik ve antikarsinojenik etkileri
literatiide mevcuttur (165). Bazi standart fenolik maddeler ve ari tirinlerinin insan CA
I ve Il izoenzimleri iizerindeki inhibitor etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada insan CA
IT enzimini en iyi inhibe eden fenolik maddenin tannik asit oldugu belirlenmistir.
Yapilan bu c¢aligmada standart olarak kullanilan asetazolamidin ICso degeri
0,004+0,001 pg/mL olarak tespit edilirken, tannik asitin ICsg degeri 0,009+0,001
ug/mL olarak belirlenmistir. Caligmada insan CA II izoenzimini en etkili inhibe eden
molekiiller incelendiginde siralama su sekilde elde edilmistir: tannik asit > kersitin >
gallik asit = krisin = katesin = protokatekuik asit (166). insan CA II izoenzimi {izerine
kimyasal ve dogal bir¢ok maddenin biyoaktivitesinin incelendigi bir ¢alismada
maddelerin izoenzim lizerindeki yiizde inhibisyon ve 1Csp degerleri elde edilmistir.
Calismada siilfonamid temelli olmayan molekiillerden biri olan tannik asitin insan CA
IT izoenzimi tizerine gosterdigi giiclii inhibitor etkiye vurgu yapilmistir (167). hCA 11
enzimi tizerine en etkili inhibe edici 6zellik gosteren Paeonia mascula subsp. arietina
etanol ekstresinde bulunan tannik asit igerigi, ekstrenin gosterdigi inhibisyon derecesi

acisindan literatiirii destekleyici 6zellik gostermektedir.

Plantago lanceolata L. bitkisi ile yapilan bir ¢alismada bitkinin toprak iistii
kisimlarindan maserasyon yontemi ile hazirlanan metanol:su (4:1) ekstresinin
antioksidan etkisi DPPH (ICso: 4,20+0,19 ng/mL) ve FRAP (109,80+6,57 mg AAE/g
of kuru agirlik) yontemleri ile incelenmistir. Calismanin sonucuna gore Plantago
lanceolata L. bitkisinden elde edilen bu ekstrenin giiglii bir antioksidan aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Calismada ayrica Plantago lanceolata L. bitkisinin
igerdigi bilesikler LC-MS/MS ile incelenmistir. Major bilesenler p-hidroksibenzoik

asit, vanillik asit, gallik asit, klorojenik asit, apigenin, luteolin ve luteolin-7-O-glukozit
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olarak belirlenmistir (23). Yapilan baska bir ¢alismada ise bitkinin toprak istii
kisimlart kullanilarak Soxhlet cihazi ile siirekli ekstraksiyon ile metanol ekstresi
hazirlanmis ve DPPH yontemi (ICso: 30,86+4,66 ug/mL) ile antioksidan kapasitesi
tayin edilmistir ve ekstrenin gosterdigi gili¢lii antioksidan etki gosterdigi saptanmistir
(168). Bu galismada yapilan diger ¢alismalardan farkli olarak Soxhlet cihazi ile siirekli
ekstraksiyon ile 3 farkli ekstre elde edilmistir. Etanol ekstresinin DPPH radikali
stipiirticti aktivitesi ICso: 0,113£0,008 mg/mL olarak belirlenmis olup Galvez ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada elde edilen metanol ekstresinin gosterdigi aktiviteden
(ICs0: 30,86+4,66 ug/mL) diisiik oldugu goriilmiistiir (168). Yapilan c¢alismalardan
farkli olarak bu ¢alismada bitkinin antioksidan etkisi CUPRAC ve ABTS yoOntemleri
ile de incelenmistir. Bitkinin ig¢erdigi flavonoit ve fenolik asitlerin bitkinin biyolojik
aktivitesinde énemli rol aldig1 disiiniilmistiir. Literatiir caligmalar1 sonucu Plantago
lanceolata L. tizerine yapilmis asetilkolinesteraz, tireaz ve hCA Il enzimleri ile ilgili

calisma goriilmemistir.

Tanacetum macrophyllum bitkisi {izerine yapilan bir galismada, bitkinin toprak
istii kisimlarindan maserasyon ile elde edilen etanol ekstresinin DPPH (ICso:
32,704+2,80 ug/mL), ABTS (ICso: 37,20+1,10 ng/mL) ve FRAP (361+24 TEAC mg
TE/g) yontemleri ile antioksidan etkisi degerlendirilmis ve antikolinesteraz aktivitesi
(ICs0: 0,57+0,01 mg/mL) o6l¢iilmiistiir. Calismanin sonucunda etanol ekstresinin
antioksidan etki gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica ekstrenin diisiik seviyede
asetilkolinesteraz inhibitor etkisi gosterdigi tespit edilmistir (136). Yapilan ¢alismada
farkli olarak petrol eteri, kloroform ve etanol ekstreleri Soxhlet cihazi ile stirekli
ekstraksiyon ile kullanilarak elde edilmistir. Etanol ekstresinin DPPH radikali
stiptiriicii aktivitesi 1Cso: 0,010£0,0001 mg/mL olarak belirlenmistir. Bu sonug
Venditti ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile karsilastirildiginda Soxhlet cihazi ile
stirekli ekstraksiyon (ICsp: 0,010+0,0001 mg/mL) ile elde edilen ekstrenin maserasyon
(ICs0: 32,70+2,80 pg/mL) ile elde edilen ekstreden daha yiiksek aktivite gosterdigi
goriilmistiir (141). T. macrophyllum bitkisinin igerdigi flavanoit (6patilin, hispidulin,
apigenin, kersitrin, izokersitrin) ve fenolik asit (klorojenik asit, kafeik asit, rosmarinik
asit) bilesiklerinin biyolojik aktivitesinde etkili oldugu diisiiniilmiistiir. (126). Bitkinin

antilireaz aktivitesi ve hCA II enzimi ile olan iliskisi ilk defa incelenmistir.
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6. SONUCLAR

Bitkiler ¢ok eski tarihlerden itibaren halk arasinda yaygi bir sekilde
kullanilmaktadir. Bitkiler Anadolu cografyasinda yaygin bir sekilde dagilim
gostermekte ve cogu zaman halk tarafindan tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Tez
kapsaminda segilen bazi bitkilerin biyolojik aktivitelerini tespiti etmek ana
hedeflerimizden biriydi. Artan ve yaslanan diinya niifusu ile birlikte goériilme
sikliginda artis yasanan AH’nin tedavisi amactyla 6nerilen hipotezlerden birisi olan ve
kolinerjik siirecin inhibe edilmesini temel alan siirecler tez galigmasi kapsaminda
uygulanmustir. Achillea millefolium subsp. millefolium bitkisinin kloroform ekstresinin
icerigi incelendiginde; tannik asit, 4-hidroksi benzoik asit ve vanilik asit gibi fenolik
bilesikleri ihtiva ettigi tespit edilmistir. Kloroform ekstresinin igerdigi bu fenolik
bilesiklerin bitkinin gii¢lii antiasetilkolinesteraz aktivite gostermesinde etkili oldugunu

diistindiirmistiir.

H. pylori eradikasyonunu 6nemli 6l¢iide azaltmak i¢in bakterinin sahip oldugu
lireaz enziminin inhibe edilerek, bakterinin midede kolonilesme kabiliyetinin
azatilmast amaciyla halk arasinda yaygin bir sekilde kullanilan tibbi bitki
ekstraklarmin antiiireaz aktiviteleri belirlenmistir. En etkili inhibisyon Achillea
setacea bitkisinden elde edilen etanol ekstresinde goriilmiistiir. Elde edilen ekstre
sonuclarinin standart madde olarak kullanilan tiyoiire kadar etkili sonu¢ vermedigi
tespit edilmistir. Fenolik bilesiklerin 6nemli oranda antilireaz aktiviteye sahip
olduklar1 g6z dniine alindiginda, A. setacea bitkisinin bu potansiyeli igerdigi kafeik
asit, rosmarinik asit, klorojenik asit ve rutin bilesiklerden kaynaklandigim

diistindiirmiistiir (169).

Glokom hastaliginda goriilen artan gdz igi basinca neden olan akdz hiimor
olusumuna katilan ve bu siiregte aktivitesi artan hCA Il enziminin aktivitesinin
azaltilmasi, hastaligin tedavi siirecinde istenilen iyilesmeyi saglamasi nedeniyle ilag
gelistirme calismalarinda hCA 1II enzimine yonelik tasarlanacak etken molekiiller
onemlidir. Elde edilen veriler ile Paeonia mascula subsp. arietina etanol ekstresinin
diger ekstrelere gore hCA II enzimini daha iyi inhibe ettigi gézlenmistir. HPLC-DAD
analizi sonucunda ekstre igeriginde tannik asit ve rutin gibi fenolik bilesikler tespit

edilmistir. hCA 1II enziminin fenolik bilesikler ile etkili bir sekilde etkilesime ve
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inhibisyona girdigi diistintildiiglinde bu molekiiller ile yapilacak daha ileri ¢calismalara

ihtiyag vardir.

Sunulan tez ¢alismasi bitki ¢esitliligi ve listiinde ¢alisma yapilan biyoaktivite
calismalar1 agisindan zengin bir ¢aligma olup alanda 6nemli bir boslugu doldurmasi
muhtemeldir. Sunulan caligma ekstrelerin sahip oldugu biyoaktivite ozellikleri
kapsaminda olup ilerleyen donemde ekstre igeriklerinde yer alan major bilesiklerin
izole edilip ilgili etken madde ile biyoaktivite ¢alismalarimin daha ileri noktaya
getirilmesiyle halk saglig1 agisindan daha etkin bir kazanim saglanabilecegi tahmin

edilmektedir.
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