SU KEREVIZI (Apium nodiflorum L.) BITKISININ
ANTIOKSIDAN AKTIVITESI, KOLINESTERAZ
ENZIM INHIBISYON POTANSIYELI VE LC-MS/MS
ILE FENOLIK BILESENLERININ BELIRLENMESI

OZGE NARLI

YUKSEK LIiSANS TEZI
BiYOMUHENDISLIK VE BILIMLERI ANA BILIiM DALI




T.C.
KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SU KEREVIZi (Apium nodiflorum L.) BITKISININ
ANTIOKSIDAN AKTIVITESI, KOLINESTERAZ
ENZIiM INHIBISYON POTANSIYELI VE LC-MS/MS
ILE FENOLIK BILESENLERININ BELIRLENMESI

OZGE NARLI

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOMUHENDISLIK VE BILIMLERI ANA BILIiM DALI

KAHRAMANMARAS 2024



TEZ BIiLDIiRIiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada orijinal

olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Ozge NARLI

Bu ¢alisma KSU Bilimsel Arastirma Birimi (BAP Proje No: 2023/2-7 YLS) tarafindan

desteklenmistir.

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bilgilerin, ¢izelge, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri

Kanunundaki hiikiimlere tabidir.
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FENOLIK BILESENLERININ BELIRLENMESI
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OZET

Bu ¢alismada, Su kerevizi (bendik) bitkisi (Apium nodiflorum L.) toprak iistii
kisimlarindan elde edilen etanol ve su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri, toplam fenolik
ve flavonoid madde miktarlari, bazi fenolik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizleri
belirlendi. Ayrica, bu ekstrelerin asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE)
enzimleri tizerindeki inhibisyon etkileri de arastirildi. Su Kerevizi bitkisi ekstrelerinin
antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi,
ABTS™ radikal giderme kapasitesi, CUPRAC ve Fe**-Fe*? indirgeme giicii metodu
kullanildi. Standart antioksidan olarak BHA, BHT, troloks ve a- tokoferol kullanildi. Su
kerevizi bitkisinden elde edilen etanol ve su ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoid
bilesik miktarlar1 gallik asit ve kuersitin esdegeri olarak belirlendi. Fenolik madde
bilesiklerinin tayini LC-MS/MS cihazi ile elli ii¢ adet standart madde kullanilarak yapildi.
Boylelikle bitkideki biyolojik aktivite gosterebilen major Dbilesenler tespit edildi.
Ekstrelerin AChE ve BChE enzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri 1Csy hesaplanarak
belirlendi. Standart inhibit6r olarak takrin kullanildu.

Aragtirma sonuglarina gore, tiim antioksidan yontemlerde etanol ekstresi su
ekstresine gore daha yiiksek antioksidan aktivite sergiledi. Etanol ekstresinin toplam
fenolik miktar1 46.095 mg GAE/g, su ekstresinin ise 31.034 mg GAE/g olarak
hesaplanmistir. Flavonoid miktarlari ise etanol ekstresinde 20.232 mg QE/g, su ekstresinde
4.082 mg QE/g olarak bulunmustur. Ayrica LC-MS/MS ile su ekstresinde dokuz fenolik
bilesik belirlenirken, etanol ekstresinde yirmi iki fenolik bilesik belirlendi. En yiiksek
fenolik bilesik, 8.712 mg/g ile etanol ekstresinde tespit edilen klorojenik asittir. Hem
AChE hem de BChE enzimleri iizerinde ise etanol ekstresi giiclii inhibitor o6zellik
sergilerken, su ekstresi daha zayif bir inhibitor etki gosterdi. Ayrica, her iki ekstre de
AChE enzimi iizerinde BChE enzimine kiyasla daha belirgin bir inhibitor etki gosterdi.
Bu sonuglar, su kerevizi bitkisinin etanol ekstresinin yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
oldugunu ve ozellikle icerdigi fenolik bilesikler sayesinde giiclii enzim inhibitor etki
sergiledigini gostermektedir. Bitkinin etanol ekstresi, noroprotektif ajan olarak potansiyel
deger tagimakta ve antioksidan ile noroprotektif 6zelliklere sahip gida takviyeleri veya
farmasotik tiriinlerin gelistirilmesi igin umut vadetmektedir.
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Icerik, LC-MS/MS
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ANTIOXIDANT ACTIVITY, CHOLINESTERASE ENZYME INHIBITION
POTENTIAL AND DETERMINATION OF PHENOLIC COMPONENTS OF
WATER CELERY (Apium nodiflorum L.) BY LC-MS/MS

(M. Sc. THESIS)

Ozge NARLI

ABSTRACT

In this study, antioxidant activities, total phenolic and flavonoid components,
qualitative and quantitative analyses of some phenolic compounds were determined in
ethanol and water extracts obtained from the the aerial parts of water celery plant (Apium
nodiflorum L.). Additionally, the inhibition effects of these extracts on acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) enzymes were also investigated.

The extracts' antioxidant activities were determined using DPPH free radical
scavenging activity, ABTS™ radical scavenging capacity, CUPRAC and the Fe*3-Fe*?
reducing power method. BHA, BHT, trolox, and a-tocopherol were used as standard
antioxidants. Total phenolic and flavonoid compound amounts of ethanol and water
extracts obtained from water celery plants were determined as gallic acid and quercetin
equivalents. Phenolic compounds were determined by LC-MS/MS using fifty three
standard substances. Thus, the plant's major components capable of biological activity
were identified. The extract’s inhibitory effects on AChE and BChE enzymes were
determined by calculating 1Cso. Tacrine was used as the standard inhibitor.

According to the results, ethanol extract exhibited higher antioxidant activity than
water extract in all antioxidant methods. The phenolic content of the ethanol extract was
determined to be 46.095 mg GAE/g, while the water extract had a total of 31.034 mg
GAE/qg. Flavonoid amounts were found as 20.232 mg QE/g in ethanol extract and 4.082
mg QE/g in water extract. Furthermore, LC-MS/MS identified nine phenolic compounds in
water extract and twenty two phenolic compounds in ethanol extract. The highest phenolic
compound was chlorogenic acid, which was found in ethanol extract at 8.712 mg/g. The
ethanol extract strongly inhibited both AChE and BChE enzymes, whereas the water
extract had a weaker inhibitory effect. In addition, both extracts had a stronger inhibitory
effect on the AChE enzyme than on the BChE enzyme.

These findings indicate that the ethanol extract of the water celery plant has high
antioxidant capacity and a strong enzyme inhibitory effect, particularly due to the phenolic
compounds it contains. The plant's ethanol extract has potential as a neuroprotective agent
and shows promise for the development of food supplements or pharmaceutical products
with antioxidant and neuroprotective properties.

Keywords: Apium nodiflorum L., Antioxidant Activity, AChE, BChE, Phenolic Content,
LC-MS/MS
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Askorbik asit es degeri

: 2,2’-Azinobis (3-etilbenzotrazolin-6-siilfonat)

: 2,2’-Azinobis (3-etilbenzotrazolin-6-siilfonat) radikali
: Asetilkolinesteraz

: Alzheimer hastalig

: Aliminyum nitrat

. Biitirilkolinesteraz

: Butillendirilmis hidroksianisol

: Butillendirilmis hidroksitoluen

. Potasyum asetat

: Bakar kloriir

: Bakar (I1) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
. Dimetilstilfoksit

: 1,1-Difenil-2pikrilhidrazil

: 1,1-Difenil-2pikrilhidrazil radikali

: 5,5°- Ditiyo-bis (2-Hidrobenzoik asit)

: Etilendiamintetra asetik asit
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GAE : Gallik asit es degeri

K20sS; : Potasyum persiilfat
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LC-MS : Liquid chromatography-mass spectrometry
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mg : Miligram

mL - Mililitre
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Na,CO; : Sodyum karbonat
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NaCH3;COO’ : Sodyum asetat
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1.GIRIS

Insanlar tarihin ilk dénemlerinden itibaren bitkilerden sadece gida temininde degil
her anlamda yararlanmiglardir. Bitkilerin  birgogunun tibbi amac¢h kullanildig:
bilinmektedir. Diinya Saghk Orgiitiinin (WHO) yaptign calismalara gore tedavi amagh
kullanilan bitkilerin sayis1t 20.000 civarinda olup antik ¢aglardan bu yana gidalara tat,

koku, renk vermede kullanilmaktadir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011).

Giliniimiizde, insanlarin sentetik antioksidanlara karsi giivenilirliginin azalmasiyla
beraber bitkisel kaynaklardan dogal antioksidanlarin elde edilmesi iizerine olan ilgi
artmistir. Diinya Saglhik Orgiitii raporlarina gore gelismekte olan iilkelerde yasayan niifusun
% 80’1 temel saglik ihtiyacglari i¢in bitkisel materyalleri kullanmaktadir. Modern anlamda
farmakolojik olarak fiiretilen ilaglarin ise etken maddelerinin en az % 25’1 bitkilerden elde
edildigi bilinmektedir. Antioksidanlar, serbest radikallerin yol acabilecegi zararlar ¢esitli
mekanizmalarla yavaslatarak, gidalarin bozulmasini 6nleyip raf émriinii uzatmada 6nemli

bir rol oynamaktadir (Ozler, 2021).

Antioksidanlar, cesitli mekanizmalar araciligiyla serbest radikallerin yol agabilecegi
zararli etkileri yavaslatmaktadir. Bu ozellikleri sayesinde, gidalarin bozulmasini
engelleyerek raf omriinii uzatmada 6nemli bir rol oynamaktadir (Ozler, 2021). Canl
organizmada olusan oksidanlara kars1 dogal savunma saglayan bilesikler "antioksidanlar"
olarak adlandirilmaktadir. Antioksidanlar, serbest radikallerin hem  olusumunu
engelleyerek hem de protein, lipid ve niikleik asit gibi biyomolekiillere verebilecekleri
zararlar1 6nleyerek koruyucu bir rol oynamaktadir. Viicutta adeta bir koruyucu kalkan gibi
islev goren antioksidanlar, kendi elektronlarini serbest radikallere vererek onlar1 nétr hale
getirir, ancak kendileri serbest radikal haline doniismezler. Bu sebeple, antioksidanlar son
derece oOnemlidir. Antioksidanlar, biyolojik sistemdeki organ ve dokulari serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif hasara karsi koruyarak oksidatif stresi azaltir ve
hastaliklarla miicadelede tedavi edici etkiler gostermektedir. Ayrica, besin ve ilaglarin
bozulmasina yol agan lipid peroksidasyonunu geciktirerek bu iiriinlerin raf émriinii uzatir

ve koruyucu 6zelliklerini artirmaktadir (Giilgin, 2010; Rahaman ve ark., 2023).

Dort milyon yildan uzun bir siiredir, insanlar tibbi bitkilerden elde edilen
flavonoidler ve diger fenolik maddeleri, saglikli bir yagam siirdiirmek ve ¢esitli hastaliklara

kars1 korunmak amaciyla kullanmis veya tiiketmislerdir.



Bitkilerin sekonder metabolitleri olan flavonoidler ve diger fenolik bilesikler,
birgok bitki tiirinde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu bilesiklerin kimyasal yapisi ve
miktar1, bitki tiirine bagli olarak farklilik gosterir ve c¢evresel faktdrlerden, Grnegin
bitkinin yetistigi bolgenin mineral zenginligi ve cografi sartlari gibi unsurlardan
etkilenmektedir. Giintimiizde, dogal fenolik bilesikler ve flavonoidler iizerine yapilan
arastirmalar, bu bilesiklerin farmasotik ve tibbi amagclar i¢in kullanim potansiyelini
kesfetmek amaciyla 6nemli olgiide artis gostermektedir (Tungmunnithum ve ark., 2018).
Flavonoidler, bitkilerin ¢igeklerine renk ve koku kazandiran ikincil metabolitlerdir. Bu
bilesikler, saglik tizerinde pek ¢ok olumlu etkiye sahip olup, bir¢ok farmasotik, nutrasotik,
tibbi ve kozmetik formiilasyonun vazgeg¢ilmez bilesenleri arasinda yer alir. Flavonoidler,
antioksidan, antiviral, antibakteriyel, antiinflamatuar ve antialerjik etkiler gibi genis bir
farmakolojik yelpazeye sahiptir (Panche ve ark., 2016).

Enzimler, biyolojik sistemlerde bulunan protein veya protein yapisindaki
biyomolekiillerdir. Canli organizmalarda gergeklesen metabolik siire¢lerde ve dokulardaki
biyokimyasal reaksiyonlarda katalizor olarak islev gormektedir. Asetilkolinesteraz (AChE)
ve butirilkolinesteraz (BChE), noronal sistemi etkileyen enzimlerdir ve aktivitelerinin
azalmasi, Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarin gelisim ve ilerlemesine yol
acabilmektedir. Genellikle yashilikla iligkili olarak ortaya ¢ikan Alzheimer hastaliginin
tedavisinde dogal bitkilerle yapilan ilag¢ arastirmalari yapilmakta ve bu caligmalar devam
etmektedir. AChE ve BChE inhibitorleri, Alzheimer hastaliginin tedavisinde belirli bir
basar1 saglayan bir ila¢ smifidir. Bu ilaglar, merkezi sinir sisteminde asetilkolini
parcalayarak miktarin1 azaltan asetilkolinesteraz enzimini engelleyerek, hastalarda goriilen

davranigsal bozukluklarin hafifletilmesinde etkili olmaktadir (Giacobini, 1995).

Hastaliklarin tedavisinde sifali bitkilerin kullanimi, insanlarin yerlesik hayata
gecmesiyle ayn1 doneme denk gelen eski bir gelenektir. Sifali bitkiler, giiniimiizde birgok
hastaligin tedavisinde kullanilabilecek bilesenlerin dogal kaynagini olusturmaktadir (Vital
ve ark., 2010). Pek ¢ok bitki, insanlar iizerinde 6nemli biyolojik etkiler gosteren cesitli
kimyasal maddeler icermektedir (Njume ve ark., 2009). Gida sektoriinde dogal katki
maddelerinin kullaniminin yayginlagmasi ile birlikte diinya {izerinde bitkilerde bulunan
dogal antioksidanlara olan ilgi giin gegtik¢e artmaktadir. Bu nedenle dogal antioksidanlarin
incelenmesi i¢in, bitkiler ve baharatlar arastirmalarin en 6nemli odak noktasi haline
gelmistir. Bitkisel kaynakli iiriinlerin daha ¢ok tercih edildigi bu donemde, dogal iirtinlerin
enzimler lizerindeki etkilerinin arastirilmasi hastaliklari tedavi etme yontemlerinde biiyiik

bir yere sahip olmaktadir.



1.1. Antioksidanlar

Serbest radikallerin neden olabilecegi oksidatif stresi ortadan kaldirmada en 6nemli
unsurlar antioksidanlardir. Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirip hiicre
hasarlarin1 Onleyebilen maddelerdir. Viicutta dogal olarak iiretilebilen antioksidanlar,
disaridan takviye yoluyla da alinmaktadir. Antioksidanlar, savunma sistemini
giiclendirerek canlilarda hastalik riskini azaltmaktadir (Shinde ve ark., 2012).
Antioksidanlar; endojen antioksidan ve eksojen antioksidan olarak ayrilmaktadir. Endojen
antioksidanlar, viicudun kendi savunma mekanizmasinin bir parcasi olarak hiicrelerde ve
dokularda oksidatif stresin neden oldugu zararlara kars1 koruma saglayan bilesiklerdir. Bu
antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan olarak iki gruba ayrilmaktadir. Enzimatik
antioksidanlar, viicuttaki serbest radikalleri etkisiz hale getiren ve onlan zararsiz
bilesiklere déniistiiren enzimlerden olusmaktadir. Ornegin, siiperoksit dismutaz (SOD)
stiperoksit radikallerini daha az zararli hidrojen peroksite doniistiiriirken, katalaz (CAT)
hidrojen peroksiti suya ve oksijene ayristirmaktadir. glutatyon peroksidaz (GPx) ve
glutatyon rediiktaz (GR) ise glutatyon sistemi araciligiyla hiicresel detoksifikasyona
katkida bulunmaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise dogrudan serbest radikalleri
baglayarak etkisiz hale getirmektedir. Glutatyon, melatonin, iirik asit, bilirubin, albiimin ve
koenzim Q10 gibi bilesikler bu gruba girer. Koenzim Q10, hiicresel enerji liretiminde
gorev alirken ayni zamanda giiglii bir antioksidan rol oynamaktadir. Selenyum ve a-lipoik
asit de bu savunmaya katki saglayan onemli molekiillerdir. Ayrica transferrin ve
seruloplazmin gibi proteinler de metal iyonlarimi baglayarak serbest radikal olusumunu
engellemektedir. Boylece, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar bir arada
caligarak oksidatif stresin zararlarina karst hiicresel koruma saglamistir. Eksojen
antioksidanlar, disaridan viicuda alinarak oksidatif stresin etkilerini azaltmaya yardimci
olan bilesiklerdir. Bu antioksidanlar, genellikle besinlerle veya ilaglarla alinir ve viicuttaki
endojen antioksidan sistemine destek saglamistir (Karabulut ve Giilay, 2016). Eksojen
antioksidanlar iki ana kategoriye ayrilir: vitamin kaynakli antioksidanlar ve ila¢ olarak

kullanilan eksojen antioksidanlar.

Vitamin Kaynakh Eksojen Antioksidanlar: Bu grup, cesitli vitaminlerin gii¢lii
antioksidan ozelliklerinden faydalanir. Ornegin, o-tokoferol (Vitamin E), hiicre zarlarin
oksidatif hasara kars1 korur ve yagda ¢oziinebilen giiclii bir antioksidandir. B-Karoten

(Vitamin A), goz saghigr i¢in 6nemli olup serbest radikalleri etkisiz hale getirmistir.



Askorbik asit (Vitamin C), suda ¢oziinebilen bir antioksidan olarak serbest radikalleri
dogrudan noétralize eder ve diger antioksidanlarin yenilenmesine yardimci olmaktadir.

Folik asit (Vitamin B9) de oksidatif stresle miicadelede 6nemli bir role sahiptir.

Ila¢ Olarak Kullamlan Eksojen Antioksidanlar: Bu grup, serbest radikal
liretimini azaltan ve endojen antioksidan sistemleri destekleyen ¢esitli ilaglart igermektedir.
Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten), viicutta
tirik asit olusumunu engelleyerek serbest radikal iiretimini azaltmistir. NADPH oksidaz
inhibitorleri  (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar), serbest radikal iretimini smirlayan etkili molekiillerdir.
Rekombinant siiperoksit dismutaz ise siiperoksit radikallerini etkisiz hale getirmek i¢in
disaridan takviye edilen bir enzimdir (Karabulut ve Giilay, 2016). Troloks-C, a-
tokoferol’in (Vitamin E) sentetik bir analogu olarak serbest radikal hasarimi
engellemektedir. GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein gibi bilesikler, endojen
antioksidan aktiviteyi desteklemektedir. Mannitol ve albiimin gibi nonenzimatik serbest
radikal toplayicilar, dogrudan serbest radikalleri yakalayarak zararlarini azaltmaktadir.
Ayrica, demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin), demirin oksidatif strese
katkida bulunmasini 6nlemektedir. Notrofil adezyon inhibitorleri ve sitokinler (TNF ve IL-
1), inflamatuar siireglerin azaltilmasinda rol oynarken barbitiiratlar ve demir selatorleri de
antioksidan etkiler gostermektedir. Eksojen antioksidanlar, 6zellikle oksidatif stresin neden
oldugu hasarlara kars1 koruma saglamak icin beslenme veya farmakolojik tedavi yoluyla
alinabilir ve bu bilesikler viicuttaki dengeyi koruma konusunda &nemli bir rol

oynamaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Cizelge 1.1. Endojen antioksidanlarin siniflandirilmasi (Karabulut ve Giilay, 2016).

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar  Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD)  Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx)  Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Alblimin Seruloplazmin




Cizelge 1.2. Eksojen antioksidanlarin siniflandirilmas: (Karabulut ve Giilay, 2016).

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Vitamin Eksojen Antioksidanlar Ila¢ Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar

a-tokoferol (Vitamin E) Ksantin ~ oksidaz  inhibitorleri  (allopiirinol,
oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)
B-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal

anestezikler, kal- siyum kanal blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Troloks-C (vitamin E analogu) Trolox-C (vitamin
E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPX
aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)
Nonenzimatik  serbest  radikal  toplayicilar
(mannitol, albimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri
(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

Laboratuvar ortaminda inorganik maddelerden iretilen sentetik antioksidanlar,
dogal antioksidanlarla karsilastirma yapabilmek amaciyla gelistirilmis ve standart bir
antioksidan aktivite Ol¢lim sistemine dayandirilmistir. Bu bilesikler, gidalara eklenerek
cesitli isleme siireclerine ve cevresel kosullara karsi dayanikliliklarini artirmak ve raf
Omiirlerini uzatmak amaciyla kullanilmaktadir. Her ne kadar bazi arastirmalarda bu
durumun tersine sonuglar one siiriilse de, islenmis gidalarin biiyiik bir ¢ogunlugunda
giivenli olarak kabul edilen sentetik antioksidanlar bulunmaktadir. EK olarak, bu
antioksidanlar, gidalarin besin degerini koruma ve bozunmay1 6nleme konularinda énemli
bir rol oynamaktadir. Sentetik antioksidanlar arasinda en ¢ok kullanilanlar; biitillenmis
hidroksi toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA), oktil gallat (OG), propil gallat
(PG) ve tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) bilesikleridir (Giilgin, 2012; Giilgin, 2020).

BHT ve BHA, gida endiistrisi, farmakolojik uygulamalar ve antioksidanlarla ilgili
bilimsel aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. BHA, 6zellikle kisa zincirli yag
asitlerinin oksidasyonunu engellemede basarilidir (Jittrepotch ve ark., 2006; Heo ve Lee,

2005). BHT, antioksidan 6zelliklerinin yan1 sira antikanserojen bir potansiyele de sahiptir.



Ancak BHT ve BHA’nin karacigerde hasara yol acabilecegi ve yiiksek
dozlarda kullanildiklarinda kanserojen etkiler gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum,
sentetik antioksidanlara kargt bir gilivensizlik sorununu giindeme getirmistir. Sentetik
antioksidanlar yaygin olarak kullanilir, temin edilmesi daha kolaydir, orta ve yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptir (Giilgin, 2012; Giil¢in, 2020). Antioksidan tayini
calismalarinda kullanilan birgok metot vardir. Bitkilerde antioksidan tayini, bitkisel
kaynaklarin biyokimyasal potansiyelini belirlemek amaciyla siklikla basvurulan analiz
yontemlerinden biridir. Antioksidan kapasitesi, bitkilerin serbest radikalleri notralize etme
yeteneklerini 6lgmeye yonelik c¢esitli analitik tekniklerle belirlenmektedir. Toplam
antioksidan kapasitesinin 6l¢iimiine yonelik yontemler, iki ana kategoriye ayrilmaktadir:
hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonlarina dayali yontemler ve elektron transferi (ET)
reaksiyonlarina dayali yontemler. HAT yoOntemlerin ¢ogu, peroksil radikallerinin
parcalanmasi sonucunda ortaya ¢ikmasiyla, antioksidanlar ve substratlar arasinda rekabetgi
reaksiyonlar gergeklestiren yontemlerdir. Bu yontemler arasinda oksijen radikali emilim
kapasitesi (ORAC), toplam radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAP) ve krosin
beyazlatma yontemleri yer almaktadir. ET tabanli yontemler ise antioksidanlarin
oksidanlar1 indirgeme kapasitesini, renk degisimi ile Olger. Renk degisim derecesi,
orneklerdeki antioksidan konsantrasyonuna bagli olarak degisir. ET temelli yontemler
arasinda Folin-Ciocalteu reaktifi ile yapilan toplam fenolik icerigi (FCR) 6l¢iimii, Troloks
esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAC), demir iyonu indirgeme giicii (FRAP), bakir (II)
bazli toplam antioksidan potansiyeli yontemi (CUPRAC) ve 2,2-difenil- 1-pikrilhidrazil
(DPPH) yontemi bulunmaktadir (Albayrak ve ark., 2010). Bu yontemler, bitki ekstrelerinin
antioksidan kapasitelerini 6l¢gmek icin yaygin olarak kullanilmakta olup, her bir yontemin
avantajlart ve dezavantajlart bulunmaktadir. Genellikle farkli yontemler bir arada
kullanilarak, bitkinin antioksidan profili daha kapsamli bir sekilde ortaya konulabilecegi

diistiniilmektedir (Biiyiiktuncel, 2013).
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Sekil 1.1. Bazi1 sentetik antioksidanlarin kimyasal yapis1 (Giilgin, 2020).

Apium cinsi bitkileri ile ilgili yapilan arastirmalarda yiiksek antioksidan etkilerinin,
terapotik etkinliklerini artirabilecegini ve bu nedenle kronik hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisinde geleneksel tipta Onemli bir yer bulabilecegini gostermektedir. Apium
tirlerinden elde edilen Oziitler, hiicreleri oksidatif hasardan koruma yetenekleriyle one
cikmig ve genel saghgi iyilestirme potansiyeli tasimaktadir. Bu oziitlerin antioksidan
ozellikleri, 6zellikle yaslanma ile iliskili hastaliklardan ve oksidatif stresin neden oldugu
kronik saglik sorunlarindan korunma arayisinda olan bireyler i¢in degerli olabilmektedir

(Thiviya ve ark., 2021).

1.2. Fenolikler ve Flavonoidler

Fenolik bilesikler; fenolik asitler ve flavonoidler diye siniflandirilmaktadir. Fenolik
asitler hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik asit gruplarina ayrilmaktadirlar. Flavonoidler
ise katesinler, antosiyanidinler, proantosiyanidinler, flavonoller ve flavononlar seklinde

gruplara ayrilmaktadir (Annakkaya, 2012).

Fenolik bilesikler, bitkilerde fazla miktarda bulunan sekonder metabolitlerdir.
Fenolik bilesiklerin bocek ve hayvan zararma karsi bitkileri korudugu bilinmektedir.
Fenoller, biyolojik olarak son derece 6nemli bilesiklerdir; 6zellikle serbest radikalleri etkili
bir sekilde temizleme yetenekleri ile taninmaktadir. Bu o6zellikleri, fenolleri yalnizca
bitkilerde degil, ayn1 zamanda tibbi bitkilerde de hayati bilesenler haline getirmektedir.
Tibbi bitkilerde bulunan fenoller, oksidatif stresi azaltma ve hiicre hasarini onleme

potansiyelleri sayesinde, saglik {izerindeki olumlu etkileri nedeniyle biiyiik bir ilgi odag:



olmustur. Bu nedenle, fenollerin varligi, bitkilerin farmakolojik ve terapdtik degerini

onemli 6l¢iide artirmaktadir (Prakash ve ark., 2007).

Bitkilerdeki yap1 farkliliklar1 nedeniyle binlerce ¢esit fenolik bilesik
bulunabilmektedir. Ozellikle gidalarda ac1 tad1 veren fenolik bilesikler, bitkilere burukluk
katmakla birlikte bir¢ok gidanin tat ve aromasina énemli katkilarda bulunmustur (Bayram
ve ark., 2013). Flavonoidlerin genis bir grubu, gidalarin renklerinden sorumludur.
Ozellikle antosiyaninler, dogal renk maddeleri olarak bilinir ve sebzeler, meyveler ile
sebze-meyve sularinda pembe, kirmizi, mavi ve mor renklerin olusumunu saglamaktadir.
Ayrica, fenolik bilesikler dogal antioksidan o&zellikleri ile de bilinmektedir. Yiiksek
antioksidan etkisi kanitlanmis flavonoidler iceren baslica gidalar arasinda yesil ¢ay, ¢ilek,
ahududu, bogiirtlen ve brokoli yer almaktadir (Yagci ve ark., 2008). Fenolik bilesiklerle
ilgili birgok c¢alisma yapilmistir ve bu c¢aligmalar, fenolik bilesiklerin antialerjik,
antienflamatuar, antidiyabetik ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir
(Paas ve Pierce, 2002; Heo ve Lee, 2005). Antioksidan ozellikleri nedeniyle fenolik
bilesiklerin, kanser tiirleri, kalp hastaliklar1 ve Alzheimer gibi hastaliklar1 dnleyici etkileri
oldugu bilinmektedir (Pehluvan ve Giileryiiz, 2004; Karadeniz, 2006). Sekonder
metabolitler olarak bilinen fenolikler, fenolik asitler (hidrosibenzoik asitler,
hidrosisinnamik asitler), flavonoidler (flavon, flavon-3-ol, flavonol, flavonon, izoflavon,
antosiyanidin), kumarinler (izokumarin ve kumarin), terpenler (hemiterpenler,
monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, sesterpenler, triterpenler, tetraterpenler,
politerpenler), stilbenler (resvaratrol), lignanlar (norlignanlar, neolignanlar), alkaloidler
(kodein, morfinin, atropin, kafein, kinin, sanguinarin), ksantonlar, ligninler sekonder
metabolitlerin igerdigi fenolik siniflaridir. Baz1 énemli sekonder bilesikler arasinda yer
alan kinik asit, gallik asit, epikatesin, epigallokatesin, katesin, epikatesin gallat,
epigallokatesin gallat, acacetin, protokatesik asit, fumarik asit, klorojenik asit, protokatesik
aldehit, gentisik asit, 4-OH benzoik asit, fisetin, kafeik asit, hesperidin, ferulik asit,
sinapinik asit, p-kumarik asit, hesperetin, salisilik asit, kumarin, rutin, o-kumarik asit,
ellagik asit, kersetin, izokersetin, kuercitrin, nikotiflorin, naringenin, genistein, rosmarinik
asit, luteolin, kaempferol, apigenin, sinarosid, amentoflavon, vanilin, vanilik asit

sayillmaktadir (Tiring ve ark., 2021).

Polifenoller, dogal olarak olusan ikincil metabolitler arasinda en kokli ve biyoaktif
bilesik gruplarindan biridir. Bu bilesikler, ¢ok g¢esitli fitokimyasallar ve enzimleri

barindirarak zengin bir dogal kimyasal gesitlilik olusturmaktadir. Insanlar {izerinde yapilan



cesitli bilimsel arastirmalar, polifenol agisindan zengin gidalarin tiikketiminin 6nemli saglik
yararlar1 sundugunu gostermistir. Diyabet, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli
kronik hastaliklarin yonetiminde etkili olduklar1 tespit edilmistir. Flavonoidler, polifenol
bilesiklerinin 6nemli bir alt siifim1 olusturarak yaygin bir diyet kaynagidir ve genellikle
toksik olmadiklar1 diisiiniilmektedir. Bu 6zellik, bu gruptaki bir¢ok fitokimyasalin farkli
dozaj formlarinda ilag¢ olarak kullanilmasimni 6zellikle ilgi ¢ekici kilmaktadir (Mutha ve
ark., 2021).

1.3. LC-MS/MS

Bitkisel bazli iriinlerde sentetik safsizliklarin tespitine yonelik ¢esitli analitik
teknikler gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda HPLC, HPLC-MS ve HPLC/MS-MS, en
yaygin ve giivenilir analiz yontemleri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle, LC-MS-MS ve
QTOF-LC-MS-MS, en yiiksek hassasiyeti sunan yontemler olarak kabul edilmektedir. Bu
tekniklerin hizli1 ve tekrarlanabilir sonuclar vermesi, tercih edilmelerin de ki en Oonemli
faktorlerden biri olarak bilinmektedir. Biyolojik olarak aktif ve endiistriyel agidan degerli
fitokimyasallarin  giivenilir ve tekrarlanabilir analitik yontemlerle taranmasi, bitki
oOziitlerinin kimyasal ¢esitliligini tanimlamada biiylik 6nem tasir. Fenolik bilesikler, boyut
ve polarite acisindan genis bir yelpazeye sahip olup, basit fenolik asitlerden flavonoid
aglikonlara ve glikozitlere kadar c¢esitlenmektedir. Bu durum, bu bilesiklerin ekstraksiyonu
ve analizi sirasinda giigliikler ortaya ¢ikarabilmektedir. Tibbi ve aromatik bitkilerdeki
dogal {irlinleri analiz etmek icin kullanilan yontemler, segicilik, ayirma verimliligi ve
duyarlilik gibi kriterleri karsilamak zorundadir. Matrislerin genellikle oldukg¢a karmasik
olmasi ve ilgi duyulan bilesiklerin diisiik konsantrasyonlarda bulunmasi, arastirmacilari
ince tabaka kromatografisi (TLC) veya UV/Vis (Ultraviyole/Goriiniir) spektrofotometrisi
gibi yontemlerin 6tesinde, daha giivenilir teknikler aramaya yoneltmektedir. Ayrica, gaz
kromatografisi (GC) genellikle yalnizca ugucu molekiillerle sinirlidir ve kilcal elektroforez
kullanim1 sirasinda bazen tekrarlanabilirlik sorunlar1 yasanabilmektedir. Bu sebeple,
tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) ile birlestirilmis ultra yiiksek performansli sivi
kromatografisi (U-HPLC), bitki tiirlerindeki c¢esitli fenolik bilesiklerin nitel ve nicel
karakterizasyonu ve tespiti i¢in en etkili yontem olarak kabul edilmektedir (Bakir ve ark.,

2020, Boga ve ark., 2016).



Sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS), biyolojik 6rnekler ve
bitkisel materyaller gibi farkli matrislerde bulunan fenolik bilesenlerin analizinde
kullanilan etkili bir analitik yontemdir. Bu teknik, fenolik bilesiklerin hassas ve dogru bir
sekilde Olclilmesini saglarken, karmasik Orneklerde bile yiliksek ¢oziiniirlilk sunarak bu
bilesenlerin detayli bir profilini ¢ikarmaktadir. LC-MS/MS, fenolik maddelerin
belirlenmesi ve nicelendirilmesi agisindan iistiin bir duyarlilik ve spesifisite sunar, bu da

onu fenolik icerik analizlerinde vazgegilmez bir ara¢ haline getirmektedir (Y1ilmaz, 2020).

1.4. Enzimler

Enzimler, genellikle protein olarak bilinen ve peptit baglariyla birbirine baglanmis
uzun amino asit zincirlerinden olusan biyolojik katalizorlerdir. Bu molekiiller, belirli bir
substratin aktif bolgesine baglanarak kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirir veya etkinlestirir.
Enzimler, oldukca spesifik bir iglev goriirler; yani, her enzim belirli bir reaksiyon tiirii veya
substratla etkilesime girmektedir. Enzimlerin aktivitesi, substrat konsantrasyonu, sicaklik
ve pH gibi gevresel kosullara bagli olarak degismektedir. Enzimler, mikroorganizmalar,
bitkiler ve hayvanlar gibi c¢esitli biyolojik kaynaklardan elde edilebilir. Laboratuvar
ortaminda saflastirilmalart i¢in santrifiij, kromatografi ve diger damitma teknikleri
kullanilmaktadir. Ozellikle mikrobiyal enzimler, genis sicaklik ve pH araliklarinda
calisabilme yetenekleri nedeniyle, bitkilerden ve hayvanlardan elde edilen enzimlere gore
daha genis uygulama alani bulurlar. Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi'ne bagli Uluslararas1 Enzim Komisyonu, enzimleri yapilarina, islevlerine ve
katalizledikleri reaksiyonlarin dogasina gore smiflandilmaktadir. Bu simiflandirma,
enzimlerin bilimsel aragtirmalarda ve endiistriyel uygulamalarda daha etkin bir sekilde
kullanilmasina olanak tanimaktadir. Enzimler, saglik sorunlarinin tedavisinde 6nemli bir
rol oynadig1 gibi, beslenme yetersizliklerini gidermek amaciyla da kullanilmaktadir. Bunun
yani sira, gida, ilag, tekstil, polimer ve kagit sanayisi gibi bir¢ok endiistriyel alanda,
kimyasal ve biyolojik reaksiyonlarin hizlandirilmasinda ve cesitli {iriinlerin iiretiminde
onemli bir yer tutmaktadir (Ucak ve Afreen, 2021).

Kolinesteraz enzimleri (ChE), Alzheimer hastaligi (AH) tedavisinde 6nemli bir
terapotik hedef olarak kabul edilmektedir. Alzheimer hastalarinda, beyindeki kolinerjik
noronlarin hasar gérmesi ve ndrotransmisyonun azalmasi, bilissel islevlerin gerilemesinin
baslica sebeplerinden biridir. Kolinerjik hipoteze gore, Alzheimer hastaliginin temel

nedenlerinden biri, asetilkolin (ACh) sentezinin azalmasidir. Bu dogrultuda, olas1 tedavi
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yaklagimlarindan biri, asetilkolinesteraz (AChE) enzimini inhibe ederek beyindeki ACh
seviyelerini artirmaktir. AChE inhibitorleri, asetilkolinin par¢calanmasini yavaslatarak, sinir
hiicrelerindeki ACh konsantrasyonunu yiikselmekte ve bdylece sinir hiicrelerinin
islevselligini desteklemektedir. Bu strateji, Alzheimer hastalifinda bilissel fonksiyonlarin
tyilestirilmesine yardimci olabilmektedir. AChE ve BChE standart inhibitorleri; takrin,

rivastligmin, donezepil, galantamin, metrifonat olarak bilinmektedir (Sharma, 2019).

CH CH
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- /
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Sekil 1.2. Kolinesteraz inhibitdrlerinin molekiiler yapilari (Sharma, 2019).
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1.4.1. Asetilkolinesteraz enzimi

Asetilkolinesteraz enzimi, beyin dokusunda asetilkolinin kolin ve asetat haline
biyotransformasyonu gergeklestirmektedir (Kuzu ve ark., 2018). Asetilkolin ayn1 zamanda
otonom sinir sistemi tarafindan kullanilmaktadir. Asetilkolinin, merkezi ve periferik
sinirlerde bulunan yaygin bir nérotransmitterdir (Patocka ve ark., 2004). Dogal bitki
kaynaklarindan ayrigtirilan antioksidan bilesiklerin kolinesterazi inhibe etmesi biiylik bir

onem i¢cermektedir (Giilgin ve ark., 2018).

Alzheimer hastalig1 (AH), ilk olarak 1906 yilinda Alman patolog Alois Alzheimer
tarafindan kesfedilmistir. AH, hafiza kaybi, bilissel yeteneklerde gerileme, davranigsal
degisiklikler ve giinliik islevleri yerine getirme kapasitesinde azalma ile tanimlanan bir
norodejeneratif hastalik olarak bilinmektedir. Demansin bir alt tiirii olan bu hastalik,
genellikle yas ilerledikce daha belirgin hale gelir ve zamanla koétiilesmektedir. AH, yash
bireylerde yaygin olarak goriilen bir saglik sorunu olup, hastalarin yasam kalitesini ciddi
sekilde etkileyebilmektedir (Vaz ve Silvestre, 2020). Alzheimer hastaligi (AH) tedavisinde
kolinesteraz inhibitorleri 6nemli bir terapdtik hedef olarak kabul edilmektedir. AH'nin ana
nedenlerinden biri, beyinde asetilkolin (ACh) sentezinin azalmasidir. Bu durumu
diizeltmeye yonelik potansiyel tedavi yaklagimlarindan biri, AChE enzimini inhibe ederek
beyindeki kolinerjik seviyeleri artirmaktir. Bu amagla, AChE inhibitorleri kullanilir; bu
inhibitorler, sinir hiicreleri arasindaki iletisimi giiglendirmek i¢in ACh konsantrasyonunu
artirmaktadir. ACh miktari, genetik yatkinlik ve cevresel etmenler gibi ¢esitli faktorlerden
biiytik olgtide etkilenmektedir (Tabet, 2006; Giilgin ve ark., 2022). AChE ve BChE
enzimleri, ACh’in par¢alanmasindan sorumludur. AChE, BChE’ye kiyasla daha yiiksek bir
hidrolitik aktiviteye sahip olsa da, BChE’nin AChE aktivitesini diizenlemede kilit bir rol
oynadig1 yapilan arastirmalarla gosterilmistir. Bu nedenle, merkezi sinir sistemindeki ACh
seviyelerini dengelemek ve hastaligin belirtilerini hafifletmek amaciyla AH tedavisinde
AChE inhibitorleri yaygmn olarak tercih edilmektedir. AChE ve BChE proteinleri,
asetilkolinin (ACh) parcalanmasinin gergeklestigi katalitik bolgeye ve koline baglanma
alanma agilan belirgin bir hidrofobik geg¢it ile karakterize edilmektedir. Bu enzimler
arasinda gecit yapisini belirleyen bazi yapisal farkliliklar mevcuttur. Ozellikle, BChE'de
AChE'den farkli olarak daha fazla hidrofobik bolge bulunmaktadir. Bu yapisal farkliliklar,
iki enzim arasinda islevsel ayrim yapmay1 saglamaktadir (Giacobini, 2001). Son yillarda,
tedavi stratejileri genisletilerek biitirilkolinesteraz (BChE), amiloid-p (AB), p-sekretaz-1
(BACE) gibi farkli biyomolekiilleri hedefleyen yaklasimlar gelistirilmistir.
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Bu stratejiler, sadece AChE'yi degil, aym1 zamanda metal iyonlarina Kkarsi
antioksidan o6zellikleri artirmay1 ve serbest radikalleri temizlemeyi de amaglar, bu sayede
Alzheimer tedavisinde daha kapsamli ve etkili ¢oziimler sunulmasi hedeflenmektedir
(Saxena ve Dubey, 2019).

1.4.2. Biitirilkolinesteraz enzimi

Beyinde ki kolinesteraz aktivitelerin % 80’inde AChE, sorumlu iken geri kalan %
20’lik kistmdan BChE sorumludur. BChE enzimi kolin esterlerini ve diger esterleri de
hidrolize edebilen, kan serumu, pankreas, karaciger ve merkezi sinir sisteminde bulunan
spesifik olmayan bir kolinesterazdir. Biitirilkolinesterazin beyindeki rolii belirsizligini hala
korumaktadir (Das, 2012).

Biitirilkolinesterazin temel islevi, asetilkolin ve diger kolinester tiirevlerini
parcalayarak sinir impulslarinin iletimini sonlandirmaktir. Bu enzim, asetilkolini hidrolize
ederek sinir uyarisint durdurur ve bdylece sinir hiicreleri arasindaki iletisimin
diizenlenmesine katki saglamaktadir. Biitirilkolinesteraz, sinir sistemi iizerindeki bu kritik
rolii sayesinde, bazi ilaglarin sinir uyarilarin1 etkileme yetenegini sonlandirmakta 6nemli
bir faktordiir. Bu nedenle, sinir sinyallerinin diizenlenmesi ve ilaglarin etkilerinin

sonlandirilmasi igin biitirilkolinesterazin islevi bilyiik 6nem tagimaktadir (Giilgin, 2020).

Biitirilkolinesteraz (BChE; EC 3.1.1.8), asetilkolinesteraz ile yapisal olarak iligkili
olan ve insan viicudunda genis bir dagilima sahip bir enzimdir. Anestezi sirasinda
kullanilan stiksinilkolin gibi kas gevseticilerin detoksifikasyonunda o6nemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle baz1 endogamik topluluklarda, bu enzimin az ya da hi¢ hidrolitik
aktivitesi olmayan varyantlari, siiksinilkolin uygulamasinin ardindan uzun siireli apneye
neden olabilmektedir. BChE, beyindeki kolinerjik norotransmitter olan asetilkolini,
asetilkolinesterazin  bulunmadigi durumlarda hidrolize edebilme yetenegi ile de
bilinmektedir. Ayrica, bu enzim, insiilin direnci, tip 2 diyabet, biligsel fonksiyonlar,
karaciger bozukluklari, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar ile inflamatuar
durumlarla iligkilendirilerek incelenmistir. BChE enzim aktivitesinden yoksun bireyler, bu
enzimin hedef aldig: ilaglar1 alana kadar genel olarak saglikli oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, BChE fonksiyon kayb1 mutasyonlari, insanlar {izerinde ¢alisilmaya deger bir alan
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Farkli BChE formlarina sahip bireylerin incelenmesi, onlarin
metabolik hastaliklara karsi korunma diizeylerine dair 6nemli bilgiler saglamaktadir.
Ayrica, bu enzimin Alzheimer hastaliginda biyobelirte¢ olarak potansiyel kullanimi ve ilag

tedavisine verdigi yanit da arastirilmaktadir (Sridhar ve Gumpeny, 2024).
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1.5. Apium nodiflorum L.

Apium nodiflorum ¢ok yillik bir bitki tiriidiir. A. nodiflorum, Apiaceae
(maydanozgiller) ailesine ait olarak bilinmektedir. Diinya genelinde 20°den fazla tiirii
oldugu bilinmektedir. Maydanozgiller ailesi olarak bilinen bitkilerin en 6nemli tiirlerinden
biri Apium graveolens olarak bilinmektedir. A. graveolens yani kereviz diye bildigimiz bu
bitki tirii taze ot, sap, tohum, yag ve oleoresin gibi cesitli formlarda gidalarin
lezzetlendirilmesi ve tibbi amaglar i¢in kullanilmaktadir (Sowbhagya, 2014). Bataklik
alanlarda ve dere kenarlarinda dogal olarak yetisen bitkinin ¢iceklenme zamani Mayis-
Agustos aylarindadir. Bitkinin diinya genelinde ki yayilisi Avrupa, Giineybati & Orta
Asya, Kuzey Afrika, Kuzey ve Giiney Amerika olarak bilinmektedir. Tiirkiye’de Ki yayilist
ise Trakya; Kuzey, Bati, Giiney ve Gilineydogu Anadolu olarak goriilmektedir. Bitki
Tirkiye’de, Su kerevizi, Bendik, Gazyagi, Resad, Tatli gerdeme, Tathh kerdeme halk
arasinda bu isimler ile bilinmektedir (Baytop, 2007; Tuzlaci, 2011a; 2011b; Dogan ve ark.,
2014; Demirci, 2010; Tuzlaci, 2011a; Gengay, 2007; Baytop, 2007; Tuzlaci, 2011a; 2011b;
Dogan ve ark., 2014; Baytop, 1999; Tuzlaci, 2011a; 2011b; Dogan ve ark., 2014).

A. nodiflorum bitkisi, italyan mutfaginda yaygin olarak haslanmis ya da ¢ig halde
salatalarda kullanilmaktadir (Maxia ve ark., 2012). Ozellikle ¢ig tiiketildiginde, icerdigi
tokoferol nedeniyle giiclii antioksidan 6zellikler sergilemektedir (Morales ve ark., 2012).
Ayrica ltalya’da bu bitki, idrar soktiiriicii ve mideyi rahatlatic1 etkileriyle de geleneksel
olarak kullanilmaktadir (Menghini ve ark., 2010).

Sekil 1.3. Apium nodiflorum bitkisi
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1.6. Apium nodiflorum’un Saghk Uzerine Etkisi

A. nodiflorum, genellikle mutfakta kullanim alan1 bulunsa da, bilimsel arastirmalar
bu bitkinin sagliga olan gesitli faydalarin1 ortaya koymaktadir. Bu bitki tiiriiniin idrar
soktiiricti, bagirsak iltihabt Onleyici, antimikrobiyal ve mantar onleyici oldugu
bildirilmistir (Menghini ve ark., 2010; Maxia ve ark., 2012; Guarrera ve Savo, 2013;
Tardio ve ark., 2016).

Bununla birlikte, tiirtin besinsel ve biyoaktif degeri kapsamli bir sekilde
aragtirllmamistir. Garcia-Herrera ve ark. (2014), Morales ve ark. (2012) ortaya koydugu
gibi, oksalik asit icerigi nedeniyle bobrek hasari olan kisiler i¢in tiiketimi 1liml1 olmasina
ragmen, aptal su teresini kalsiyum ve sodyum icerigi yiiksek bir sebze olarak
smiflandirilmistir. Ancak beslenme kapasitesi gbz oOniine alindiginda en biiyiik ilgi,
muhtemelen sunulan giiglii antioksidan aktivite ile birlikte fenolik bilesiklerdeki yiiksek
iceriginden kaynaklanmaktadir (Morales ve ark., 2012).

Kereviz kokii, beyin fonksiyonlarini ve gastrointestinal sistemi uyarici 6zellikleri
sayesinde ¢esitli terapotik etkiler gostermektedir. Bu bitki, antikonviilsan (sara nobetlerini
Onleyici), analjezik (agr1 kesici) ve antihelmintik (parazitleri 6ldiiren) etki gostermektedir.
Ayrica, Ayurvedik (Hindistan alternatif tibb1) tipta kereviz kokiiniin, bagirsak
hastaliklarinin, bobrek taslarmin ve i¢ organ spazmlarinin tedavisinde kullanildigt
belirtilmistir (Ehsanullah ve ark., 1990). Bu uygulamalar, kereviz kokiiniin sindirim
sistemini diizenleme, bobrek ve idrar yolu hastaliklarini iyilestirme ve kas spazmlarim
hafifletme konusundaki potansiyelini vurgulamaktadir. Kereviz kokiiniin bu c¢esitli saglik
yararlari, bitkinin hem geleneksel hem de modern tipta genis bir uygulama yelpazesi
sundugunu gostermektedir (Zhou ve ark., 2009). Apiaceae familyasina ait bitkiler,
geleneksel Cin tibbinda agr1 hafifletici, tendonlar1 gevsetici, kan dolagimini hizlandiric1 ve
soguk alginligin1 giderici ozellikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilmistir. Bu bitkiler,
ayrica yiizeydeki rahatsizliklar1 ortadan kaldirma ve viicuttaki sogugu dagitma gibi tedavi
edici amaglarla da degerlendirilmektedir. Apiaceae bitkileri, uzun yillardir Cin tibbinda
cok ¢esitli hastaliklarin tedavisinde dogal bir ¢6ziim olarak 6nemli bir yer tutmustur (Li ve
ark., 2023). Antioksidan aktivite, A. nodiflorum bitkisinin tibbi 6zelliklerinde merkezi bir
rol oynar ve bu bitkinin geleneksel tipta kullanim potansiyeline 6nemli katkilarda
bulunmustur. A. nodiflorum dahil olmak iizere Apium tiirleri, flavonoidler ve fenolik
bilesikler acisindan zengin fitokimyasal bilesimleriyle dikkat ¢ekmektedir. Bu bilesikler,
viicutta olusan serbest radikallerin yol agtigi oksidatif stresi azaltmada etkili olup,

15


https://doi.org/10.1089%2Fjmf.2009.0010
https://doi.org/10.1007%2Fs11046-011-9519-2
https://doi.org/10.1016%2Fj.jep.2013.01.036
https://doi.org/10.1016%2Fj.jep.2013.01.036
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Ethnobotanical%20and%20food%20composition%20monographs%20of%20selected%20Mediterranean%20wild%20edible%20plants&author=Tard%C3%ADo&publication_year=2016
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Plantas%20silvestres%20de%20consumo%20tradicional.%20Caracterizaci%C3%B3n%20de%20su%20valor%20nutricional%20y%20estimaci%C3%B3n%20de%20su%20actividad%20antif%C3%BAngica&author=Garc%C3%ADa-Herrera&publication_year=2014
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Plantas%20silvestres%20de%20consumo%20tradicional.%20Caracterizaci%C3%B3n%20de%20su%20valor%20nutricional%20y%20estimaci%C3%B3n%20de%20su%20actividad%20antif%C3%BAngica&author=Garc%C3%ADa-Herrera&publication_year=2014
https://doi.org/10.1007%2Fs10722-011-9726-1

yaglanma siirecinde ve kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ciddi saglik sorunlarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif stresin azaltilmasi, bu tiir hastaliklarin 6nlenmesi ve

tedavisinde kritik bir faktor olarak kabul edilmektedir (Pramanik ve ark., 2024).

A. nodiflorum hakkinda verilen 6zetlerde ayrintili bir inceleme yapilmamis olsa da,
bu bitki tiirii, antioksidan 6zellikler ve fenolik bilesiklerin yaygin oldugu diger bitkilerle
iliskilendirilebilmektedir. Apium graveolens gibi benzer tiirlerden elde edilen oziitlerin
belirgin antioksidan aktivitesi 6ne ¢ikmis olup, bu etkilerin 6nemli 6l¢iide fenolik bilesikler

tarafindan desteklendigi gosterilmistir (Koala ve ark., 2021).

A. nodiflorum Dbitkisinin spesifik antioksidan 6zellikleri ayrintili  olarak
incelenmemis olsa da, Apiaceae ailesine ait diger bitkilerle karsilagtirildiginda benzer
faydali &zellikler tasiyabilecegine dair genel bir kabul vardir. Ozellikle, Apium tiirleri
arasinda yaygin olan antioksidan ve biyoaktif bilesikler, bu bitkinin de potansiyel bir saglik
kaynagi olabilecegini diisiindiirmektedir. Stiperkritik sivi ekstraksiyonu gibi modern
ekstraksiyon yontemlerinin, bitkisel materyallerden daha yiiksek antioksidan verimi elde
edilmesini sagladigi gosterilmistir. Bu yontemlerin kullanimi, A. nodiflorum bitkisinden
elde edilebilecek biyoaktif bilesiklerin potansiyelini daha da artirabilir ve bitkinin
farmakolojik uygulamalarda kullanimina dair umut verici ipuglar1 sunmaktadir (Arena ve

ark., 2020).

A. nodiflorum bitkisinden elde edilen ucgucu yaglar, 6zellikle Helicobacter pylori
gibi ¢esitli patojenlere kars1 etkili antimikrobiyal aktivite sergileyerek dikkat ¢ekmektedir.
Yapilan caligmalar, bu yaglarin patojenlerin biiyiimesini engellemek i¢in diisiik minimum
inhibitor konsantrasyonlarla etkili olabildigini gostermistir. Helicobacter pylori, mide
tilserleri ve gastrit gibi ciddi mide rahatsizliklarina yol agabilen bir bakteri tiirii olup, bu
bakteriye karsi etkili dogal ¢oziimler arayisinda A. nodiflorum bitkisinin ugucu yaglari
umut verici bir alternatif sunmaktadir. Bu bulgular, bitkinin antimikrobiyal potansiyelini
vurgulamakla kalmayip, ayn1 zamanda tibbi ve farmasétik alanlarda kullaniminin daha

fazla arastirilmasi gerektigini de isaret etmektedir (Maxia ve ark., 2012).

Ozellikle osteoporoz tedavisinde biiyiik bir potansiyele sahip oldugu kanitlanmustir.
Yumurtaliklart alinmig siganlar {izerinde gergeklestirilen bir calismada, A. nodiflorum

oziitiiniin kemik mineral yogunlugunu ve kemik icerigini belirgin bir sekilde artirdigi,
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inflamasyon belirteclerini énemli 6l¢iide azaltti1 ve osteoporozla iligkili agriy1 hafiflettigi
gozlemlenmistir. Bu bulgular, bitkinin menopoz sonrasi osteoporoz tedavisinde alternatif
bir tedavi secenegi olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. A. nodiflorum
bitkisinin bu etkileyici kemik sagligi faydalari, 6zellikle menopoz sonrasi donemde kemik
kaybin1 6nlemek ve agriy1 hafifletmek i¢in dogal ve etkili bir ¢6ziim arayisinda olanlar i¢in
umut verici bir segenek sunmaktadir (P. Tsakova ve ark., 2015). Ayrica, A. nodiflorum
bitkisinin 6zleri antifungal 6zellikler sergileyerek gida glivenligi agisindan biiylik 6nem
tasimaktadir. Yapilan arastirmalar, bu 6zlerin Aspergillus parasiticus'un biiyiimesini etkili
bir sekilde engelledigini ve bu tehlikeli mantarin {rettigi toksik bilesikler olan
aflatoksinlerin dretimini belirgin 6l¢iide azalttigini ortaya koymaktadir. Aflatoksinler,
insan sagligi tizerinde ciddi olumsuz etkileri olan kanserojen maddeler olup, gida
maddelerinde bulunmalar1 ciddi saghk riskleri dogurabilmektedir. Bu baglamda, A.
nodiflorum bitkisinin antifungal etkileri, yalnizca mantar biiyiimesini kontrol altina
almakla kalmaz, ayn1 zamanda aflatoksin iiretimini de baskilayarak, gida giivenligini

artirmada dogal bir koruyucu olarak potansiyel sunmaktadir (Noorbakhsh ve ark., 2017).

1.7. Cahismanin Amaci

Bu tez ¢alismasinin amaci, su kerevizi (A. nodiflorum L.) bitkisinin antioksidan
kapasitesini  DPPH, ABTS radikal giderme, CUPRAC ve Fe**-Fe?* indirgeme
yontemleriyle, antikolinerjik etkilerini asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz
(BChE) enzimleri iizerindeki inhibisyon potansiyeliyle degerlendirmek ve fitokimyasal
iceriklerini LC-MS/MS yo6ntemiyle kapsamli bir sekilde analiz etmektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Ispanya’da yapilan bir calismada A.nodiflorum bitkisinin antioksidan, toplam
fenolik ve flavonoid analizleri yapilmistir. Bitkinin o bolgede 6zellikle diyetlerin  bir
pargas1t olarak kullanildigi sdylenmekte ve bazi kronik hastaliklara karsi tiiketildigi
calismada yer almaktadir. Calismanin sonucunda A.nodiflorum bitkisinde 80.47 + 4.41 (mg
GAE/G ekstre) toplam fenolik oldugu, flavonoid miktarinin ise 45.48 + 1.61 (mgQE/g
ekstre) seklinde tespit edilmistir (Morales ve ark., 2012).

Orta Italya'da yetisen su kerevizinden elde edilen ucucu yag ve dziitlerinin kimyasal
profili, ugucu yagin antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksisite aktiviteleri incelenmistir.
Calisma sonucunda ucucu yaglarin kismen antioksidan etki gosterdigi tespit edilmistir.

(Maggi ve ark., 2019).

Yapilan bir caligmada A.nodiflorum bitkisinin deneysel osteoporoz gelisimi, agri
esikleri ve karragenan kaynakli inflamasyon {iizerindeki etkisi, yumurtaliklar1 alinmig
osteoporotik albino siganlarda incelenmistir. Sicanlara 8 hafta boyunca 2.4 mg/kg
Kuersetine esit A.nodiflorum ekstresi verilmistir. Bitkinin osteoporoz gelisimi iizerindeki
etkisini dogrulamak i¢in, yumurtaliklarin alinmasindan 6 ay sonra kemik mineral
yogunlugu ve kemik mineral igerigini incelemek igin A.nodiflorum tedavisinden 8 hafta
sonra kemik histolojisi ve IL-6, RANKL’in plazma seviyelerine bakilmistir. Calisma
sonucunda A. nodiflorum bitki ekstresinin Genistein osteoporoz gelisimini engelledigi ve

kemik histolojisinin iyilestirdigi ortaya ¢ikmistir (P. Tsakova ve ark., 2015).

Bulgaristan’da ¢ok tiiketilen Apium graveolens popiiler ve sifali bir sebze olarak
bilinmektedir. Bulgaristan’in 19 farkli bolgesinden toplanan bitki materyallerinin
antioksidan,  antibakteriyel, antikanser, hipolipidemik &zellikleri incelenmistir.
A.nodiflorum bitkisi i¢in toplam fenolik igerigi yaprak ekstrelerinde 14.9 + 0.5 mg/g GAE
bulunurken kok ekstresinde 16.1 = 0.4 mg/g GAE olarak bulunmustur. Toplam flavonoid
sonuclar1 yaprak ekstrelerinde 10.7 = 0.2 mg/g QE olarak tespit edilirken kok ekstrelerinde
7.4 £ 0.1 mg/g QE tespit edilmistir. Yaprak ekstrelerinin kok ekstresine gore fenolik ve
flavonoid igerigi daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Calismanin sonucunda Bulgaristan
su kerevizinin kok ve yapraklarinin biyolojik olarak aktif bilesenler agisindan zengin bir

kaynak oldugu goriilmiistiir (Popova ve ark., 2014).
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Portekiz ve Italya’da toplanan A. nodiflorum bitkisinin toprak {istii kisimlar:
toplanip hidrodistilasyon yapilmistir. Elde edilen ekstreler GC ve GC/MS ile analiz
edilmistir. Portekiz ve Italya’dan toplanan bitkilerden elde edilen her iki ugucu yagda
yiiksek fenilproponoid igerigine (% 51.6’ya karst % 70.8) sahip oldugu tespit edilmistir.
Fenilproponoidlerin antimikrobiyal aktivitelerinin patentli olmasi, her iki bitkinin de
yiiksek miktarda bu bilesiklere sahip olmasindan kaynaklandig: bildirilmistir (Maxia ve
ark., 2012).

Yapilan bir caligmada 48 adet C57BC/6 (ev faresi) hafizanin belirlenmesi amaci ile
beyin AChE degerleri olgtilmustiir. Farelere 28 giin boyunca oral yol ile Apium graveolens
ekstresi verilmis AH’de gecikme veya engelleme siirecini 6nemli Ol¢lide azaltmistir.
A.graveolens’te 125, 250, 375, 500 mg/kg dozunda tedavi alan fare grubunda anlamli bir
sonug gostererek beyinde ki AChE aktivitesinde azalma tespit edilmistir (Phetcharat ve
ark., 2015).

Istanbul’daki yerel bir pazardan Mart 2009°da satin alinan A. graveolens bitkisinin
AChE ve BChE enzim galismalar1 yapilmistir. Bitkinin 200 pg/mL konsantrasyonunda
diklormetan, etanol ve su olmak {izere ii¢ ekstre ile enzim analizleri yapilmistir. AChE
enzimine kars1 ti¢ ekstre inhibisyon etki gostermezken BChE’ye karsit % inhibisyon
degerleri ise diklormetan ekstresinde 59.91 + 0.84, etanol ekstresi % 40.39 + 0.78 ve su
ekstresi 26.73 + 0.33 olarak tespit edilmistir (Boga ve ark., 2011).

Yapilan bir ¢alismada A.graveolens bitkisinin toplam fenolik, toplam flavonoid,
FRAP ve ABTS metotlar1 ile antioksidan kapasite tayinleri ve AChE enzim analizleri
yapilmistir. Bu ¢alismada kereviz bitkisinin toplam fenolik bilesik madde miktar1 111.60 +
2.05 (g GAE/mg ekstre) tespit edilirken toplam flavonoid bilesik madde miktar1 19.04 +
0.59 (g QE/ mg ekstre) olarak bulunmustur. Calismanin antioksidan analizlerinde FRAP
metodunda ICsp degeri 2.335 + 0.002 mg/mL olarak tespit edilirken ABTS metoduna gore
ICs0 degeri 0.357 + 0.001 mg/mL olarak tespit edilmistir. Kerevizin 1Csy AChE degeri
1.35 + 0.06 mg/mL olarak bulunmustur (Khongrum ve ark., 2021).

Cin’de yerel bir siipermarketten A. graveolens bitkisi satin alinmis ve bu bitkiden
rutin flavonoidin elde edilmistir. Elde edilen rutin ile bitki ekstresinin in vitro ve in vivo
calismalar1 yapilmistir. [n vitro ¢alismalar1 sonucunda rutin ekstreden daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermistir. Calismalar in vivo olarak devam etmis ve SOD, CAT,

GSH-Px antioksidan enzim aktivitelerine bakilmig, ekstreden elde edilen apiinin
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uygulanmasindan sonra serum, beyin, kalp, karaciger ve bobrekte kayda deger iyilesmeler

tespit edilmistir (Li ve ark., 2014).

Yapilan bir ¢alismada, A. graveolens (kereviz) bitkisinin posasindan elde edilen
sularin fenolik bilesik igerigi ve antioksidan etkileri incelenmistir. Bu kapsamda, DPPH ve
ABTS yontemleri kullanilarak sularin antioksidan aktiviteleri degerlendirilmis, toplam
polifenol igerigi ise Folin-Ciocalteu (FC) yontemi ile analiz edilmistir. Calisma sonucunda,
kereviz sularinda belirgin diizeyde antioksidan aktivite tespit edilmistir. Ayrica, bu sularin
kinik asit acisindan da zengin oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, kereviz bitkisinin
posasindan elde edilen sularin yiiksek antioksidan potansiyel tasidigini ve fenolik bilesikler

acisindan zengin oldugunu ortaya koymaktadir (Szarek ve ark., 2024).

20



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Deneylerde kullanilan bitki ¢iceklenme doneminde, Kahramanmarag ili Tiirkoglu
ilgesinin Cakall1 Hasanaga koylinden 28 Mayis 2022 tarihinde dere igerisinden toplandi.
Toplanan bitkinin tiir ve teshisi Dog. Dr. Alper UZUN (Kahramanmaras Siit¢ii Imam
Universitesi, Orman Fakiiltesi, Orman Miihendisligi Boliimii) tarafindan yapildi. Bitki
KASOF 3900 herbaryum numarasi ile Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Orman
Fakiiltesi Herbaryumunda (KASOF) saklandi. Bu tez calismasinda, bitkinin toprak iistii

kisimlar1 kullanild.

Cizelge 3.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Alet ve Cihazlar Marka

Blender 6giitiicti Waring

Déner buharlastirici (evaporator) Heidolph Laborda 4001 Efficent
Etiv Binder Ed 56

Hassas terazi Axis Acnl120

Magnetic karistirict Ika C-MagHs 7

pH metre Hanna Instruments Hi 2211
Santifiriij cihazi HettichUniversal 320 Universal
Spektrofotometre Shimatzu UV-1800

\orteks cihazi IkaVorteks

21



Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Ismi Markasi
Amonyum asetat Isolab
Asetiltiyokolin iyodat Sigma-Aldrich
Bakair II kloriir Tekkim
Biitirilkolinesteraz Sigma-Aldrich
Biitil hidroksi anisol (BHA) Acros

Biitil hidroksi toluen (BHT) Abcr

Demir 11 kloriir Merck
Di-Sodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck

Etil alkol Isolab

Gallik asit Merck
Neokuprin Sigma-Aldrich
Potasyum persiilfat Carlo erba
S-Biitiriltiyokolin iyodat Sigma-Aldrich
Sodyum asetat anhydrous AFG bioscience
Sodyum asetat trihidrat fsolab

Troloks Acros
5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoik asit) Sigma-Aldrich
2 4 6-tris(2-pyridyl)-s-triazine Sigma-Aldrich
9-Amino-1,2,3,4-tetrahidroakridin hidrokloriir hidrat Sigma-Aldrich
2,2-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) Sigma-Aldrich
2 2-Dphenyl- 1 picrylhydrazyl Sigma-Aldrich
a-tokoferol Acros

3.1.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

3.1.2.1. 1,1-Difenil 2-Pikril Hidrazil (DPPH) serbest radikal giderme aktivitesinde

kullanilan ¢o6zelti ve hazirlamisi

10 M’lik DPPH ¢ézeltisinin hazirlanmasi i¢in 0.0197 gram DPPH radikali 250mL

etil alkolde ¢oziilerek hazirlandi.



3.1.2.2. ABTS" radikali giderme aktivitesinde kullanilan ¢ézeltiler ve hazirlamsi

(0.1 M) fosfat tamponunun hazirlanmasi i¢in 17.80 gram Na,HPO,4 bir miktar ultra
saf suda ¢oziildiikten sonra hacmi ultra saf su ile 1 litreye tamamlanarak pH: 7.4’e
ayarlandi. (2mM) ABTS ¢o0zeltisinin hazirlanmasi i¢in 0.11 gram ABTS fosfat
tamponunda (pH:7.4) manyetik karistirici  tizerinde tamamen ¢oziiniinceye kadar
karistirildi. Potasyum persiilfat (K,S,0g) ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in; 66.25 mg K,0sS;

100 mL fosfat tamponunda tamamen ¢oziiniinceye kadar manyetik karistiricida karistirildi.

3.1.2.3. Bakar (II) iyonu (CUPRAC) indirgeme kapasitesinde kullanmilan cozeltiler ve

hazirlanisi

(0.01 M) Bakir (II) kloriir ¢ozeltisi 0.067 gram CuCl, tartilip 50 mL ultra saf suda
coziilerek hazirlandi. Neocuprin ¢dzeltisinin (7.5 x 10° M) 0,078 gram neokuprin 50 mL
etil alkolde ¢oziilerek hazirlandi. Sodyum asetat (NaCH3COOQO) tamponunun (1 M)
hazirlanmasi igin 4.1 gram NaCH3;COO 50 mL ultra saf suda ¢oziilereck pH= 6.5e

ayarlandi.

3.1.2.4. Fe**- Fe indirgeme giiciinde kullanilan cézeltiler ve hazirlanist

(0.2 M) fosfat tamponunun hazirlanmasi igin 6.24 gram Na,HPO, 100 mL ultra saf
suda ¢ozildii ve pH: 6.6’ya ayarlandi. Toplam hacim ultra saf su ile 200 mL’ye
tamamlandi. (% 1) potasyum ferrisiyaniir KsFe(CN)g icin, 1 gram K3Fe(CN)g bir miktar
destile suda ¢oziildii ve toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi. % 10’luk trikloroasetik asit
(TCA) ¢ozeltisi i¢in, 10 gram bir miktar destile suda ¢6ziildii ve toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi. % 0.1’lik demir (IIT) kloriir (FeCl3) ¢ozeltisi igin, 0.1 gram FeClz bir miktar
destile suda ¢oziilerek hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.2.5. Toplam fenolik bilesik miktar tayininde kullamlan ¢ozeltiler ve hazirlamisi
Folin reaktifi satin alindig1 sekilde kullanildi. Na,CO3 (% 7.5°lik) ¢6zeltisi igin

37.5 gram Na,CO3 500 mL ultra saf suda ¢oziildii. Standart gallik asit ¢ozeltisi igin 10 mg

gallik asit 10 mL etil alkolde ¢oziildi.

3.1.2.6. Toplam flavonoid bilesik miktar: tayininde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

Standart kuersetin ¢6zeltisi hazirlamak i¢in, 25 mg kuersetin 25 mL etil alkolde
¢ozilildi. % 10'luk aliiminyum nitrat (AI(NO3)3) ¢ozeltisi elde etmek amaciyla, 10 gram
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AlI(NO3); 100 mL ultra saf suda ¢o6ziildii. 1 M’lik CH3COOK ¢ozeltisi hazirlamak igin ise,
9.9 gram CH3COOK 100 mL distile suda ¢ozildi.

3.1.2.7. AChE enzim aktivitesinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

Tris-HCI (1M) tamponu hazirlamak i¢in, 30.27 gram Tris ve 0.370 gram EDTA
tartilarak 200 mL ultra saf suda ¢oziildii ve pH 8.0 olarak ayarlandi. Ardindan toplam
hacim 250 mL’ye tamamlandi. 0.0725 gram asetiltiyokolin iyodiir tartilarak 25 mL ultra
saf suda ¢oziildii. (10mM) 5,5'-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisi hazirlamak

i¢cin, 0.01 gram DTNB ile 0.56 gram sodyum sitrat 50 mL ultra saf suda ¢oziilerek elde
edildi.

3.1.2.8. BChE enzim aktivitesinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlamisi

Tris-HCI (1M) tamponu i¢in 30.27 gram Tris ve 0.370 gram EDTA tartilip 200 mL
ultra saf suda ¢oziildii ve pH: 8.0’e ayarlandi. Toplam hacim 250 mL’ye tamamlandi.
Biitiriltiyokolin iyodiir 0.008 gram tartilip 25 mL ultra saf suda ¢6ziildii. (10mM) DTNB
¢ozeltisi i¢in 0.01 gram DTNB ile 0.56 gram sodyum sitrat 50 mL ultra saf suda ¢oziilerek

hazirlandi.

3.2. Metot

3.2.1.Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi:

Ekstrelerin hazirlanmasinda su ve etil alkol kullanildi. Kurutulmus ve 6giitiilmiis 20
g toprak iistii bitki kismi, oda sicakliginda 400 mL etanol ile 12 saat bekletilerek ekstre
edildi ve siiziildii. Bu islem 5 kez tekrarlandiktan sonra, elde edilen siiziintiiler birlestirildi

ve etanol, bir evaporatdr yardimiyla ekstrelerden uzaklastirildi.

Calismada kullanilan bitkinin su ekstresinin hazirlanmasi i¢in kurutulmus ve
ogiitiilmiis 20 g toprak tistii bitki kismina 400 mL saf su ilave edildi. 12 saat bekletilerek
ekstre edildi. Siiziintiiler tiilbent bezinden siizdiiriildii. Elde edilen ekstreler derin
dondurucuda (-80°C’de) donduruldu. Daha sonra liyofilizatérde kuruyuncaya kadar
liyofilize edildi. Analizlerde kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 derecede muhafaza
edildi.
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3.2.2. Antioksidan Aktivite Calismalari

Antioksidan 6zelliklerini belirlemek i¢cin DPPH serbest radikal giderme aktivitesi,
ABTS™ radikal giderme aktivitesi, CUPRAC ve Fe™-Fe™ indirgeme giicii metotlari
kullanildi.

3.2.2.1. DPPH serbest radikal giderme aktivite tayini

Bu yontem, ilk olarak Blois (1958) tarafindan, 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)
radikallerinin antioksidan molekiillerle tayininde kullanilabilecegi onerildiginde ortaya
cikti. Bu metodun temel prensibi, DPPH igeren bir ¢o6zeltinin, hidrojen atomu verme
egiliminde olan bir molekiille (antioksidan) karistirilmasidir. Bu islem sonucunda DPPH
radikali indirgenir ve ¢6zeltinin baslangicta mor olan rengi kaybolur. Metot, 517 nm'de
DPPH radikalinin absorbansindaki azalmay1 6lgerek anti-radikal aktiviteyi belirlemektedir.
Kararli DPPH radikaline hidrojen verildiginde, antioksidan tarafindan DPPH radikali

giderilir ve absorbans azalir, bu da rengin mordan sariya donmesine neden olur.

NO, NO,
O,N i NO, ON NO,
) oN + (AR), —— N-H C e
1 | (A),
DPHPH® DPPH-H

Sekil 3.1. DPPH antioksidan mekanizmasi (Giilgin, 2012).

Su kerevizi bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarda DPPH
radikali siipiiriicii  aktiviteleri 6lciildii. ik olarak, 1 mg/mL konsantrasyonunda
hazirladigimiz bitkiye ait stok c¢ozeltilerden farkli miktarlarda (25, 50, 100, 200 ve 400
pg/mL) deney tiiplerine alindi. Ardindan, tiiplere 10° M DPPH ¢ozeltisinden 1 mL
eklenerek, 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Etanol ile
hazirlanan kore karsi 517 nm'de absorbans degerleri kaydedildi. Bitkinin DPPH serbest
radikalini giderme aktivitesini degerlendirmek amaciyla yapilan bu calismada, pozitif
kontrol olarak BHT, BHA, troloks ve a-tokoferol gibi standart antioksidan maddeler

kullanildi. Absorbansin azalmasi, antioksidan aktivitenin yiiksek oldugunu gosterir.
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Serbest radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Caligma, her bir numune i¢in tig tekrarli olarak gergeklestirildi.
% inhibisyon = (Axontrol — Asmek) / Axontrol X 100

(Axontrol: Kontroliin Absorbanst  Asmer: Ornek Absorbansi)

3.2.3.2. ABTS™ radikali giderme aktivite tayini

Bu yontem, ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit))’ nin
oksidasyonu ile olusan ABTS™ radikal ¢ozeltisine antioksidan igeren bir ornek
eklendiginde radikalin indirgenmesi esasina dayanir. Mavi/yesil renkli ABTS™ radikali,
600-750 nm dalga boyu araliginda giic¢lii bir absorpsiyon gosterir ve spektrofotometre ile
kolayca tespit edilebilir (Re ve ark., 1999). Bir antioksidan bilesik, ABTS™ radikali ile
reaksiyona girdiginde, radikal ABTS'nin renksiz formuna doniislir. Bu dontisiimle birlikte
harcanan ABTS™ miktari, spektrofotometredeki absorbans degerindeki azalma ile &lgiiliir.
ABTS™ radikali hem suda hem de organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir ve iyonik kuvvetlerden

etkilenmez.

45 5 B0y 0,5 5 S0,
\©\, }:\._N%:@/ K,5,0, \]@: }:h._x:.g:lg/
—_—d T
N N
1 ]
C,H,

C,H, CsHe  CsHa

ABTS ABTS ™

Sekil 3.2. ABTS’nin K,S,0g ile oksidasyonu ve ABTS™ olusumu (Giilgin, 2012).

Su kerevizi bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin ABTS™" giderme aktivitesi, Re ve
arkadaslarmin (1999) gelistirdigi metodun bir modifikasyonuna gore belirlendi. Oncelikle,
2 mM ABTS c¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiye potasyum persiilfat ¢ozeltisi eklenerek
ABTS™" radikali olusturuldu. ABTS™ radikal ¢6zeltisinin kullanilmadan 6nce, 734 nm’deki
absorbans1 0.1 M ve pH’s1 7.4 olan fosfat tamponu ile 0.700 + 0.025 nm’ye ayarlandi.
Farkli konsantrasyonlardaki (25, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL) etanol ve su ekstreleri deney
tiiplerine alinds, {izerine 1 mL ABTS"" radikal ¢ozeltisi eklenip vorteks ile karistirildi ve 30
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Ekstrelerin absorbanslari, fosfat tamponuna
kars1 734 nm’de olgiildii. Su kerevizi bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin ABTS™ radikal

giderme aktiviteleri, pozitif kontrol olarak kullanilan BHT, BHA, troloks ve a-tokoferol
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gibi standart antioksidan bilesenleri ile karsilastirildi. ABTS radikal giderim aktivitesi (%
inhibisyon) asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Tim islemler ii¢ tekrarli olarak

3.2.3.3. CUPRAC metodu (Cu*?-Cu*) indirgeme kapasitesi tayini

Bu yontem, antioksidan maddenin Cu (II)'yi Cu (I)'e indirgeme prensibine dayanir.
Su kerevizinin etanol ve su ekstrelerinin kuprik iyonu (Cu*?) indirgeme kapasiteleri, Apak
ve arkadaglarinin (2004) kullandigi CUPRAC metodunun bir modifikasyonu ile incelendi.
Bu yontem, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin, Nc) ile Cu (Il) arasinda olusan
Cu(I)-neokuproin kompleksinin (Cu(ll)-Nc), 450 nm'de maksimum absorbans gosteren
Cu(l)-neokuproin [Cu(l)-Nc] selatina indirgenme yeteneginden faydalanarak antioksidan
kapasitesini hesaplamaktadir. Bu amagla, hazirladigimiz etanol ve su ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlardaki (25, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL) drneklerine sirasiyla 0.01 M CuCl,
¢ozeltisi eklendi, ardindan 7.5 x 10° M neokuproin ¢ozeltisi ve 1 M amonyum asetat
tamponu ilave edilerek vorteks ile karistirildi. 30 dakika karanlikta inkiibasyondan sonra,
450 nm'de absorbans degerleri 6lgiildii. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA, troloks ve a-
tokoferol gibi standart antioksidan maddeler kullanildi. Reaksiyon karisimindaki

absorbansin artist, kuprik iyon (Cu*?) indirgeme kapasitesindeki artis1 gostermektedir.

+ H+

CUPRAC reaktifi (agik mavi) CUPRAC reaktifi (sari-turuncu)
Sekil 3.3. CUPRAC antioksidan mekanizmasi (Gtilgin, 2020).
3.2.3.4. Fe*- Fe*? metodu indirgeme kapasitesi tayini
Bir bilesigin indirgeme kapasitesi, onun potansiyel antioksidan aktivitesini
degerlendirmede Gnemli bir gosterge olarak kabul edilir. Fe*-Fe*? indirgeme 6lciimii,

Oyaizu (1986) ve Akyiiz (2022) tarafindan Onerilen yonteme gore gergeklestirildi. Bu

islem i¢in, 1 mg/mL derisiminde stok ¢6zeltiler hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden farkli
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konsantrasyonlarda (25, 50, 100, 200 ve 400 ug/mL) 6rnekler alind1 ve deney tiiplerine
eklenerek hacimleri distile su ile 1 mL'ye tamamlandi. Daha sonra, tiiplere 2.5 mL fosfat
tamponu (0.2 M, pH 6.6) ve 2.5 mL %]1'lik potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)g] ilave edildi.
Karisim, 50°C'de 20 dakika inkiibe edildikten sonra, tiiplere 2.5 mL % 10 TCA ¢ozeltisi ve
0.5 mL % 0.1 FeCl; eklendi. Kontrol olarak, numune yerine distile su kullanildi. Kor
Olclim icin distile su kullanilarak, 700 nm'de absorbans degerleri belirlendi. Pozitif kontrol
olarak BHT, BHA, troloks ve a-tokoferol gibi standart antioksidan bilesenler kullanildi.

Tiim analizler ti¢ tekrarl olarak gergeklestirildi.

SRR
T

TPT/

SR8
e

-TPTZ

Sekil 3.4. Fe**-Fe*? indirgeme mekanizmas (Giilgin, 2012).
3.2.3.5. Toplam fenolik bilesik miktar: tayini

Su kerevizi bitkisinin toprak {stii kisimlariin etanol ve su ekstrelerinin fenolik
bilesik tayini FCR yontemi ile (Slinkard ve Singleton., 1977; Baydar, 2013; Akyiiz ve ark.,
2022) literatiire gore yapildi. Ekstreden 10 pl alinarak deney tiiplerine aktarildi ve iizerine
sirastyla 250 ul folin reaktifi ve saf su eklenerek inkiibasyona birakildi. Daha sonra 2500
ul (% 7.5) sodyum karbonat (Na,COj3) eklendi. Deney tiipleri hizlica vortekslendikten
sonra 50°’lik su banyosunda 5 dk boyunca inkiibasyona birakildi. 5 dk sonra alinip
spektrofotometrede 760 nm’de kore karsi okunup absorbanslart kaydedildi. Standart
fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi. Standart grafik i¢in 10 mg gallik asit 10 mg
ultra saf suda ¢oziillip stok ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 5, 10, 20, 40, 80 pg gallik asit
igeren ¢ozeltiler deney tiiplerine konuldu ve iizerlerine yukarida bahsedildigi sekilde
cozeltiler eklenerek 5 dk boyunda 50° C’lik sicak su banyosunda bekledikten sonra 760
nm’de kore karsi okunup absorbanslar1 kaydedildi. Elde edilen sonuglar ile standart grafik
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cizildi. Fenolik bilesik miktar1 numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen gallik asit
esdegeri (mg GAE/g ekstre) olarak standart grafikten elde edilen denklem yardimi ile
hesaplandi. Deneyler ii¢ paralel seklinde yapildi. (y=0.0193x+0.1094; R?=0.996)

3.2.3.6. Toplam flavonoid bilesik miktari tayini

Su kerevizi bitkisinin toprak istii kisimlarinin etanol ve su ekstrelerinin toplam
flavonoid bilesik miktar1 Park ve ark. (1997) yontemine gore yapildi. Belli miktarda stok
cozeltilerden deney tiiplerine konuldu. Uzerine 100 uL (% 10) aliiminyum nitrat ve 100 pL
potasyum asetat eklendikten sonra deney tiipleri tek tek vortekslendi. Daha sonra tiiplerin
hacmi etanol ile 4 mL’ye tamamland1 ve tiipler 40 dakika boyunca kadar oda sicakliginda
bekletildikten sonra spektrofotometrede 415 nm’de kore karsi okunup absorbanslar
kaydedildi (Akyiiz, 2019). Calismada kuersetin standart flavonoid bilesik olarak kullanildu.
Standart grafik icin 25 mg kuersetin 25 mL etanolde coziilerek stok kuersetin ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltiden (10-50 pg) kuersetin igeren c¢ozeltiler deney tiiplerine aktarildi ve
vortekslenip 40 dakika oda sicakliginda bekledikten sonra 415 nm’de okunarak
absorbanslar1 kaydedildi. Elde edilen sonuglar ile standart grafik ¢izildi. Toplam flavonoid
bilesik miktar1 kuersetin ekivalent (mg QE/g ekstre) olarak standart grafikten elde edilen
denklem yardimi ile hesaplandi. Deneyler {i¢ paralel seklinde yapildi. (y=0.015x+0.0258;
R?=0.9998)

3.3. Enzim Inhibisyon Cahsmalar1

3.3.1. AChE enzimi iizerine inhibisyon ¢alismalari

Su kerevizi bitkisinin toprak dstii kisimlarindan elde edilen etanol ve su
ekstrelerinin asetilkolinesteraz enzimi iizerindeki etkisi Ellman yontemi kullanilarak
degerlendirildi. Bu yontemin prensibi sudur: Kolinesterazlar, asetilkolini tiyokolin ve
asetata doniistiiren bir reaksiyonu katalize ederler. Agiga ¢ikan tiyokolin, DTNB ile
reaksiyona girerek sari renkte 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidi olusturur. Olusan bu bilesik, 412
nm dalga boyunda absorbans gosterir (Ellman ve ark., 1961). Orneklerin ve kontrol
kiivetlerinin absorbans degerleri 412 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca olgiilerek 1Csg
degerleri hesaplandi. Ayrica, AChE enziminin standart inhibitorii olan Takrin’in etkisi de
incelendi. AChE enzimi, DTNB ve asetiltiyokolin iyodat olmak {izere iki farkli substrata
sahiptir. Yontemde, oncelikle kontrol tiipleri ve numune tiipleri olusturuldu. Kontrol
tiplerine 50 pL asetiltiyokolin iyodiir, 50 uLL DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik
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asit)), 100 uL Tris-HCI, saf su, etanol ve su ekstreleri, asetilkolinesteraz enzimi ilave edilip
kanistirildi. Reaksiyonlar basladiktan sonra karigimlarin absorbanslari 412 nm’de 6lgiildii.

Aktivite-% konsantrasyon grafiginden 1Csq degerleri hesaplandi.

3.3.2. BChE enzimi iizerine inhibisyon ¢calismalari

Su kerevizi bitkisinin toprak iistii kisminin etanol ve su ekstresinin AChE enzimi
tizerindeki etkisi Ellman metoduna gore yapildi. BChE enziminin DTNB ve
butiriltiyokolin iyodiir olmak {izere iki substrat1 vardir. Bu metodun esas1 ise su sekildedir:
Yontemde, oncelikle kontrol tiipleri ve numune tiipleri olusturuldu. Kontrol tiiplerine 50
pL butiriltiyokolin iyodiir, 50 uL. DTNB (5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik asit)), 100 uL
Tris-HCI, saf su, etanol ve su ekstreleri, butirilkolinesteraz enzimi (0.2 U mL™? uL enzim)
ilave edilip karistirildi. Reaksiyonlar basladiktan sonra karisimlarin absorbanslar1 412

nm’de 6l¢iildii. Sonuglarin ICsy degerleri hesaplandi.

3.4. LC-MS/MS ile Fenolik Bilesiklerin Kalitatif ve Kantitatif Analizi

A. nodiflorum bitkisinin toprak tstii kisimlarindan elde edilen etanol ve su
ekstrelerinin fenolik bilesenlerinin igerik analizi i¢in, Y1lmaz (2020) tarafindan gelistirilen
ve Onceden validasyon calismalari 6nceden yapilmis LC-MS/MS yontemi kullanildi. Bu
analiz, A. nodiflorum bitkisinden elde edilen iki ekstrenin fenolik igeriklerini belirlemek
amaciyla Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DUBTAM)'nde analizler gergeklestirildi. Analizde kullanilan 53 fitokimyasal bilesenden
3 tanesi, bitki 6rneginde dogal olarak bulunmayan ve ticari olarak satin alinan saf madde i¢

standartlaridir (IS).
3.4.1.Kiitle Spektrometre ve Kromatografi Sartlari

53 fitokimyasal bilesenin miktar analizi i¢in (Yilmaz, 2020) Shimadzu-Nexera
model UHPLC'ye baglh tandem kiitle spektrometresi kullanildi. Ters faz UHPLC sistemi,
otodrnekleyici (SIL-30AC model), kolon firin1 (CTO-10ASvp model), gradyan pompasi
(LC-30AD model) ve degazoérden (DGU-20A3R model) olusmaktadir. Kromatografik
ayrim, 40°C'de Agilent Poroshell 120 EC-C18 kolon kullanilarak yapildi. Eliisyon
gradyan1 olarak mobil faz A (ultra saf su + 5 mM amonyum format + % 0.1 formik asit) ve
mobil faz B (metanol + 5 mM amonyum format + % 0.1 formik asit) kullanildi. Gradyan
eliisyon profili su sekilde belirlendi: 0-25 dakika aras1 %20-100 B, 25-35 dakika %100 B,
ve 35-45 dakika aras1 % 20 B. Mobil faz akis hiz1 0.5 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 5 pL
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olarak ayarlandi. LC-MS/MS sistemi i¢in Shimadzu LCMS-8040 model sirali kiitle
spektrometresi kullanildi ve hem pozitif hem de negatif modda calisan bir elektrosprey
iyonlasma kaynagi ile donatildi. Veriler, Lab Solutions yazilimi ile islenerek
fitokimyasallarin kantitasyonu MRM modu ile gergeklestirildi. Carpisma enerjileri,
fitokimyasallarin optimum fragmentasyonu i¢in optimize edildi. MS calisma kosullari:
kurutucu gaz (N,) akis1 15 L/dK, nebiilizator gazi (N2) akis1 3 L/dk, DL sicakligi 250°C,
1s1 blogu sicakligi 400°C ve arayiiz sicakligi 350°C olarak ayarlandi (Yilmaz, 2020).
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Cizelge 3.3. LC-MS/MS’ye ait analitik yontem dogrulama parametreleri

RSD%* - Recovery (%)
No Analytes RT* M.I. (m/z)° F.1. (m/z)® lon. mode Equation r I(‘"“ngsir;ty Range LOD/LOQ (ug/L)' U Gr. No'
Interday Intraday Interday Intraday
1 Kinik asit 3.0 190.8 93.0 Neg y=-0.0129989+2.97989 x 0.996 0.69 0.51 0.1-5 25.7/33.3 1.0011 1.0083 0.0372 1
2 Fumarik asit 3.9 115.2 40.9 Neg y=-0.0817862+1.03467 x 0.995 1.05 1.02 1-50 135.7/167.9 0.9963 1.0016 0.0091 1
3 Akonitik asit 4.0 172.8 129.0 Neg y=-0.7014530+32.9994 x 0.971 2.07 0.93 0.1-5 16.4/31.4 0.9968 1.0068 0.0247 1
4 Gallik asit 4.4 168.8 79.0 Neg y=0.0547697+20.8152 x 0.999 1.60 0.81 0.1-5 13.2/17.0 1.0010 0.9947 0.0112 1
5 Epigallokatesin 6.7 304.8 219.0 Neg y=-0.00494986+0.0483704 < 0.998 122 0.73 1-50 237.5/265.9 0.9969 1.0040 0.0184 3
6 Protokatesik asit 6.8 152.8 108.0 Neg y=0.211373+12.8622 x 0.957 143 0.76 0.1-5 21.9/38.6 0.9972 1.0055 0.0350 1
7 Katesin 74 288.8 203.1 Neg y=-0.00370053+0.431369 x 0.999 2.14 1.08 0.2-10 55.0/78.0 1.0024 1.0045 0.0221 3
8 Gentisik asit 8.3 152.8 109.0 Neg y=-0.0238983+12.1494 x 0.997 181 122 0.1-5 18.5/28.2 0.9963 1.0077 0.0167 1
9 Klorojenik asit 8.4 353.0 85.0 Neg y=0.289983+36.3926 x 0.995 215 152 0.1-5 13.1/176 1.0000 1.0023 0.0213 1
10 Prokatesik aldehit 8.5 1372 92.0 Neg y=0.257085+25.4657 x 0.996 2.08 0.57 0.1-5 15.4/22.2 1.0002 0.9988 0.0396 1
11 Tannik asit 9.2 182.8 78.0 Neg y=0.0126307+26.9263 0.999 2.40 1.16 0.05-2.5 15.3/22.7 0.9970 0.9950 0.0190 1
12 Epigallokatesin gallat 9.4 457.0 305.1 Neg y=-0.0380744+1.61233 0.999 1.30 0.63 0.2-10 61.0/86.0 0.9981 1.0079 0.0147 3
13 1,5-di kaffeoil kinik 9.8 515.0 191.0 Neg y=-0.0164044+16.6535 x 0.999 2.42 148 0.1-5 5.8/9.4 0.9983 0.9997 0.0306 1
14 4-OH benzoik asit 10.5 137,2 65.0 Neg y=-0.0240747+5.06492 0.999 1.24 0.97 0.2-10 68.4/88.1 1.0032 1.0068 0.0237 1
15 Epikatesin 11.6 289.0 203.0 Neg y=-0.0172078+0.0833424 x 0.996 1.47 0.62 1-50 139.6/161.6 1.0013 1.0012 0.0221 3
16 Vanilik asit 118 166.8 108.0 Neg y=-0.0480183+0.779564 x 0.999 1.92 0.76 1-50 141.9/164.9 1.0022 0.9998 0.0145 1
17 Kafeik asit 121 179.0 134.0 Neg y=0.120319+95.4610 x 0.999 111 1.25 0.05-2.5 7.719.5 1.0015 1.0042 0.0152 1
18 Sirinjik asit 126 196.8 166.9 Neg y=-0.0458599+0.663948 x 0.998 118 1.09 1-50 82.3/104.5 1.0006 1.0072 0.0129 1
19 Vanillin 139 153.1 125.0 Poz y=0.00185898+20.7382 x 0.996 110 0.85 0.1-5 24.5/30.4 1.0009 0.9967 0.0122 1
20 Sirinjik aldehit 14.6 181.0 151.1 Neg y=-0.0128684+7.90153 x 0.999 2.51 0.77 0.4-20 19.7/28.0 1.0001 0.9964 0.0215 1
21 Daidzin 15.2 417.1 199.0 Poz y=9.45747+152.338 x 0.996 2.25 1.32 0.05-2.5 7.09.5 0.9955 1.0017 0.0202 2
22 Epikatesin gallat 155 441.0 289.0 Neg y=-0.0142216+1.06768 x 0.997 1.63 1.28 0.1-5 19.5/28.5 0.9984 0.9946 0.0229 3
23 Piceid 17.2 391.0 135/106.9 Poz y=0.00772525+25.4181 x 0.999 1.94 1.16 0.05-2.5 13.8/17.8 1.0042 0.9979 0.0199 1
24 p-Kumarik asit 17.8 163.0 93.0 Neg y=0.0249034+18.5180 x 0.999 1.92 1.43 0.1-5 25.9/34.9 1.0049 1.0001 0.0194 1
25 Ferulic asit-D3-1S" 18.8 196.2 152.1 Neg N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0.0170 1
26 Ferulik asit 18.8 192.8 149.0 Neg y=-0.0735254+1.34476 x 0.999 144 0.53 1-50 11.8/15.6 0.9951 0.9976 0.0181 1
27 Sinapik asit 18.9 222.8 193.0 Neg y=-0.0929932+0.836324 x 0.999 145 0.52 0.2-10 65.2/82.3 1.0031 1.0037 0.0317 1
28 Kumarin 20.9 146.9 103.1 Poz y=0.0633397+136.508 x 0.999 211 1.54 0.05-2.5 214212413 0.9950 0.9958 0.0383 1
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Cizelge 3.3. LC-MS/MS’ye ait analitik yontem dogrulama parametreleri (devami)

K RSD%" o Recovery (%)
No Analytes RT* M.L. (m/z)° F.I. (m/z)® lon. mode Equation S Linearity Range (mg/L) LOD/LOQ (ug/L)' u° Gr. No
Interday Intraday Interday Intraday
29 Salisilik asit 21.8 1372 65.0 Neg y=0.239287+153.659 x 0.999 1.48 118 0.05-2.5 6.0/8.3 0.9950 0.9998 0.0158 1
30 Siranosit (Luteolin 7-glukozit) 23.7 447.0 284.0 Neg y=0.280246+6.13360 x 0.997 1.56 112 0.05-2.5 12.1/16.0 1.0072 1.0002 0.0366 2
31 Mikuelianin 24.1 477.0 150.9 Neg y=-0.00991585+5.50334 x 0.999 131 0.95 0.1-5 10.6/14.7 0.9934 0.9965 0.0220 2
32 Rutin-D3-1S" 255 612.2 304.1 Neg N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 2
33 Rutin 25.6 608.9 301.0 Neg y=-0.0771907+2.89868 x 0.999 1.38 1.09 0.1-5 15.7/22.7 0.9977 1.0033 0.0247 2
34 izokersetin 25.6 463.0 271.0 Neg y=-0.111120+4.10546 x 0.998 213 0.78 0.1-5 8.7/13.5 1.0057 0.9963 0.0220 2
35 Hesperidin 25.8 611.2 449.0 Poz y=0.139055+13.2785 x 0.999 1.84 1.35 0.1-5 19.0/26.0 0.9967 1.0043 0.0335 2
36 o-kumaric asit 26.1 162.8 93.0 Neg y=0.00837193+11.2147 x 0.999 211 1.46 0.1-5 31.8/40.4 1.0044 0.9986 0.0147 1
37 Genistin 26.3 431.0 239.0 Neg y=1.65808+7.57459 x 0.991 2.01 128 0.1-5 14.9/21.7 1.0062 1.0047 0.0083 2
38 Rosmarinik asit 26.6 359.0 197.0 Neg y=-0.0117238+8.04377 x 0.999 1.24 0.86 0.1-5 16.2/21.2 1.0056 1.0002 0.0130 1
39 Ellagic asit 276 301.0 284.0 Neg y=0.00877034+0.663741 x 0.999 157 1.23 0.4-20 56.9/71.0 1.0005 1.0048 0.0364 1
40 Kosmosin 28.2 431.0 269.0 Neg y=-0.708662+8.62498 x 0.998 1.65 1.30 0.1-5 6.3/9.2 0.9940 0.9973 0.0083 2
41 Kersetin 29.8 447.0 301.0 Neg y=-0.00153274+3.20368 x 0.999 224 1.16 0.1-5 4.8/6.4 0.9960 0.9978 0.0268 2
42 Astragalin 304 447.0 255.0 Neg y=0.00825333+3.51189 x 0.999 2.08 172 0.1-5 6.6/8.2 0.9968 0.9957 0.0114 2
43 Nikotiflorin 30.6 592.9 255.0/284.0 Neg y=0.00499333+2.62351 x 0.999 1.48 123 0.05-2.5 11.916.7 0.9954 1.0044 0.0108 2
44 Fisetin 30.6 285.0 163.0 Neg y=0.0365705+8.09472 x 0.999 1.75 119 0.1-5 10.1/12.7 0.9980 1.0042 0.0231 3
45 Daidzein 34.0 253.0 223.0 Neg y=-0.0329252+6.23004 x 0.999 218 173 0.1-5 9.8/11.6 0.9926 0.9963 0.0370 3
46 Kuercetin-D3-1S" 35.6 304.0 275.9 Neg N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 3
47 Kuercetin 35.7 301.0 272.9 Neg y=+0.00597342+3.39417 x 0.999 1.89 138 0.1-5 15.5/19.0 0.9967 0.9971 0.0175 3
48 Naringenin 35.9 270.9 119.0 Neg y=-0.00393403+14.6424 x 0.999 234 1.69 0.1-5 2.6/3.9 1.0062 1.0020 0.0392 3
49 Hesperedin 36.7 301.0 136.0/286.0 Neg y=+0.0442350+6.07160 x 0.999 2.47 213 0.1-5 7.19.1 0.9998 0.9963 0.0321 3
50 Luteolin 36.7 284.8 151.0/175.0 Neg =-0.0541723+30.7422 x 0.999 1.67 1.28 0.05-2.5 2.6/4.1 0.9952 1.0029 0.0313 3
51 Genistein 36.9 269.0 135.0 Neg y=-0.00507501+12.1933 x 0.999 1.48 1.19 0.05-2.5 3.7/5.3 1.0069 1.0012 0.0337 3
52 Kaempferol 37.9 285.0 239.0 Neg y=-0.00459557+3.13754 x 0.999 1.49 1.26 0.05-2.5 10.2/15.4 0.9992 0.9990 0.0212 3
53 Apigenin 38.2 268.8 151.0/149.0 Neg y=0.119018+34.8730 % 0.998 1.17 0.96 0.05-2.5 1.3/2.0 0.9985 1.0003 0.0178 3
54 Amentoflavone 39.7 537.0 417.0 Neg y=0.727280+33.3658 0.992 1.35 112 0.05-2.5 2.8/5.1 0.9991 1.0044 0.0340 3
55 Krisin 40.5 252.8 145.0/119.0 Neg y=-0.0777300+18.8873 0.999 1.46 121 0.05-2.5 1.5/2.8 0.9922 1.0050 0.0323 3
56 Asasetin 40.7 283.0 239.0 Neg y=-0.559818+163.062 x 0.997 1.67 1.28 0.02-1 1.5/2.5 0.9949 1.0011 0.0363 3

°R.T.: Retention time, °MI (m/z): Molecular ions of the standard analytes (m/z ratio), °FI (m/z): Fragment ions %r% Coefficient of determination, RSD: Relative standard
deviation, 'LOD/LOQ (pg/L): Limit of detection/quantification, U (%): percent relative uncertainty at 95% confidence level (k = 2), "IS: Internal standard, 'Gr. No:

Represents grouping of internal standards, these numbers indicate which IS stands for which phenolic compound.
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3.4.2. istatistik Analizler

Tim deneyler 3 tekrar seklinde gerceklestirildi. Elde edilen veriler, Tek Yonli
Varyans Analizi (One Way ANOVA/Duncan) kullanilarak degerlendirildi. p < 0.05 olan
degerler istatistiksel bakimdan anlamli kabul edilmektedir. Sonuclar ortalama + standart

sapma olarak ifade edilmis ve SPSS (standart versiyon 20) ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ekstre Verimleri

A. nodiflorum bitkisinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen etanol ve su
ekstrelerinin verimleri asagidaki ¢izelge 4.1.’de belirtilmistir. Bu gizelgeye gore en
yiiksek verim su ekstresinden elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Etanol ve su ekstrelerinin % verimleri

Ekstreler Verim (%)
Etanol % 24.25
Su % 35.5

4.2. Antioksidan Aktivite Sonuclar:

Bu calismada, A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri, DPPH, ABTS, CUPRAC ve Fe™- Fe*? indirgeme giicli yontemleri kullanilarak
incelendi. Antioksidan aktivite analizlerinden elde edilen sonu¢lar BHA, BHT, troloks, a-

tokoferol standart antioksidan maddelerle karsilastirildi.

4.2.1. DPPH serbest radikali giderme aktivite sonuclar:

A.nodiflorum bitkisinin toprak iistii kisimlarinin etanol ve su ekstreleri ile standart
antioksidan maddelerin DPPH serbest radikalini giderme aktiviteleri; % inhibisyon
formiilii ile hesaplandi ve Sekil 4.1.’de verildi. Ekstrelerin ve standart antioksidan
maddelerin 25 ile 400 pg/mL arasinda degisen 5 farkli konsantrasyonda dl¢iilen degerlere
gore ICsq degerleri hesaplandi ve sonuglar Cizelge 4.2. ve Sekil 4.2.°de gosterildi. Sonuglar
li¢ paralel tekrarin ortalamasi + standart sapmasi olarak verildi. Bulunan sonuglar standart

antioksidan (BHA, BHT, troloks, a-tokoferol) bilesiklerle mukayese edildi.
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DPPH Radikal giderme aktivitesi
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Sekil 4.1. A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin ve standart antioksidan maddelerin
DPPH serbest radikali giderme aktivitelerinin ortalama % inhibisyon degerleri

Cizelge 4.2. A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstreleri ile standart antioksidanlarin
DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri ICso degerlerinin karsilastirilmasi

Antioksidanlar ICsp (ng/mL)
BHT 12.02 + 0.30°
BHA 516+ 1.41

Troloks 15.35+£0.78°
a-tokoferol 8.95 +0.35°

Etanol ekstresi 29.46 + 0.23"
Su ekstresi 55.18 £0.38?

Aynu siitunda farkli harflerle ifade edilen rakamlar p<0.05 diizeyinde birbirinden farklidir.
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Sekil 4.2. A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstreleri ile standart maddelerin
DPPH serbest radikali giderme aktivitelerinin ICso (ng/mL) degerleri

A.nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin ve standart maddelerin DPPH
radikalini giderme aktiviteleri (% inhibisyon) konsantrasyon artisi ile dogru orantili sekilde
arttigr gorildi (Sekil 4.1.). Ayrica Diisiik ICsp degeri giiclii radikal giderme aktivitesi
gostermektedir. Buna gore, bitkinin etanol ve su ekstreleri ile standart antioksidanlarin
DPPH serbest radikali giderme aktivitesindeki siralamasi; BHA (ICsp: 5.16 pg/mL) > a-
tokoferol (1Csp: 8.95 ug/mL) > BHT (ICsp: 12.02 ug/mL) > troloks (ICsp: 15.35 pg/mL)
> etanol ekstresi (ICsp: 29.46 pg/mL) > su ekstresi (ICsp: 55.18 pg/mL) seklindedir.
Sonuglar, tim Ornekler arasinda BHA'nin en diisiik 1Cso degerine sahip oldugunu ve
dolayistyla en giiclii radikal giderici oldugunu gostermektedir. Etanol ekstresi (ICsg: 29.46
ug/mL) su ekstresine (ICs: 55.18 ug/mL) gore daha gii¢lii bir radikal giderme aktivitesi
sergilemistir. Bu, etanoliin bitkisel bilesiklerin ekstraksiyonunda suya goére daha etkili bir
¢oziicli oldugunu gostermektedir. Ancak, her iki ekstre de standart antioksidanlarla
karsilagtirildiginda daha zayif bir radikal giderme kapasitesi gostermistir. Sonuglar, A.
nodiflorum bitkisinden elde edilen etanol ve su ekstrelerinin belirli bir antioksidan
potansiyele sahip oldugunu, ancak bu potansiyelin standart antioksidanlarla

karsilagtirildiginda sinirli kaldigini ortaya koymaktadir.

Yapilan bir DPPH antioksidan tayini calismasinda Apium ailesinden olan A.
graveolens’in metanol ve aseton ekstrelerinin antioksidan aktivitelerine bakilmistir.
Calisma sonucunda hem metanol hem de aseton ekstreleri 1000 mg/mL’de % 80’in
tizerinde inhibisyon sonucu vermistir. Baska bir ¢alismada ise A. nodiflorum bitkisinin

ucucu yaginin antioksidan o6zellik gosterdigi belirlenmistir (Sameh ve ark., 2011).
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Apiaceae familyasina ait olan Apium graveolens'in etanol ekstresindeki antioksidan
kapasitesi, DPPH yontemi kullanilarak incelenmistir. Calismalar sonucunda, etanol
ekstresinin  1C5p degeri 775.41 pg/mL diizeyinde antioksidan aktivite sergiledigi
belirlenmistir. Bu bulgu, A. graveolens bitkisinin potansiyel bir antioksidan kaynag:
oldugunu ve saglik faydalar agisindan dikkate deger oldugunu gostermektedir (Kholieqoh
ve ark., 2022).

4.2.2. ABTS radikali giderme aktivite sonuclari

Elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivitesi ABTS yontemi ile belirlenmistir. A.
nodiflorum bitkisinin toprak dsti kisimlarinin etanol ve su ekstreleri ile standart
antioksidan maddelerin ABTS radikalini giderme aktiviteleri; % inhibisyon formiilii ile
hesaplandi ve Sekil 4.3.’te verildi. Bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin % ABTS
radikal giderim aktiviteleri 25 ile 400 pg/mL arasinda degisen 5 farkli konsantrasyonda
Ol¢iilen degerlere gore ICso degerleri hesaplandi. Diisiik I1Cso degeri yiiksek antioksidan
aktiviteyi belirtmektedir. Sonuglar {i¢ paralel tekrarin ortalamasi + standart sapmas1 olarak

verildi. ICsp degeri sonuglar1 Cizelge 4.3.’te ve Sekil 4.4.’te gosterilmektedir.

ABTS radikal giderme aktivitesi
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Sekil 4.3. A.nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin ve standart antioksidan
maddelerin ABTS™ radikali giderme aktivitelerinin ortalama % inhibisyon degerleri
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Cizelge 4.3. A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstreleri ile standart antioksidanlarin
ABTS™ radikali giderme aktiviteleri ICsq degerlerinin karsilastiriimasi

Antioksidanlar I1Cs (ng/mL)
BHT 1.79 £ 0.72°
BHA 3.32+0,71°
Troloks 3.96 £ 0.96°
a-tokoferol 1.41 + 0.50°
Etanol ekstresi 25.91 = 0.46"
Su ekstresi 31.92 +0.43%

Ayni siitunda farkl harflerle ifade edilen rakamlar p<0.05 diizeyinde birbirinden farklidir.
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Sekil 4.4. A.nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstreleri ile standart antioksidan maddelerin
ABTS" radikali giderme aktivitelerinin ICsy (ug/mL) degerleri

ABTS radikal giderme aktivitesinde elde edilen sonuglara gore, A. nodiflorum
bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin, kullanilan standart antioksidanlara kiyasla daha diisiik

bir radikal giderme aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir.

ABTS radikal giderme aktivitesinde kullanilan standart antioksidanlar ve su
kerevizi ekstrelerinde 1Csy degerlerinin siralamasi; a-tokoferol (ICsp: 1.41 pg/mL) >
BHT(ICso: 1.79 ug/mL) > BHA (ICsp: 3.32 pg/mL) > troloks (ICsq: 3.96 pg/mL) > etanol
ekstresi (ICsp: 25.91 pg/mL) > su ekstresi (ICsp: 31.92 ug/mL) seklinde belirlenmistir.
Sonuglara gore, a -tokoferol, en diisiik 1Cso degeriyle en giiclii radikal giderme aktivitesi
ile 6ne ¢ikmustir. Bu sonuglar, bu standart antioksidanin ABTS radikalini etkili bir sekilde
noétralize edebildigini gostermektedir. Etanol ekstresi ise, su ekstresine gore daha iyi bir

radikal giderme aktivitesi gostermistir, bu da etanoliin bitkiden etkin antioksidan
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bilesiklerin ekstraksiyonunda daha basarili bir ¢oziicli oldugunu diisiindiirmektedir. Farkl
cOzgenlerle bitkilerden elde edilen ekstrelerin radikal siipliirme aktivitelerindeki farkliliklar,
cesitli calismalarla da ortaya konmustur (Kaya, 2022; Akbas ve ark., 2023; Yilmaz ve ark.,
2023; Zengin ve ark.,2022).

4.2.3. CUPRAC (Cu*?) iyonu indirgeme kapasitesi sonug¢lar

A. nodiflorum toprak dsti kisimlarmin etanol ve su ekstrelerinin farkli
konstantrasyonlarindaki bakir iyonlarmi (Cu*?) indirgeme kapasitesi absorbans sonuglari
standart antioksidan olan BHA, BHT, troloks, a-tokoferol ile kiyaslandi1 (Cizelge 4.4. ve
sekil 4.5.). Yapilan analizlere gére en yiiksek absorbans degerleri yiiksek indirgeme

kapasitesini isaret etmektedir.

Cizelge 4.4. A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin CUPRAC indirgeme
kapasitelerinin standart antioksidanlar (BHA, BHT, troloks, o-tokoferol) ile

karsilastirilmasi
Antioksidanlar 25 ng/mL 50 ng/mL 100 pg/mL 200 png/mL 400 png/mL
ng ng ng ng ng
BHT 0.690+0.006° 0.927+0.004° 1.321+0.003% 1.838+0.014° 2.091+0.008?
BHA 0.513£0.013%  0.744+0.009°  0.932+0.009°  1.377+0.004° 1.660+0.051°¢
Troloks 0.515+£0.014°  0.715+0.010¢ 1.17440.017° 1.317+0.100° 1.315+0.005°
a-tokoferol 0.550+0.018°  0.811%0.005" 1.21140.007° 1.590+0.007° 1.858+0.005°

Etanol ekstresi

Su ekstresi

0.342+0.031°
0.227+0.013"

0.645+0.019°
0.481+0.006

0.856+0.021°
0.518+0.015"

0.867+0.033°
0.571+0.013"

1.119+0.007¢
0.774+0.021"

Aynu siitunda farkli harflerle ifade edilen rakamlar p<0.05 diizeyinde birbirinden farklidir.
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Sekil 4.5. Ekstrelerin ve standart antioksidanlarin bakir (II) iyonu indirgeme kapasiteleri

A. nodiflorum bitkisinden elde edilen etanol ve su ekstrelerinin konsantrasyona
bagl olarak farkli indirgeme giicii aktivitesi sergiledigi tespit edildi. Ozellikle, ekstrelerin
konsantrasyonlar1 arttikca indirgeme giicli aktivitelerinde bir artis gozlemlendi. Cizelge
4.4’te gortuldigiu tizere en yiiksek konsantrasyonda (400 ug/mL) bakir (I1) iyonun
indirgeme kapasitelerinin absorbans degerleri BHT (2.091) > a-tokoferol (1.858) > BHA
(1.660) > troloks (1.315) > etanol ekstresi (1.119) > su ekstresi (0.774) seklinde siralandi.
En yiiksek konsantrasyonda su kerevizinin etanol ve su ekstresinin indirgeme kapasitesinin
pozitif kontrol olarak kullanilan standart antioksidanlardan daha diisiik oldugu belirlendi.
BHT en yiiksek indirgeme kapasitesine sahipken, su kerevizi bitkisinin hem etanol hem de
su ekstreleri daha diigiik bir indirgeme kapasitesi sergiledi. Etanol ekstresi, su ekstresine
gore daha yiiksek bir indirgeme giicii gosterdi. Bu, etanoliin bitkisel bilesiklerin

ekstraksiyonunda daha etkili bir ¢6ziicii olabilecegini diisiindiirmektedir.

A. graveolens ile yapilan bir CUPRAC antioksidan tayini c¢aligmasinda
diklormetan, etanol ve su ekstreleri kullanilmigtir. Ekstrelerin 100 pg/mL sonuglar sirasi
ile 0.369, 0.137, 0.11 seklinde bulunmus olup, etanol ekstresinin su ekstresinden, daha iyi
indirgeme kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir (Boga ve ark., 2011). Calismamizda
da etanol ekstresi su ekstresinden daha yiliksek antioksidan etki gdstermistir. Ayrica tez
kapsaminda calisilan 100 pg/mL konsantrasyon sonuglar literatiirdeki sonuglardan daha
yiiksek indirgeme kapasitesine sahiptir. Calismamizin sonuglari, literatiirdeki ¢aligmalarla
paralellik gostermekte ve farkli ¢oziiciilerin antioksidan etkinligi iizerindeki belirleyici

rollinii vurgulamaktadir.
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4.2.4. Fe*- Fe*? indirgeme kapasitesi sonuclari

A. nodiflorum bitkisinden elde edilen etanol ve su ekstrelerinin farkli

konstantrasyonlarindaki Fe'3-Fe*? indirgeme kapasitesi, 700 nm dalga boyunda 6lgiilen

absorbans degerleriyle degerlendirildi.  Ekstrelerin  indirgeme  giictinii ~ standart

antioksidanlar (BHA, BHT, troloks, a-tokoferol) ile karsilastirildi ve sonuglar Cizelge 4.5
ve Sekil 4.6’da verildi. Analiz sonuglari, yiiksek absorbans degerlerinin daha gii¢lii bir

indirgeme kapasitesine isaret ettigini gosterdi.

Cizelge 4.5. A.nodiflorumun etanol ve su ekstrelerinin Fe*3-Fe*? indirgeme kapasitelerinin
standart antioksidanlar (BHA, BHT, troloks, a-tokoferol) ile karsilastirilmasi

Antioksidanlar 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL

BHT 0.136£0.016°  0.297+0.003% 0.347+0.002° 0.551+£0.016°  0.688+0.005°
BHA 0.158+0.001*  0.266£0.046®  0.492+0.001% 0.757+0.040°  0.978+0.005%
Troloks 0.125+0.003°  0.255+0.002° 0.387+0.005° 0.587+0.003°  0.852+0.002°
a-tokoferol 0.108+0.002°  0.124+0.003¢ 0.264+0.037¢ 0.434+0.005°  0.585+0.007°
Etanol ekstresi  0.095+0.003¢  0.107+0.001¢ 0.143+0.002° 0.248+0.003°  0.396+0.001°
Su ekstresi 0.086£0.002°  0.096+0.002° 0.102+0.001° 0.175+£0.004"  0.216+0.026

Ayni satir ve siitunda farkli harflerle ifade edilen rakamlar p<0.05 diizeyinde birbirinden farklidir.
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Sekil 4.6. Ekstrelerin ve standart antioksidanlarin Fe**- Fe*? indirgeme kapasiteleri

Bitkinin etanol ve su ekstresi konsantrasyon ile dogru orantili bir sekilde
artmaktadir. Ekstrelerin farkli konsantrasyonlardaki (25, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL)
¢ozeltilerin 700 nm’deki absorbanslar1 Cizelge 4.5.’te verildi.

Standart antioksidanlar ile etanol ve su ekstrelerinin demir indirgeme giicii
absorbansi en yiiksek konsantrasyonda (400 ug/L) sirasiyla BHA (0.978) > troloks (0.852)
> BHT (0.688) > a-tokoferol (0.585) > etanol ekstresi (0.396) > su ektresi (0.216) seklinde
tespit edildi. Standart antioksidan maddeler arasinda BHA en yiiksek indirgeme giiciine
sahip iken, a-tokoferol’iin en diisiik indirgeme giiciine sahip oldugu belirlendi. Ekstreler
arasinda ise, etanol ekstresi su ekstresine kiyasla daha yliksek bir indirgeme kapasitesi
gosterdi. Bu sonuglar, bitki ekstrelerinin antioksidan aktivitesinin sinirli oldugunu ancak

yine de belirli bir indirgeme kapasitesine sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu ¢alismada kullanilan dort farkli antioksidan aktivite yontemi karsilastirildiginda,
tim yontemlerde etanol ekstresinin antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugu

belirlenmistir. Bu bulgu, kullanilan ¢oziiciiniin antioksidan aktivite tizerindeki etkisinin
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onemli oldugunu ve ¢oziicii tipinin, elde edilen sonuglarda belirgin bir farklilik
yaratabilecegini gostermektedir. Elde edilen veriler, etanoliin A. nodiflorum bitkisinden
antioksidan bilesiklerin ekstraksiyonunda daha etkili bir ¢oziicii oldugunu, dolayisiyla

bitkinin antioksidan potansiyelini iyi sekilde ortaya koyabildigini isaret etmektedir.

4.3. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

A. nodiflorum bitkisindeki toplam fenolik bilesik miktarini1 belirlemek amaciyla,
standart olarak gallik asit kullanilarak bir standart gallik asit grafigi olusturuldu (Sekil
4.7.).
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Sekil 4.7. Standart gallik asit grafigi

A. nodiflorum elde edilen etanol ve su ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik
miktarlar1 bu standart grafikten elde edilen formiilden yararlanilarak gallik asit esdegeri
(mg GAE/g ekstre) seklinde hesaplandi (r%:0.0996). A.nodiflorum ekstrelerinin toplam
fenolik bilesik miktarlari ise Cizelge 4.6.’da verildi.

Cizelge 4.6. A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin toplam fenolik bilesik
miktarlar1 (mg GAE/g ekstre+ SS)

Ekstreler Toplam Fenolik Bilesik Miktari
(mg GAE/g ekstrex SS)

Etanol ekstresi 46.095 + 0.323%

Su ekstresi 31.034 + 0.658°

Cizelge 4.6.’daki sonuglara gore, A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinde
toplam fenolik bilesik miktarlar sirasiyla 46.095 mg GAE/g ve 31.034 mg GAE/g olarak
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tespit edilmistir. Fenolik bilesikler, bitkisel ekstrelerde yaygin olarak bulunan ve giiglii
antioksidan Ozellikler sergileyen bilesiklerdir. Etanol ekstresinde daha yiiksek bir toplam
fenolik bilesik miktar1 gézlenmesi, bu ekstrenin antioksidan aktivitesinin de su ekstresine
kiyasla daha yiiksek oldugunu gdstermektedir. Genel olarak, fenolik bilesiklerin ytliksek
olmasi, bitkisel ekstrelerin antioksidan potansiyelinin yiiksekligiyle dogrudan iliskilidir.
Calismada da tiim antioksidan yontemlerde etanol ekstresi, su ekstresinden daha yiiksek
aktivite gostermistir. Dolayisiyla etanol ekstresinin, radikal giderme ve diger antioksidan

aktivitelerde daha giiclii bir etki gosterebilecegi tespit edildi.

Toplam Fenolik Bilesik Miktari

mg GAE/g ekstre

1

m Etanol mSu

Sekil 4.8. A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin toplam fenolik bilesik miktar:

Apium bitkileri, zengin bir fenolik bilesen yelpazesine sahiptir. Bu bilesenler
arasinda kafeik asit, katesin, katekol, klorojenik asit, krizin, rosmarinik asit, ellagik asit,
ferulik asit, gallik asit, p-kumarik asit, protokatekuik asit, pirogallol, salisilik asit ve
siringik asit bulunmaktadir. Ayrica, Apium bitKileri bes farkli flavonoid igerir; apigenin,
hesperitin, luteolin, kuersetin ve apiin. Bitkiler ayrica izokuersitrin ve Krisin gibi ek
flavonoidler de barindirmaktadir. Bu genis bilesen ¢esitliligi, Apium bitkilerinin saglik
tizerindeki potansiyel faydalarin1 ve biyolojik aktivitelerini destekleyen 6nemli bir temel

sunmaktadir (Baananou ve ark., 2013).

Yapilan bir fenolik bilesen c¢alismasinda, A. graveolens yapraklarindan cesitli
coziiciilerle elde edilen ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid igerigi analiz edilmistir.

Etilasetat ekstresi, toplam fenolik icerik 22.7 mg GAE/g, flavonoid igerik ise 4.08 mg
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QE/g olarak bulunmustur. Biitanol ekstresi, toplam fenolik igerik 51.09 mg GAE/qg,
flavonoid igerik ise 2.12 mg QE/g olarak ol¢iilmiistiir. Su 6ziitleri, toplam fenolik igerik
46.40 mg GAE/g, flavonoid igerik ise 0.77 mg QE/g olarak tespit edilmistir. Bu bulgular,
farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstrelerin fenolik ve flavonoid bilesenlerdeki miktarlarinda
farklilik icerdigi tespit edilmistir. Ozellikle biitanol ekstresi, en yiiksek toplam fenolik
igerigi sunarak bitkinin fenolik bilesenler agisindan zengin oldugunu ortaya koymaktadir.
Etilasetat ve su oziitleri ise sirasiyla daha diisiik ancak 6nemli miktarda fenolik ve
flavonoid bilesen igermektedir. Bu sonuglar, biitanol ekstresinin fenolik bilesenler
acisindan daha etkili bir ¢ozilicii oldugunu ve A. graveolens yapraklarinin gesitli fenolik
bilesenler agisindan zengin oldugunu ortaya koymaktadir. Bu bulgular, bitkinin
antioksidan potansiyelini ortaya koymak igin farkli ekstraksiyon yontemlerinin etkili bir

sekilde kullanilabilecegini gostermektedir (Jung ve ark., 2011).

4.3.6. Toplam Flavonoid Bilesik Miktar1 Tayini

A.nodiflorum bitkisinde ki toplam flavonoid bilesik miktarini tayin etmek amaciyla
standart olarak kuersetin kullanildi. Oncelikle standart kuersetin grafigi olusturuldu (Sekil
4.9.).
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Sekil 4.9. Standart kuersetin grafigi

Olusturulan standart kuersetin grafiginden elde edilen denklemden yararlanilarak
A.nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin toplam flavonoid bilesik miktar1 kersetin
esdegeri (mg QE/g ekstre) olarak hesaplandi (r* 0.09978). A.nodiflorum ekstrelerinin
toplam flavonoid bilesik miktarlari ise Cizelge 4.7.’de verildi.
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Cizelge 4.7. A.nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin toplam flavonoid bilesik
miktarlar1 (mg QE/g ekstre+ SS)

Ekstreler Toplam Flavonoid Bilesik Miktar:
(mg QE /g ekstrex SS)

Etanol ekstresi 20.232 + 0.063?

Su ekstresi 4.082 +0.156"

Toplam Flavonoid Bilesik Miktar:

w -
=)

- -\.M -~
N oW i

mg QE/g ekstre

o
[ R

1

m Etanol mSu

Sekil 4.10. A.nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin toplam flavonoid madde
miktari

A. nodiflorum bitkisinin etanol ve su ekstrelerinde toplam flavonoid bilesik
miktarlar1 sirasiyla 20.232 mg QE/g ve 4.082 mg QE/g olarak tespit edilmistir.
Flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ve giiclii antioksidan ozelliklere sahip
bilesiklerdir. Bu bilesikler, serbest radikalleri etkisiz hale getirme, oksidatif stresi azaltma
ve hiicreleri hasardan koruma gibi 6nemli biyolojik islevlere sahiptir. Etanol ekstresinde
toplam flavonoid bilesik miktarinin su ekstresine gore belirgin sekilde daha yiiksek olmasi,
etanoliin flavonoid bilesenlerini daha etkili bir sekilde ekstre ettigini gostermektedir. Bu
yiiksek flavonoid igerigi, etanol ekstresinin antioksidan aktivitesinin su ekstresine kiyasla

daha gii¢lii oldugunu gostermektedir.

4.4. Enzim Inhibisyon Sonuclar

Substratin doygun derisiminde AChE ve BChE enziminin standart inhibitorii olan
Takrin’e kars1 ekstrelerin inhibisyon etkisi incelendi. Her bir ekstre igin aktivite (%)
konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerde Takrin ve bitki ekstreleri i¢in ICs

degerleri hesaplandi.
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Yapilan c¢alismada farkli konsantrasyonlarda su kerevizinin etanol ve su
ekstrelerinin pozitif kontrol olan Takrin ile AChE ve BChE enzimi {izerindeki etkisi %
aktivite grafikleri ile hesaplandi. Sekil 4.11. ve Sekil 4.16. arasinda gosterildi. ICsp ve r?

degerleri ise Cizelge 4.8.’de verildi.

Cizelge 4.8. A. nodiflorum bitki ekstrelerinin AChE ve BChE enzimleri tizerine inhibisyon
sonuglart (ICsp)

AChE BChE
Ornekler 1Cs0 (ng/mL) re 1Cs0 (ug/mL) r°
Etanol ekstresi 19.03+0.696° 0.9828 24.50+0.737° 0.9914
Su ekstresi 36.68+0.893% 0.9906 40.88+2.77°  0.9892
Takrin (uM) 1.48+0.025%  0.9936  1.03+0.015°  0.9949

Ayni satir ve stitunda farkl harflerle ifade edilen rakamlar p<0.05 diizeyinde birbirinden farklidir.
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Sekil 4.11. A. nodiflorum bitkisinin etanol ekstresinin AChE enzimi igin % aktivitelerinin
ii¢ Ol¢iim sonugclari
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Sekil 4.12. A. nodiflorum bitkisinin su ekstresinin AChE enzimi i¢in % aktivitelerinin ii¢
Olclim sonuglari
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Sekil 4.13. Pozitif Kontrol Takrin’in AChE enzimi i¢in % aktivitelerinin {i¢ 6lgiim
sonugclari
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Sekil 4.15. A. nodiflorum bitkisinin su ekstresinin BChE enzimi igin % aktivitelerinin ti¢
Olclim sonuglari
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Sekil 4.16. Pozitif kontrol Takrin’in BChE enzimi i¢in % aktivitelerinin ti¢ 6l¢iim

sonugclari
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Diisiik ICsq degerleri giiclii inhibitor etkiyi isaret ettigine gore ¢aligmada kullanilan
etanol ve su ekstresi ile Takrin’in AChE, BChE enzimine kars1 ICsq degerleri hesaplanarak

karsilastirma yapildi.

Cizelge 4.8.'de goruldiigii lizere, AChE enzimi iizerinde ICso degerleri sirasiyla
takrin (ICsp: 1.48 uM), etanol ekstresi (ICsp: 19.03 pg/mL), ve su ekstresi (ICsp: 36.68
ng/mL) olarak belirlenmistir. BChE enzimi i¢in ise ICsp degerleri takrin (ICsg: 1.03 pM),
etanol ekstresi (ICso: 24.50 pg/mL), ve su ekstresi (ICsp: 40.88 pg/mL) seklinde
hesaplanmistir. Her iki enzimde de etanol ekstresi gii¢lii inhibitor 6zellik gosterirken, su
ekstresi zayif inhibitor etki gostermistir. Bu durum, etanoliin bitkisel bilesenleri daha etkili
bir sekilde ortaya ¢ikardigi ve bu bilesenlerin enzim inhibisyonu iizerinde daha giiglii bir
etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Cizelge 4.8’¢ gore, ekstreler AChE enzimine
kars1 BChE enzimine kiyasla daha giiclii bir inhibitor etki gdstermistir. Ayrica, fenolik
madde ve flavonoid igerigi daha yiliksek olan etanol ekstresinin, su ekstresine oranla daha

giiclii bir néroprotektif etki sergiledigi bu ¢alismada belirlenmistir.

Apium tiirleri, flavonoidler ve fenolik bilesikler agisindan zengin fitokimyasal
bilesimler icermektedir (Pramanik ve ark., 2024). Birgok calisma, fenolik bilesikler ve
flavonoidler gibi biyoaktif bilesenlerin, ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili oksidatif stresi
azaltarak bu hastaliklara karsi noroprotektif bir etki gdsterebilecegini ortaya koymustur

(Fukutomi ve ark., 2021; Kaya ve ark., 2024).

Yapilan bir ¢alismada A.gravelous bitkisinin diklormetan, etanol, su ekstrelerinin
AChE ve BChE enzimlerine karsi inhibitor etkileri incelenmistir. Uc ekstrede de AChE
enzimine karst inhibisyon goézlenmemistir. BChE enziminde, etanol ekstresinin %
inhibisyonu 40.39, su ekstresinin % inhibisyonu 26.73 seklinde olup, etanol ekstresinin su
ekstresinden daha yiiksek inihibisyon etki gosterdigi tespit edilmistir (Boga ve ark., 2011).
Bagka bir ¢alismada da, R. chalepensis bitkisinden elde edilen etanol ve su ekstrelerinin
AChE ve BChE enzim aktivitelerine bakilmistir. Etanol ekstresinin AChE ve BChE ICsg
degerleri orta seviyede sonug verirken su ekstresi hem AChE hem de BChE enziminde 1Csg
degeri vermemistir. Calismanin sonucunda etanol ekstresi AChE ve BChE enzimlerini
inhibe ettigi tespit edilmistir (Gali ve Bedjou, 2019). Bu calisma sonuglari, ¢calismamizda
ki etanol ekstresinin yiliksek inihibisyon etkisi ile paralellik gostermektedir. Etanoliin
biyolojik olarak aktif bilesenlerin ¢ozliniirligiini artirdig1 ve dolayistyla enzim inhibisyonu

gibi biyolojik aktiviteleri gii¢clendirdigini desteklemektedir.
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4.5. Bitki ekstrelerinin fenolik bilesiklerinin LC-MS/MS ile analiz sonuglar:

A. nodiflorum bitkisinin toprak {stii kisimlarinin etanol ve su ekstresinin fenolik
bilesikler analizi LC-MS/MS cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismada A.nodiflorum
biyolojik aktivite gosteren major fenolik bilesenlerinin tespiti 53 standart madde

kullanilarak ger¢eklestirildi. Sonuglar Cizelge 4.9.’da gosterilmektedir.
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Cizelge 4.9. LC-MS/MS ile ekstrelerde tanimlanan ve miktari belirlenen fenolik bilesikler

(mg analit/g ekstre)

# Analit A.nodiflorum su A.nodiflorum etanol
1 Kinik asit 2.745 1.215
2 Fumarik asit 2.068 0.161
3 Akonitik asit N.D. N.D.
4 Gallik asit 0.019 0.192
5 Epigallokatesin N.D. N.D.
6 Protokatesik asit 0.152 1.329
7 Katesin N.D. N.D.
8 Gentisik asit N.D. N.D.
9 Klorojenik asit 0.036 8.712
10 Protokatesik aldehit N.D. 0.151
11 Tannik asit N.D. N.D.
12 Epigallokatesin gallat N.D. N.D.
13 1,5-di kaffeoil kinik N.D. N.D.
14 4-OH benzoik asit N.D. N.D.
15 Epikatesin N.D. N.D.
16  Vanilik asit N.D. N.D.
17 Kafeik asit N.D. 0.418
18  Sirinjik asit N.D. N.D.
19  Vanilin N.D. N.D.
20 Sirinjik aldehit N.D. N.D.
21 Daidzin N.D. N.D.
22 Epikatesin gallat N.D. N.D.
23 Piceid N.D. N.D.
24 p-Kumarik asit N.D. 0.129
25  Ferulik asit-D3-1Sh N.A. (IS) N.A. (IS)
26 Ferulik asit N.D. N.D.
27  Sinapik asit N.D. N.D.
28 Kumarin N.D. N.D.
29  Salisilik asit N.D. 0.109
30  Sinarosit (Luteolin 7 glukozit) N.D. 0.012
31 Mikuelianin N.D. 0.018
32 Rutin-D3-IS N.A. (IS) N.A. (IS)
33 Rutin N.D. 35
34 Izokersetin N.D. 8.144
35 Hesperidin N.D. 1.44
36 o-Kumarik asit N.D. N.D.
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37 Genistin N.D. N.D.

38 Rosmarinik asit N.D. N.D.
39 Ellagik asit N.D. N.D.
40 Kosmosiin N.D. N.D.
41 Kersetin N.D. 0.41
42 Astragalin 0.03 0.196
43 Nikotiflorin N.D. 0.145
44 Fisetin N.D. N.D.
45 Daidzein N.D. N.D.
46 Kuersetin-D3-1S N.A. (IS) N.A. (IS)
47 Kuersetin N.D. 1.192
48 Naringenin 0.004 0.008
49 Hesperetin N.D. N.D.
50 Luteolin 0.022 0.013
51  Genistein N.D. N.D.
52 Kaempferol N.D. 0.031
53 Apigenin 0.055 0.023
54 Amentoflovon N.D. N.D.
55 Krisin N.D. N.D.
56  Asasetin N.D. N.D.

N.D.: Tespit edilemedi N.A.: Mevcut degil IS: I¢ standart
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Sekil 4.17. A. nodiflorum bitkisinin etanol ekstresinin LC-MS/MS kromotogrami
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Sekil 4.18. A. nodiflorum bitkisinin su ekstresinin LC-MS/MS kromotogrami

Su ekstresinde 9 farkli fenolik bilesik tespit edilirken, etanol ekstresinde 22 farkl
fenolik bilesik tanimlanmustir. Toplamda 53 standart fenolik bilesen analiz edilmis olup, bu

bilesiklerden 9 tanesi her iki ekstrenin igeriginde saptanmustir.

En yiiksek fenolik bilesik igerik, 8.712 mg/g ile etanol ekstresinde bulunan
klorojenik asit olarak belirlenmistir. Diger major bilesen ise, yine etanol ekstresinde 8.144

mg/g izokersetin’dir.

OH

OH HO

OH

Klorojenik asit [zokersetin

Sekil 4.19. Etanol ekstresinin major bilesenleri klorojenik asit ve izokersetinin kimyasal
yapilari
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Su ekstresinde ise, bas major fenolik bilesiklerin kinik asit (2.745 mg/g) ve fumarik
asit (2.068 mg/g) oldugu tespit edilmistir. (Sekil 4.20.)

HO \

OH

Kinik asit Fumarik asit

Sekil 4.20. Su ekstresinin major bilesenleri kinik asit ve fumarik asitin kimyasal yapilari

Yapilan analizin kalitatif ve kantinatif sonug¢larinda; kinik asit, fumarik asit, gallik
asit, protokatesik asit, klorojenik asit, protokatesik aldehit, kafeik asit, p-kumarik asit,
salisilik asit, siranosit, mikuelianin, rutin, izokersetin, hesperedin, kersetin, astragalin,
nikotiflorin, kuersetin, naringenin, luteolin, kaempferol, apigenin bilesikleri analiz
sonucunda tespit edilmistir. Ferulik asid-D3-ISh, Rutin-D3-IS ve Kuersetin-D3-IS
bilesikleri mevcut degildir. Cizelge 4.9.’da yer alan diger bilesikler ise A.nodiflorum

bitkisinde tespit edilmemistir.

A. nodiflorum bitkisinden elde edilen etanol ekstresinde en ¢ok bulunan bilesik olan
klorojenik asit, kahve ve ¢ay gibi gidalarda da yaygin olarak bulunan énemli bir fenolik
asittir (Clifford, 2000). Klorojenik asit, gii¢lii antioksidan 6zellikieri ve oksidatif stresi
azaltmada Onemli bir rol oynamaktadir. Yapisinda fenolik halka ve karboksil grubu ile
birlikte birkag OH grubu bulunmaktadir. OH gruplari, radikallerle etkilesime girerek
antioksidan aktivite saglamaktadir. Bilimsel arastirmalar, klorojenik asitin serbest
radikalleri etkili bir sekilde temizledigini ve viicudun oksidatif hasara karsi savunma
mekanizmalarini gii¢lendirdigini gostermistir (Joneidi ve ark., 2024; Ogawa ve ark., 2023).
Yapilan diger literatiir ¢alismalarinda klorojenik asit, ayn1t zamanda ndrodejeneratif
hastaliklara kars1 koruyucu etkileriyle de dikkat g¢ekmektedir. Ozellikle Alzheimer
hastaligina karst noronal hiicreleri oksidatif hasardan korudugu ve biligsel gerilemeyi
yavaslattigi bilinmektedir (Ogawa ve ark., 2023). Ayrica, calismalar klorojenik asitin
hayvan modellerinde biligsel islevi ve hafizayr gelistirebilecegini ve Alzheimer
tedavisindeki terapotik potansiyelini gosterdigini one siirmektedir (ToSovi¢ ve Markovic,
2016). Bu baglamda, A. nodiflorum bitkisinin etanol ekstresi, 6zellikle noérolojik saglik

acisindan da potansiyel faydalar sunabilecegi diistiniilmektedir. Etanol ekstresindeki diger
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major bilesen olan Izokersetin ise kersetin maddesinin glikoza bagh bir tiirevi olarak
bilinmektedir. Ayn1 zamanda izokersitin (izokuersitrin)antiinflamatuvar etki ve antioksidan
aktivitelere sahip oldugu yapilan c¢aligmalar sonucunda tespit edilmistir. Yapilan bir
calismada flavonol Izokuersitrin’in PC12 hiicrelerinde 6-hidroksi dopamin (6-OHDA)
kaynakli toksisiteye karsi koruyucu etkileri incelenmis ve ¢alismanin sonucunda
norotoksin  6-hidroksi  dopaminin, PCI12 hiicrelerinde antioksidan seviyelerinin
baskilanmasima sebep oldugu ve bu durumun ilerleyen noron oOliimiiniin bir nedeni
olabilecegini gostermistir. izokuersitrin’in  6-OHDA kaynakli oksidatif strese karsi
korumada ki rolii, bu flavanol bilesiginin Alzheimer, Parkinson gibi norodejeneratif
hastaliklar ile iliskili altta yatan patolojiye kars1 bir potansiyel noéroprotektif ajan olarak
calisabilecegi diisiiniilmektedir (Magalingam ve ark., 2014). izokersitin iizerine yapilan
baska bir ¢alismada ise; ¢esitli antioksidan yollardaki 6"-OH (w-OH) grubunun roliinii
arastrmak icin model bilesikler olarak kersitin ve Izokersitin'in karsilastirilmasi
yapilmigtir. Sonuglar, kuersitrin ve Izokersitinin her ikisinin de doza bagl antioksidan
aktiviteler sergiledigini ortaya konulmustur. Bununla birlikte, izokersitin, Fe *?baglayici,
ferrik iyon indirgeyici antioksidan giicii ve siiperoksit anyon temizleme analizlerinde
Kersitin'den daha yiiksek aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Li ve ark., 2016). Bu
bulgular dogrultusunda, c¢alismamizda bitkinin antioksidan kapasitesinin izokersetin
icerigiyle iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir. Izokersetin’in yapisindaki OH
gruplarinin diizeni, radikallerin etkisini noétralize etmede onemli bir rol oynamaktadir.
Ayrica caligmada tespit edilen klorojenik asit ve Izokersetin bilesiklerindeki farkli OH
grubu diizenlemeleri, radikal siipirme kapasitelerini artirabilir ve bu nedenle bu
bilesiklerin sinerjik bir etki olusturabilecegi diisiiniilmektedir (Li ve ark., 2016). LC-
MS/MS analiz sonucunda ise etanol ekstresinde izokersitin bilesiginin yiiksek ¢ikmasi
literatiirde ki galismalarla benzerlik gdstererek Izokersetin’in antioksidan ve ndroprotektif

potansiyeli oldugunu diistindiirtmektedir.

Su ekstresindeki Kinik asit, (1,3,4,5-tetrahidroksi siklohekzan karboksilik asit), bir
siklohekzankarboksilik asit tiiriidiir. Kinik asit, fenolik asit tiiriidiir. Bu bilesik, kahve
¢ekirdeklerinde, cinchona kabugunda ve patateste bulunmakla birlikte, elma ve seftalide de
mevcuttur. Yapilan arastirmalar, Kinik asidin radyoprotektif, anti-diyabetik ve anti-
noroinflamatuar ozelliklere sahip oldugunu ve aymi zamanda antimutajenik ve anti-
enflamatuar bir ajan olarak islev gordiiglinli ortaya koymustur. Kinik asit ile yapilan bir
calismada DPPH, DMPD, CUPRAC, FRAP, Fe*3-Fe'? yontemleri ile antioksidan analizleri
yapilmigtir. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT, troloks kullanilan ¢alismada en yiiksek
antioksidan sonucu pozitif kontrol olan BHT, Kinik asitten daha yiiksek antioksidan
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sonucu vermistir (Ercan ve Dogru., 2022). Ayrica Kinik asit, ribozomlar, sentez ve
membran  akiskanligi mekanizmalariyla antioksidan, antidiyabetik, antikanser,
antimikrobiyal, antiviral, yaslanma karsiti, koruyucu ve analjezik etkiler de dahil olmak
lizere cesitli biyolojik aktiviteler gostermektedir (Benali ve ark., 2022). Kinik asit, dort OH
grubu igeren bir fenolik asittir ve bu OH gruplari antioksidan 6zelliklere katkida bulunarak,
elektron verici ozellikleriyle serbest radikallerin etkisini azaltarak biyomolekiilleri

korumaktadir.

Su ekstresinde bulunan Fumarik asit, yapisinda cift baglar ve karboksil gruplar
iceren bir doymamis dikarboksilik asittir. Cift baglar1 nedeniyle oksidatif strese karsi bazi
koruyucu etkileri olabilmekte ve serbest radikallerle etkilesime girebilmektedir. Ayrica
gidalarda ve iceceklerde asitlestirici olarak kullanilmaktadir. Eksi hamur ve ¢avdar
ekmekleri, jelatin tatlilar, jellestirici, meyve suyu, nutrasotik icecekler ve sarap dahil olmak
tizere bircok gidatiriiniinde kullanilmaktadir. Arastirmalar, fumarik asidin bir¢ok gidanin
kalitesini artirdigin1 ve maliyetlerini diistirdigiinii goéstermektedir (Yang ve ark., 2011).
Fumarik asit ve tiirevlerinin, gii¢lii serbest radikal temizleyici 6zellikleri, anti-inflamatuar
ve immiinomodiilator etkileri nedeniyle c¢esitli saglhk yararlar1 saglayan iyi bilinen

antioksidanlar oldugu bildirilmistir (Kaur ve ark., 2020).

Bu bulgular, etanol ve su ekstrelerinin farkli fenolik bilesik profillerine sahip
oldugunu ve bu nedenle farkli biyolojik aktiviteler gosterebilecegini ortaya koymaktadir.
Ozellikle fenolik bilesiklerin yapisindaki -OH (hidroksil) gruplari, antioksidan aktivite
agisindan kritik bir rol oynamaktadir. Etanol ekstresinde bulunan klorojenik asit,
izokersetin ve diger fenolik bilesikler, yapilarinda birden fazla -OH grubu tasidiklar i¢in
daha giglii bir antioksidan kapasite sergileyebilmektedir. Bu sonuglar, A. nodiflorum
bitkisinin etanol ekstresinin, hem yiiksek antioksidan aktivite hem de zengin fenolik bilesik
icerigi acisindan en giiclii 6zellige sahip oldugunu gostermektedir. LC-MS/MS verileri ile
antioksidan aktivite sonuglarmin ortiismesi, fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteye
onemli bir katkida bulundugunu dogrulamaktadir. Bu bulgular, A. nodiflorum bitkisinin
etanol ekstresinde fenolik bilesiklerin yapisindaki -OH gruplariin fazlaligi, antioksidan
aktivitenin yiiksek olmasma ve bitkinin biyolojik aktivitesinin giiglenmesine katki

saglamaktadir.

62



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez galismasinda, A. nodiflorum bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen
etanol ve su ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri, toplam fenolik ve flavonoid madde
miktarlari, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonlar1 ile fenolik
icerikleri LC-MS/MS kromatografisi kullanilarak kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Ayrica, bu ekstrelerin biyolojik aktiviteleri {izerine yapilan arastirmalar, bitkinin potansiyel

farmakolojik degerini ortaya koymustur.

Tez calismasinda antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in farkli yontemler kullanildi.
Bu yontemler; DPPH serbest radikal giderme kapasitesi, ABTS™ radikali giderme
kapasitesi, CUPRAC (Cu*%-Cu") indirgeme kapasitesi ve Fe*>-Fe*? indirgeme kapasitesi
tayinidir. Bu tez calismasinda kullanilan dort farkli antioksidan yontemde, literatiirde
stmirli ¢calisma bulunan A. nodiflorum bitkisinin antioksidan aktiviteleri standart
antioksidanlar BHA, BHT, troloks ve a-tokoferol ile karsilastirildiginda, etanol ve su
ekstrelerinin aktivitelerinin bu standartlara yakin veya biraz daha diisiik oldugu tespit

edilmistir.

Bitkinin etanol ve su ekstrelerinin 25-400 pg/mL araligindaki konsantrasyonlarda
calisildig1 bu arastirmada, DPPH serbest radikali giderme aktivitelerinde ki ICsy degerleri
5.16-55.18 pg/mL, ABTS™ radikal giderme aktiviteleri ise ICso degerleri 1.41-31.92
pg/mL araliginda hesaplanmistir. Her iki yontem sonucunda da etanol ekstresi, su
ekstresine gore daha giiclii radikal giderme aktivitesi gostermis, ancak her iki ekstre de
standart antioksidan maddelere kiyasla daha diisiik bir radikal giderme aktivitesi
sergilemistir. Ayrica ¢izelgelerden (gizelge 4.2. ve 4.3.) de goriildigii tizere, ekstreler
ABTS radikallerini gidermede, DPPH radikallerine gore daha giiclii bir etki gostermistir.
Sonuglar, etanoliin bitkisel bilesenleri daha etkin bir sekilde ortaya ¢ikardigini ve radikal
temizleme kapasitesini arttirdigini - géstermektedir. Etanol, lipofilik ve hidrofobik
bilesenleridaha iyi ¢ozen bir ¢6ziicli oldugu igin, antioksidan bilesiklerin ekstraksiyonunda
daha basarili olabilmektedir. Fe*-Fe? ve CUPRAC yontemlerinde A. nodiflorum bitkisinin
etanol ve su ekstrelerinin artan konsantrasyonla birlikte indirgeme giicli aktivitelerinin
arttig gozlemlenmistir. CUPRAC yonteminde BHT, Fe>-Fe? yonteminde ise BHA en
yiiksek indirgeme giiciinii gostermistir. Etanol ekstresi, her iki yontemde de su ekstresine
gore daha giicli bir etki gostermistir, bu da etanoliin bitkisel bilesiklerin
ekstraksiyonunda daha etkili bir ¢oziicii olarak islev gorebilecegini ve bu o6zelliginin,

bitkinin antioksidan ve biyolojik aktivite potansiyelinin daha iyi ortaya ¢ikarilmasina
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katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. A. nodiflorum bitkisinden elde edilen etanol
ekstresinin toplam fenolik miktar1 46.095 mg GAE/g ekstre, su ekstresinin ise 31.034 mg
GAE/g ekstre olarak hesaplanmistir. Flavonoid miktarlari ise etanol ekstresi igin 20.232
mg QE/g ekstre, su ekstresi i¢in 4.082 mg QE/g ekstre olarak bulunmustur. Bu sonuglar,
etanol ekstresinin fenolik ve flavonoid bilesenler agisindan zengin oldugunu ve daha
yiiksek antioksidan aktivite sergileyerek gida takviyeleri veya farmasotik iirlinler igin

potansiyel tasidigini gostermektedir.

Tez calismasinda enzim inhibisyon calismalarinda AChE ve BChE enzimleri
kullanilmistir. AChE enzimi sonuglarinda etanol ekstresinin ICsp degeri 19.03 pg/mL, su
ekstresi ICsp degeri 36.68 pg/mL olarak tespit edilmistir. BChE enzimi sonuglarinda etanol
ekstresinin 1Csq degeri 24.50 pug/mL su ekstresinin 1Csy degeri 40.88 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Sonuglara gére, hem AChE hem de BChE enzimleri {izerinde etanol ekstresi, su
ekstresine gore daha diisiik 1Cso degerlerine sahip bulunmustur. Bu durum, etanol
ekstresinin her iki enzimi inhibe etme konusunda daha etkili oldugunu gostermektedir.
Ayrica etanol ekstresinin potansiyel noroprotektif ozellikler tagidigini ve Alzheimer ve
diger norolojik hastaliklarin  tedavisinde kullanilabilecek bir ajan olabilecegini

diistindiirmektedir.

A. nodiflorum bitkisinin toprak tstii kisimlarindan elde edilen etanol ve su
ekstrelerinde bulunan fenolik bilesiklerin analizi, yiiksek hassasiyet ve ¢oziiniirliik
saglayan LC-MS/MS cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu yontem, bitkisel
orneklerdeki fenolik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif tespitini miimkiin kilarak, bitkinin
antioksidan ve noroprotektif potansiyelini belirlemek igin ayrintili ve gilivenilir veriler
saglamaktadir. LC-MS/MS analiziyle yapilan incelemede, A. nodiflorum bitkisinin etanol
ve su ekstrelerinde tespit edilen ortak fenolik bilesikler, ¢esitli antioksidan ve potansiyel
saglik yararlari tasiyan onemli bilesenlerdir. Bu bilesikler arasinda izokersetin, kinik asit,
fumarik asit, gallik asit, protokatesik asit, klorojenik asit, astragalin, naringenin, luteolin ve
apigenin bulunmaktadir. Her iki ekstre tirii de bu bilesenleri ¢esitli miktarlarda
icermektedir, ancak farkli bilesenlerin miktarlar1 ekstre tiirlerine gore degisiklik

gostermektedir.

Calismada en yiiksek sonucu klorojenik asit (8.712 mg analit/g ekstre) ile etanol
ekstresinde vermistir. Su ekstresinde ise klorojenik asit (0.036 mg analit/g ekstre)
bulunmustur. Izokersetin bilesigi etanol ekstresinde 8.144 mg analit/g ekstre oraninda iken,
su ekstresinde izokersetin bilesigine rastlanmamustir. Kinik asit, su ekstresinde (2.745 mg

analit/g ekstre) ile en yiiksek bir konsantrasyonda bulunurken, etanol ekstresinde (1.215
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mg analit/g ekstre) olarak tespit edilmistir. Klorojenik asit, yiiksek antioksidan kapasiteye
sahip bir fenolik bilesiktir ve etanol ekstresinde yiiksek konsantrasyonu, bu ekstrenin giiclii
antioksidan 6zelliklerini agiklamaktadir. Ote yandan, flavonoid grubundan bir bilesik olan
izokersetin, etanol ekstresinde yiiksek miktarda bulunmus olup bu da etanoliin
flavonoidleri daha etkili bir sekilde ¢6zebildigini ve dolayisiyla bu bilesigi daha yiiksek

konsantrasyonda igerdigini géstermektedir.

Bu c¢alisma, A. nodiflorum bitkisinin biyolojik aktivitelerinin, AChE ve BChE
enzim inhibisyon 6zelliklerinin degerlendirildigi kapsamli ¢alismadir. Elde edilen sonuglar,
A. nodiflorum bitkisinin biyoaktif bilesenlerinin geleneksel tipta destekleyici, dogal
antioksidan ve ndroprotektif ajanlar olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak, tibbi
kullanim i¢in ekstraksiyon yontemlerinin gelistirilmesi, metabolik enzimlerin arastirilmas,
fenolik bilesiklerin izolasyonu, antimikrobiyal, toksikolojik ve ileri diizey kromatografik
analizlerin yapilmasi, gelecekteki caligsmalar i¢in 6nem arz etmektedir. Bu tiir ¢aligmalar,
bitkinin saglik ve tedavi alanindaki uygulama potansiyelini agiga ¢ikaracak ve bilimsel

literatlire 6nemli bir katki saglayacaktir.
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