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OZET

BAZI BITKILERDE HIPERGLISEMI VE DiYABETIK
KOMPLIKASYONLARIN ENGELLENMESINDE ETKIN
OLABILECEK FENOLIK YAPIDA BILESIKLERIN INCELENMESI
VE KARAKTERIZASYONU

CETIN, Gonca

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Figen ZIHNIOGLU
Temmuz 2018, 69 sayfa

Diyabet, hiperglisemi ve insulin direngliligi ile karakterize edilen
multifaktoriyel, kronik bir metabolizma hastaligidir. Her gegen giin diinya
popiilasyonunda hastalifa maruz kalan kisilerin artmasi ile gerek hastaliin
olusumunun engellenmesi gerekse yeni tedavilerin gelistirilmesi bir zorunluluk
halini almigtir. Son yillarda bircok dogal kaynaktan diyabet tedavisinde
kullanilabilecek ve farkli mekanizmalar {izerinden etkin olabilecek bilesiklerin
incelenmesine ilgi artmistir. Dogal kaynaklardan elde edilen tedavi edici etkiye
sahip bilesikler sentetik orijinli olanlara oranla diisiik toksisite, fizyolojik
kosullarda ytiksek kararlilik ve yeni ilaclarin dizayni i¢in ¢esitli kimyasal yapilari
icermeleri agisindan avantajlidirlar. Bu amagla bir¢ok bitki ekstresi gerek
fitokimyasal gerekse biyolojik etkinlikleri agisindan arastirilmis olup bitkisel
kaynaklarda yapilan calismalarda benzeri etkileri gosteren polifenolik bilesiklerin
agirhikta oldugu ¢ok sayida galisma mevcuttur. Fenolik bilesikler ¢ok etkin
olmakla birlikte kullaniom dozlar1 ayarlanmadiginda veya ekste olarak
alindiklarinda baz1 saghk problemlerine neden olduklarindan dolay1

tartisilmaktadirlar.

Bu caligma kapsaminda Hibiscus sabdariffa L. (Hibiskus), Hypericum sp.
(Sar1 kantaron), Calendula sp. (Ayn1 sefa) ve Prunus laurocerasus L. (Karayemis)
ekstrelerinin fitokimyasal testleri, fenolik bilesik iceriklerinin belirlenmesi,
antioksidan etkinligi ve diyabet ile ilgili ¢esitli biyolojik etkinliklerinin
incelenmesi ve karakterizasyonu hedeflendi.
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Tim bitki ekstrelerinin fenolik bilesiklerce zengin oldugu gozlendi.
Hibiskus ekstrelerinde antioksidan etkinlik, lipoksigenaz ve a-amilaz inhibisyonu;
Sar1 kantaron ekstrelerinde antioksidan ve deglikasyon etkinlik, a-glukozidaz ve
dipeptidil peptidaz 4 inhibisyonu; Aymi sefa ekstrelerinde antioksidan ve metal
selatlama etkinligi; Karayemis esktrelerinde ise antioksidan, metal gelatlama ve
deglikasyon etkinlik, a-glukozidaz, oo —amilaz ve dipeptidil peptidaz 4 inhibisyonu
gobzlendi.

Sonug olarak her bitki ekstresinde, diyabet ve komplikasyonlari ile iliskili
birden fazla biyolojik etkinlik gozlenmesi nedeni ile diyabet ve
komplikasyonlarinin onlenmesinde potansiyel ila¢ etken maddeleri i¢in kaynak
olabilecekleri ancak bu amaca yonelik olarak etken madde saflastirilmasi ve yap1
tayini, in vitro ve in vivo kinetik c¢alismalar vb. ileri diizeyde ¢alismalarinin

yapilmasinin gerekli oldugu agiktir.

Anahtar sozciikler: Diyabet, fenolik bilesikler, antioksidan, enzim
inhibisyonu



ABSTRACT

INVESTIGATION AND CHARACTERISATION OF PHENOLIC
COMPOUNDS THAT CAN BE EFFECTIVENESS OF PREVENTION
OF HYPERGLYCEMIA AND DIABETIC COMPLICATIONS IN
SOME PLANTS

CETIN, Gonca

MSc in Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Figen ZIHNIOGLU
July 2018, 69 pages

Diabetes mellitus is multifactorial and chronic disease which is
characterized with hyperglycemia and insulin resistance. Because of increasing
numbers of people exposed to the disease in the world population, preventing the
formation of the disease and developing new treatments has become a necessity.
In recent years, there is an increased interest in the study of compounds from
many natural sources that can be used in diabetes treatment. The therapeutically
active compounds obtained from natural sources are advantageous in terms of low
toxicity, high stability in physiological conditions instead of those of synthetic
origin and they have various chemical structures for the design of new drugs. For
this purpose, many plant extracts have been investigated for their phytochemical
and biological activity and there are a number of studies that focus on
polyphenolic compounds. Phenolic compounds are very effective and are being
discussed because they cause some health problems when the dosage is not
adjusted or taken as supplement.

The aim of this study is that investigation of phytochemical tests, phenolic
compound contents, antioxidant activity and various biological activities related to
diabetes and characterisation of Hibiscus sabdariffa L., Hypericum sp., Calendula
sp. and Prunus laurocerasus L. extracts.

It has been observed that all plant extracts are rich in phenolic compounds.
Antioxidant activity, lipoxygenase and a-amylase inhibition in Hibiscus
sabdariffa L extracts; antioxidant and deglycation activity, inhibition of a-
glucosidase and dipeptidyl peptidase 4 in Hypericum sp. extracts; Antioxidant and



metal chelating efficacy in Calendula sp. extracts; The effects of antioxidant,
metal chelating and reducing activity, a-glucosidase, a-amylase and dipeptidyl
peptidase 4 were observed in Prunus laurocerasus L. extracts.

In conculision, in each plant extract, multiple biological activities associated
with diabetes and its complications, can be the source of potential drug effects in
the prevention of diabetes and its complications. It is clear that it is necessary to
carry out in vitro and in vivo kinetic studies of these plant extracts.

Keywords: Diabetes mellitus, phenolic compounds, antioxidant, enzyme
inhibition
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1.GIRIS
1.1 Diyabet

Diyabet, hiperglisemi ve insulin direngliliginde bozukluk ile karakterize
edilen multifaktoriyel, kronik bir metabolizma hastaligidir. Her gecen giin
diyabetin goriilme siklig1 artmaktadir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’na gore
diinyada 425 milyon diyabet hastasi bulunmaktadir ve bu saymin 2045 yilinda
629 milyona yiikselecegi diisiiniilmektedir (Yeung et al., 2018). Diinya Saglik
Orgiitii'ne gore de diyabet, 2030 yilinda diinyadaki &liim sebepleri arasinda
yedinci sirada yer alacaktir (Kerru et al., 2018).

DIYABET VE BOZULMUS GLUKOZ TOLERANSI (BGT) (20-79 yas araligi)

2013 2035
Diyabet
| Kiresel Prevelans (%) 8.3 10.1
Mispi prevelans (%) 8.3 8.8
Diyabetli insan sayisi (milyon) 382 592
| BGT
Kiresel prevelans (%) 6,9 8.0
| Nispi prevelans (%) 6.9 7.3
| BGT'li insanlann sayisi {(milyon) 316 471

2013-2035 yillari arasi 20-79 yas arahgindaki diyabetli niifusun en fazla oldugu 10 iilke

| Ulke/Bélge 2013 (milyon) Ulke/B&lge i 2035 (milyon)

[ Cin 98.4 Cin | 142.7

_ﬂndistan 65.1 Hindistan 109.0
ABD 24.4 ABD 29.7
Brezilya 11.9 Brezilya | 19.2

| Rusya Federasyonu 10.5 | Meksika I 15.7

| Meksika il 8.7 Endonezya L 141

| Endanezya 8.5 Misir ' 131

| Almanya 7.6 Pakistan 12.8
Misir 7.5 TURKIYE 118
Japonya 7.2 Rusya Federasyonu 112

Sekil 1.1 Uluslararasi Diyabet Federasyonu 6.Diyabet Atlas1 verileri.

Amerikan Diyabet Birligi teshis ve simiflandirma kriterlerine gore diyabet
dort sinif altinda incelenmektedir; tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, gestasyonel diyabet
ve spesifik diyabet. Tip 1 ve tip 2 diyabet, diyabetin en yaygin formlaridir. Tip 1
diyabet, insulin bagimli diyabet olarak da adlandirilmakta ve genellikle geng
yaslarda tanis1 konmaktadir. Pankreatik beta (B) hiicrelerinde otoimmiin hasara
bagl olarak gelismektedir. Beta hiicreleri, pankreasin Langerhans adaciklarinda

bulunurlar ve insulinin {iretimi ile salinimindan sorumludurlar. Tip 1 diyabeti olan



hastalarda bu hiicreler, hastanin kendi immiin sistemi tarafindan tahrip edilirler.
Hastalarin, insulin iretimindeki yetersizlikleri nedeniyle, insulin hormonu
takviyesi almalar1 gerekir. Tip 2 diyabet ise, insulin direnci ve bozulmus insulin
sekresyonu ile karakterize edilmektedir. Insulin direnci; periferal dokularn insulin
hormonuna beklenen yaniti vermemesi olarak tanimlanir. Tip 2 diyabet, insuline
bagimli olmayan diyabet veya erigkin diyabet olarak da adlandirilir. Hastalik,
karaciger ve kas gibi periferik dokularda olusan insulin direnci ile birlikte
pankreasta insulin iiretiminin gittikge azalmasi ile seyreder. Tip 2 diyabetin
epidomiyolojik belirtegleri ve risk faktorleri; genetik, demografik (cinsiyet, yas,

etnik grup), davranig/yasam stili ve metabolik etkenler olarak siralanabilir.

.
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o 4 / ! &,
Inkretin 1 Insulin t ‘,“
Etkisi Sekresyonu (€8 y]

.
Pankreatik {
/0 l Glukagon il
@ Sekresyonu 71 ?
Karbonhldratlann b, ‘
Taginmasi
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.........
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Hepatik ‘@
Glukoz %o, s, *
Uretimi 22

DeFronzo RA. Diabetes. 2009;58:773-795. "51

Penfenk
Glukoz
Uptake'i

Sekil 1.2 Diyabetin patafizyolojisi.

1.2 Diyabetik Komplikasyonlar

Uzun siireli hiperglisemi durumunda; oOzellikle gozlerde, sinirlerde,
bobreklerde ve kalpte olmak iizere viicutta geri doniigiimsiiz ciddi hasarlar
meydana gelir. Diyabetin ilerleyen safthalarinda, diyabetik hastalarda birgok
komplikasyon gelisme riski bulunur. Bu komplikasyonlar, oncelikle akut ve
kronik komplikasyonlar olarak ayrilir. Kronik komplikasyonlar da mikrovaskiiler
ve makrovaskiiler olmak tizere iki grupta toplanir (Greene, 1986).



Alcut Kronik

[ 1I

Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
Hipoglisemi - . Kardiyovaskiiler
Divabetik Retinopati hastaliklar
y . Noropati Serebrovaskiiler
ketoasidoz Nefropati hastalikl
Laktik asidoz g | astanar
Hipertansiyon

Sekil 1.3 Diyabetik komplikasyonlar.
1.2.1 Diyabetin Inflamasyon ve Oksidatif Stres ile iliskisi
Genetik yatkinlik, yas, kilo gibi faktorler diyabet gelisimini etkiler. Obezite,

diyabet icin en onemli risk faktorlerinden biridir. Diger bir yandan obezite, diisiik

dereceli sistemik inflamatuvar bir hastalik olarak kabul edilmektedir.

Glucose Diabetogenic
factors
Oxidative Stress
Altered Signaling
Pathways

! |

AGE Inflammation
Insulin B-cell
Resistance Dysfunction

Sekil 1.4 Diyabetin oksidatif stres ve inflamasyon ile iliskisi.



Inflamasyon, mikroorganizmalarin veya toksinlerin hiicrelere zarar
vermesinin Onlenmesi ya da hasar sonucu olusan nekrotik ve oOlii dokularin
uzaklastirilmasina yonelik, organizmanin devamlilig1 i¢in gelistirilmis koruyucu
bir yanittir. Viicutta meydana gelen inflamatuar yanit, akut ve kronik olmak iizere
ikiye ayrilir. Akut inflamasyon deride bir kesik olmasi, bilegin incinmesi veya
bogaz agris1 gibi durumlarin sonucunda ortaya ¢ikar. Kisa siirelidir ve ¢ogu zaman
birkag giin i¢erisinde biter. Kronik inflamasyon ise uzun siire boyunca devam eder
ve viicutta ciddi sorunlara neden olur. Kronik inflamasyon durumunda yiiksek
miktarda salginlanan sitokinler sebebi ile pankreasin beta hiicrelerinde fonksiyon
bozukluklar1 gozlenir. Diyabetli hastalarda sik goriilen abdominal obezitedeki
karin i¢i yag dokusu, diisiik seviyeli kronik inflamatuar durumun 6nemli bir
belirleyicisidir (Prodam and Filigheddu, 2014).

Diyabet ve inflamasyon ayni1 zamanda oksidatif stres ile de iliskilidir.
Oksidatif stres serbest radikal liretimindeki dengesizlikten kaynaklanir. Boylece,
mitokondriyal disfonksiyon artar ve antioksidan savunma azalir (Altan vd., 2006).
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) miktarindaki artis sonucunda hiicre
membranlarinda hasar, hiicre i¢i proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulma ve
DNA’da yapisal hasar meydana getirerek hiicre zedelenmesine yol agar (Ozcan
vd, 2015). Kan glukoz seviyesinin yiiksek seyretmesi ile birlikte oksidatif stresin,
vaskiiler komplikasyonlar ve lipid peroksidasyonuna da neden oldugu rapor
edilmektedir.

Oksidatif denge Yaslanma
Inflamasyon

Yiiksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

Antioksidanlar

S
€rbest Radikaller

Oksidatif hasar

S WL

v - Y (’ a
RRUREANE et m

Membran lipidleri Proteinler Niikleik asitler

Sekil 1.5 Oksidatif denge.



1.2.2 Protein Glikasyonu

Proteinlerin serbest amino gruplariin, sekerlerin karbonil gruplar ile
enzimatik olmayan ve kendiliginden gerceklesen reaksiyonlarina protein
glikasyonu denir. Protein glikasyonu c¢ok adimli bir kimyasal siiregtir ve
hiperglisemi sonucunda gozlenmektedir. Protein glikasyonu Schiff bazi
olusumuyla baglamaktadir. Schiff baz1 olusumu saatler igerisinde gergeklesmekte
ve sonrasinda giinler icerisinde Amadori iiriinlerine dontismektedir. Amadori
tirlinleri ise daha sonra dikarbonil bilesiklerine ve sonrasinda da haftalar igerisinde
ileri glikasyon son iriinlerine (AGE) doniismektedir (Simm, 2013). Amadori
tirtinlerinin olusumuna kadar olan boliim geri doniisimlii iken, daha sonraki
evreler ise geri donilislimsiizdiir. Bu tirlinlerin birikmesi ile proteinlerin yapisinda
degisiklikler meydana gelir. Bu degisikliklerin; yaslanma ve yaslanmaya bagli
hastaliklar, néropati, nefropati, retinopati, Alzheimer hastalig1 gibi bir¢ok énemli
hastalik ile iliskisi vardir (Awasthi and Saraswathi, 2016).

Saatler igerisinde Giinler icerisinde Haftalar, aylar igerisinde
He=0 He=N-CP> Hzc|-NH- (P HE=0
HCOH HCOH c=0 ¢=|.:.
= = | | B

HCOH + M- (P ——>= HCOH - ml:ou — e, —» AGE-(P)
HCOH HTOH HCOH HCOH

CHz0H CHOH CH,OH CH,0H

Glukoz schiff baz Amadori Uriinleri 3. Deoksiglukazon

Sekil 1.6 AGE olusumu.

1.3 Diyabet Tedavisindeki Yaklasimlar
1.3.1 Kan Glukozunun Dengelenmesi

Diyabetin hem diinyada hizla yayginlasmasi hem de yukarida bahsedilen
etkileri nedeniyle, diyabetin tedavisine yonelik calismalar giin gectikge daha da
onemli hale gelmistir. Bu baglamda konuya iligkin farkli yaklasimlar ile yapilan
caligmalar hiz kazanmistir. Bu caligmalarin temelinde Oncelikle yiiksek kan
glukoz diizeyinin kontrol altina alinmasi yatmaktadir. Tip 1 diyabette, insulin
enjeksiyonu ile tedavi saglanirken; tip 2 diyabet tedavisinde insulin direncinin
azaltilmast ve besin sindirimi ile gelen glukozun kana gecisinin yavaslatilmasi
amaclanmaktadir (Kerru et al., 2018).



Cizelge 1.1 Giiniimiizde diyabet tedavisinde kullanilan ilaglar ve etki mekanizmalari.

Diyabet

Tipi Tedavi lac Adr Mekanizmasi
Tip1l insulin insulin Insulin reseptoriiniin
diyabet fosforilasyonunu uyarir
. GI!CIaZI.d.e f Daha fazla insulin iiretimi i¢in
Sulfonilureler Glimepiride, ankreast uvarr
Glyburide p Y
- Nateglinide, Daha fazla insulin tiretimi i¢in
Meglitinidler Repaglinide pankreas1 uyarir
Biguanidinler Metmorfin aKZa;?frlgerdekl glukoz sentezini
Pioalitazone Karacigerdeki glukoz sentezini
Tiazolidinedionlar | J'°9"829N® 1 zattir ve hiicrelerdeki insulin
Rosiglitazone hassasiyetini artirir
Alfa glukozidaz Acarbose Sindirilmis  karbohidratlarin
Tip 2 inhibitorleri absorpsiyonunu azaltir
diyabet Dipeptidil Llnagll_ptl_ne, Kan sekerinin kontroliinde yer
peptidaz-4 (DPP- g?t);a?i“?itrl]ge' alan barsak hormonlarinin
4) inhibitorleri Alogligtine, (inkretinlerin) etkisini artirir
Exenatide Kan sekerinin kontroliinde yer
Glukagon benzeri Lira Iutidé alan barsak  hormonlarinin
peptid-1 agonisti Dulgglutidé (inkretinlerin) etkisini taklit
eder
Sodyum  glukoz ey
Canagliflozine, .
kotastyict 2 Dapagliflozine, qukg;un bobrekten  kana
(SGLT2) e . gegisini yavaglatir
SR Empagliflozine
inhibitdrleri

1.3.1.1 Dipeptidil Peptidaz-4 (DPP-4) inhibitorleri

Tip 2 diyabetik hastalarda, besin sindiriminde hiperglisemi ve glukoz

intoleransi ile iliskili olarak, inkretin hormon cevabi azalir. Inkretin hormonlar,

pankreas beta hiicrelerinden glukoz ile uyarilan insiilin salgilanmasini artirir.
Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve glukoz bagimli insulinotropik polipeptid
(GIP) en onemli iki inkretin hormonlaridir (Li et al., 2018). GLP-1 ozellikle ileum
ve kolondaki L hiicrelerinden salinirken, GIP yogun olarak duodenum olmak
uzere proksimal ince barsakta bulunan K hiicrelerinden salinmaktadir. GLP-1’in
yart omrii 1-2 dakika, GIP’in de 2-3 dakikadir. Inkretinler hizli bir sekilde
dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) enzimi tarafindan yikilirlar. DPP-4’tin GLP-1’in



http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/tiazolidinedion

yikimindaki roliiniin kesfi DPP-4 inhibitorlerin tip 2 diyabet tedavisinde

kullanilmasinin éniinii agmistir (Géksu ve Unal, 2017).
1.3.1.2 Alfa Glukozidaz Inhibitérleri

Alfa glukozidaz enzimleri ince barsagin ylizeyinde bulunurlar ve kompleks
karbohidratlarin parcalanmasindan sorumludurlar. Bu enzimler oligosakkaritleri
ve disakkaritleri, monosakkaritlere yikarlar. Monosakkaritler de barsak
duvarindan kolayca emilip kana gecgerler. Alfa glukozidaz enzim inhibitorleri bu
enzimleri kompetetif olarak inhibe ederler (Liu and Ma, 2017). Alfa glukozidaz
enzim inhibitorleri karbohidrat emilimini geciktirmelerinin  yani  sira,
gastrointestinal  hormonal aks1  degistirebilirler. Bu inhibitdrler insiilin
sekresyonunu artirirlar. Fakat bu etkinin ortaya c¢ikmasi i¢in plazma glukoz
seviyesinin yiikselmesi gerekir. Alfa glukozidaz inhibitorleri ayni zamanda,
glukagon benzeri peptidin (GLP-1) postprandial seviyelerini artirirlar. Bu hormon
glukagon sekresyonunu inhibe eder (DeGeeter and Williamson., 2014).

1.3.1.3 Alfa Amilaz inhibitorleri

Tip 2 diyabetin tedavisindeki terapdtik hedeflerden bir baskasi da barsaktaki
glukozun geri emilimini azaltmak i¢in a-amilaz enziminin inhibisyonu
saglamaktir. Alfa-amilaz (a-1,4-glukan-4-glukanhidrolazlar) pankreas ve tiikiiriik
bezinin belirgin bir salg: lirlinlidiir. Kopmleks karbohidratlarin, oligosakkaritlere
ve disakkaritlere hidrolizindeki ilk asamadan sorumludur. Mevcut o-amilaz
inhibitorleri, hipoglisemi, diyare, siskinlik ve barsak sismesi gibi yan etkilere
sahiptir. Bu nedenle, diyabet yonetimine yardimci olabilecek daha az yan
etkilerle, alternatif tedavilerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir (Oyedemi et al.,
2017).

1.3.2 Diyabetik Komplikasyonlarin Onlenmesi
1.3.2.1 Antioksidanlar

Antioksidan savunma mekanizmalari, enzimatik veya enzimatik olmayan
mekanizmalar olabilir. Siklikla goriilen enzimatik olmayan antioksidanlar A, C ve
E vitaminleri, glutatyon, alfa lipoik asit, karisik karotenoidler, koenzim Q10,
cesitli polifenolik bilesikler, antioksidan mineraller (bakir, ¢inko, mangan ve



selenyum), folik asit, tirik asit, albiimin ve B1, B2, B6 ve B12 vitaminleri gibi
kofaktorlerdir. Enzimatik antioksidanlar ise siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazdan olusur (Hamamcioglu, 2017).
Normal fizyolojik sartlarda antioksidanlar sinyal iletimini, bagisiklik cevabini ve
proliferasyonun diizenlenmesini etkilerler. Reaktif oksijen tiirlerinin yol agtigi
kanser, diyabetik komplikasyonlar ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavi ve
onlenmesinde antioksidanlar olasi bir tedavi sekli olarak diisiiniilmektedir.
Antioksidanlarin doymamis yag asitleri lizerinde de koruyucu etkileri vardir;
oksidatif stresi azaltarak, diisik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonuna
gitmesini, hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu ve endondral kan akiminin
azalmasini engellerler. Bu sekilde periferik sinir sistemi ve vaskiiler bozukluklar1
azaltirlar (Adegbola et al., 2017).

Eslesmemis Elektron

ANTIOKSIDAN

SERBEST RADIKAL

Sekil 1.7 Antioksidan etki mekanizmasi.

1.3.2.2 Anti-inflamatuar Ajanlar

Arasidonik asitin iki farkli metabolik sonu vardir; siklooksigenaz yolu ile
prostaglandinlere ve tromboksanlara doniisiir ya da lipoksigenaz yolu ile
lokotrienlere ve hidroperoksi yag asitlerine doniisiir. Siklooksigenaz ve
lipoksigenaz yolu son {iriinleri; artirit, ates, kronik agri, sepsis, yara olusumu,
kolorektal kanserin karsinojenik siireci gibi bir¢ok patolojik durumun
indiiklenmesine  katilirlar. ~ Steroid  olmayan  inflamasyon  tedavisi,

siklooksigenazlarin ve lipoksigenazlarin inhibisyonuna yoneliktir (Chung et al.,
2009).

1.3.2.3 Deglikasyon Ajanlari

Glikasyona ugramis proteinler, enzimatik deglikasyon mekanizmalariyla

onarilabilirler. Deglikasyon mekanizmasinda gérev alan enzimler organizmaya



(memeli, bakteri, bitki ) ve substratlarina gore farklanma gosterirler (Deppe et al.,
2011). Deglikasyon enzimleri hiicre i¢i enzimler olup hiicre disi proteinlerin
deglikasyonuna etkin degildir. Deglikatif enzimlerin varligina ragmen,
hipergliseminin neden oldugu protein glikasyonu tam olarak 6nlenemez. Protein
glikasyonunun neden oldugu sorunlarin giderilmesindeki diger yaklasim da AGE
inhibitorleridir. Glikasyonun inhibisyonu, AGE olusumunun ve AGE aracili
hasarmn farkli adimlarina miidahalede bulunarak gergeklestirilir (Khangholi et al.,
2015).

1.3.2.4 Metal Selatlayicilar

Metal iyonlari, biyolojik proseste ve metal homeostasisinde dnemli bir rol
oynar. Viicutta, anormal metal metabolizmasi ya da anormal metal emilimi
nedeniyle metallerin fazla bulunmasi ya da eksik olmasi durumunda bir¢ok
hastalik ortaya ¢ikar (Prachayasittikul et al., 2013). Serbest demir (Fe) ve bakir
(Cu) iyonlari, memeli dokularinda en fazla redoks-aktif metallerdir. Hidroksil
radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesiyle doku hasarina neden
olabilirler. Demir veya bakir Kkatalize redoks reaksiyonlar1 diyabet
komplikasyonlarinda rol oynayabilir. Diyabette, diyastolik disfonksiyona katkida
bulunan kardiyak kollajen icerigi artar. Ekstraseliiler matriksteki Cu®" miktari
diyabet ile 2-3 kat artar. Bir diyabetik komplikasyon olan glikasyon sonucu ise,
kollajene bakir baglanmasi artar ve kalpte doku hasar1 meydana gelir. Diyabetik
sicanlarda yapilan bir calismada;  bir Fe?* selatorii ve bir Cu? selatorii
uygulanmasinin, siyatik motor sinir iletim hizindaki azalmalar iyilestirdigi,
besleyici endondral kan akisini eski haline getirdigi, sistemik arter basincini
azalttig1 ve siyatik besleyici vaskiiler gecirgenligi sagladig: bildirilmistir (Cooper
etal., 2004).

1.4 Bitki Kaynakl Dogal Uriinler

Antik ¢aglardan beri bitki kaynakli dogal iriinler, koruyucu ve iyilestirici
iiriinlerin temel kaynag1 olarak kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne
gore bitkisel ilaglart igeren geleneksel tip, diinyadaki tiim iilkelerde yaygin olarak
kullanilmistir ve kullanilmaya devam edecektir. Gelisen diinyada populasyonun
%70-95’1 birincil tedavi olarak geleneksel tipa glivenmektedir. Bu, dogal
kaynaklarin daha az yan etki icermesine ve insan viicuduna daha kolay uyum

saglamasina dayandirilmaktadir. Cesitli bitkiler, ¢esitli biyolojik aktivitelere
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(antioksidan, antimikrobiyal, antidiyabetik, antiglikatif, antihipertensif vb.)
sahiptir. Bir bitkide birden ¢ok biyolojik aktivite gézlenmesi ise birgok hastaligin

veya hastalik komplikasyonlarinin 6nlenmesi ya da tedavisi i¢in degerlidir.
1.5 Fitokimyasallar

Fitokimyasallar, bitkilerde bulunan biyolojik olarak aktif kimyasal bilesikler
olup bitkilerde dogal bir savunma sistemi olarak gorev yapar ve renk, aroma ve tat
saglar. Gliniimiizde, fitokimyasallar koruyucu hekimlik ve diger tibbi ve biyolojik
disiplinler tarafindan viicut savunmasinda kullanilan bir siiper cephane gibi
algilanmaktadir (Diindar, 2001). Kanser, kardiyovaskiiler sorunlar, hipertansiyon,
hormonal bozukluklar ve diyabet gibi sorunlarin c¢oziimiinde kullanilirlar
(Rescigno et al., 2015). Polifenoller, likopenler, izotiyosiyanatlar, karotenoidler,
siilfitler gibi fitokimyasallar, g¢esitli bitkiler aracilifiyla besinlerde yer alarak
onemli gorevler yliklenmektedirler. Bu kimyasallarin insanlar agisindan en 6nemli
etkisi, viicutta serbest oksijen molekiilleri ve serbest radikallerle reaksiyona giren

antioksidanlar gibi islev gormeleridir.
1.6 Fenolik Bilesikler

Bir veya daha fazla sayida hidroksil grubunun baglanmis oldugu bir benzen
halkasi igeren bilesikler grubuna fenolik bilesikler veya polifenoller denir. Fenolik
bilesiklerin bir kism1 meyve ve sebzelerin lezzetinin olusmasinda, 6zellikle agizda
kismi ise meyve ve sebzelerin sari, kirmizi ve mavi tonlardaki renklerinin

olusmasini saglamaktadirlar.

Fenolik bilesiklerin en 6nemli biyolojik 6zelligi, antioksidan etkiye sahip
olmalaridir (Braakhuis et al., 2016). Meyve ve sebzelerin antioksidan 6zellikleri
icerdikleri C ve E vitaminleri ile o-karotenden ziyade fenolik bilesiklerden
kaynaklanmaktadir. Bunun yani sira fenolik bilesikler, antimikrobiyal ve anti-
inflamtuar etkiye de sahiptirler (Kolag¢ vd., 2017).

Fenolik bilesikler; fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki ana gruba

ayrilir.
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1.6.1 Fenolik Asitler

Genel olarak serbest halde bulunmayan fenolik asitler; hidroksisinamik
asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak ftizere iki grupta incelenirler. Bu
bilesiklere -OH ve -OCH3 gruplar baglanarak Onemli fenolik asit tiirevleri
olusmaktadir.

H D
0

o
0 I
(@] Z-hidroksibenzoik asit (salisilik
L asit)

3-hidroksibenzoik asit Hidroksibenzoik asitler:
C&-C1 yapis) Uzerine kurulu
O CH

trans-3-hidroksisinnamik
asit

Hidroksisinnamik asitler: . aoid .
Asetilsalisilik asit
CE-C3 yapis lizerine kurulu | D\fo (aspirin)
CHy

Sekil 1.8 Fenolik asitler.

1.6.1.1 Hidroksisinamik Asitler

Fenilpropan halkasina baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina
gore farkli ozellik gosteren hidroksisinamik asitler arasinda; ferulik asit, kafeik
asit, kumarik asit ve sinapik asit 6n plana ¢ikmaktadir. Cok az miktarlarda serbest

halde bulunan hidroksisinamik asitler, cogunlukla asit tiirevleri halindedirler.
1.6.1.2 Hidroksibenzoik Asitler

Hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitlerin - oksidasyonu ile olusur.
Aralarinda en ¢ok bilinenler; salisilik asit, p-hidroksibenzoik asit, protokatesik
asit, siringik asit, gallik asittir.

1.6.2 Flavonoidler

Glinlimiize kadar tanimlanan fenolik bilesiklerin yarisindan fazlasi
flavonoiddir. Flavonoidler, C6-C3-C6 konfigiirasyonda diizenlenmis on bes

karbon atomunu kapsayan, diisiik molekiil agirlikl1 bilesiklerdir.
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Sekil 1.9 Flavonoidlerin genel yapisi.

Degisik flavonoidler arasindaki farklar; baglanan hidroksil gruplarinin
sayisindan, doymamislik derecesinden ve l¢lii karbon segmentinin oksidasyon
diizeyinden kaynaklanmaktadir. Heterosiklik halka seklinde olan karbon
halkasinda meydana gelen degismeler flavanoidleri; flavonoller, flavonlar,
flavanonlar, flavanoller(katesinler), izoflavonlar, flavanonoller ve antosiyaninler
olarak ana bilesik gruplarina ayirir. En yaygin gozlenenleri flavonoller ve

flavonlardir.

1.6.2.1 Antosiyaninler

Antosiyaninler; bogiirtlen, ahududu, nar, kirmizi lahana gibi bir¢ok meyve
ve sebzenin pembeden mora kadar degisen renklerini veren pigmentlerdir. Dogada
bulunan antosiyaninlerin genellikle {igiincli karbon atomundaki hidroksil grubuna;
glukoz, galaktoz, ksiloz ve arabinoz gibi sekerlerden biri veya ikisinin baglanmasi
ile ¢ok farkli renklerde antosiyaninler olusur. Antosiyaninler, ortam kosullarina

(asidik veya bazik) gore renk degisimi gosterirler.
1.6.2.2 Flavonlar

Flavon ve flavon glikozidleri hemen her bitkide bulunan agik sar1 renkli
bilesiklerdir. Baslica flavonlar; apigenin, luteolin, tangeritin, krisin, baikalein,
skutellarein, vogonindir.

1.6.2.3 Flavonoller

Flavonlarin tiglincii karbon atomuna hidroksil grubunun baglanmasi ile

flavonoller olusmaktadir. Gidalarda yaygin olarak glikozit formunda
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bulunmaktadirlar. Baglica flavonoller; kaempferol, kuersetin, mirisetin ve
izoramnetindir.

1.6.2.4 Flavanonlar

Flavanonlar da dogada genellikle glikozit formda bulunurlar. Bunlar
turunggil meyvelerinde ¢ok yaygin olarak bulunurlar ve acimsi bir tat verirler.
Falvanonlardan naringin, hesperidin, naringenin en yaygin olanlarndir.
Molekiildeki bir halkanin agilmasi sonucunda once tatli kalkonlara, sonrasinda
hidrojenasyon yoluyla tatli dihidrokalkonlara doniisiir. Dihidrokalkonlarin bir

kismi gida endiistrisinde tatlandirici olarak kullanilmaktadir.
1.6.2.5 Flavanoller (Katesinler)

Gidalarda en yaygin olarak bulunan flavonoid grubudur. Hemen hemen her
meyvede bulunan katesinler renksiz bilesiklerdir. Katesinler, {igiincii karbon
atomunda bir -OH grubu icerdiginden flavan-3-ol olarak da adlandirilirlar.
Flavonoid biyosentezinde ara iriin olarak yer alirlar. Oksijen ile kolaylikla
reaksiyona girerler; reaksiyon sonunda proantosiyaninleri olustururlar.

Proantosiyaninler de asidik ortamda 1sitildiklarinda antosiyaninlere doniisiirler.
1.6.2.6 izoflavonlar

Izoflavonoidler baz1 meyve ve sebzelerde, basta soya fasulyesi olmak iizere
cesitli baklagillerde bulunan bilesiklerdir. Fitoostrojenlerin alt grubunda yer
alirlar. Fitoostrojenler, insan Ostradiol hormonuna yapisal benzerliklerinden dolay1
Ostrojenik  Ozelliklere  sahiptirler. Son  yillarda yapilan caligmalarla
izoflavonoidlerin biyoaktif bilesikler olduklarini ve kandaki kolesterol diizeyinin
diistiriilmesinde 6nemli rol aldiklar1 ortaya ¢ikmistir. En yaygin olan izoflavonlar;
daidzein, genistein ve glisiteindir.

1.6.2.7 Flavanonollar
Flavanonol grubunun en oOnemli tyesi taksifolindir. Taksofolin, fibril

olusumunu uyarip stabilitesini destekleme o6zelliginden dolayr medikal tipta
kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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1.7 Biyolojik Aktif Bitki Kaynaklar
1.7.1 Hibiscus sabdariffa L. (Hibiskus)

Yetistirilmesi kolay olan hibiskusun taze veya kurutulmus formlari; sicak ve
soguk iceceklerin, fermente iceceklerin, regellerin, dondurmanin, g¢ikolatanin,
aroma verici maddelerin, pudinglerin ve keklerin hazirlanmasinda kullanilir.
Ozellikle Avrupa iilkelerinde cay olarak tiiketimi yaygmdir. Gida maddelerinin
yani sira alternatif tipta da yaygin olarak kullanilir. Fenolik bilesikler agisindan
zengin (ozellikle antosiyanin igerigi yiiksek) olan bu bitkinin; antioksidan,
antimikrobiyal, kansere kars1 koruma, anti-diyabetik, anti-hipertensif ve diiiretik
etkilerinin de oldugu diisiiniilmektedir (Da-Costa-Rocha et al., 2014).

1.7.2 Hypericum perforatum (Sar1 Kantaron)

Sar1 kantaron, homeopatik alternatif tip yontemlerinde siklikla kullanilan bir
bitkidir. Yiiksek miktarda hiperforin ve hiperisin icermesinin yani sira fenolik
bilesiklerce de zengindir. Sar1 kantaron, genellikle depresif bozukluklarin
tedavisinde dogal bitki kaynagi olarak kullanilir. Nevralji, fibrozit, siyatik,
menopozal nevroz, anksiyete, depresyon hastaliklar1 ve yaralarin tedavisi i¢in
gelistirilen preparatlarda kullanilir (Barnes et al., 2001). Anti-mikrobiyal ve anti-
inflamatuar etkileri oldugu da kanitlanmistir (Hammer and Birt, 2013).

1.7.3 Calendula officinalis (Ayn1 Sefa)

Ayni sefa; kiigiik cilt yaralarini, cilt enfeksiyonlarini, yaniklari, ari
sokmasini, giines yanigini ve sigilleri tedavi etmek amacli olarak ve bunun yani
sira kozmetik sektoriinde biyolojik katki maddesi olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Fiume, 2001). Yara iyilestirici ajan olarak etkinligi ile ilgili
hiicre kiiltiirii ve hayvan deneyi iceren bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir.
Triterpenoidler ve flavonoidlerce ¢ok zengindir. Bu bitkide bulunan bazi
saponinler, sitotoksik o6zelliklere sahiptir. Bu nedenle ilag olarak kullaniminda
uygun dozlarin belirlenmesi ¢ok onemlidir (Basch et al., 2009).
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1.7.4 Prunus laurocerasus L. (Karayemis)

Karayemis, diger adiyla taflan, Karadeniz Bdlgesi’'nde yetisen ve yaz
mevsiminde olgunlasan meyvedir. Yas meyve olarak tiiketiminin yaninda, regel
ve marmelat olarak da bu bolgede yaygin olarak tiiketilmektedir (Celep et al.,
2012). Karayemis ile yapilan c¢alismalarda, fenolik bilesikleri icerdigi ve
antioksidan ozellik gosterdigi belirtilmistir (Kolayli et al., 2003). Halk arasinda
mide tlseri, sindirim sistemi problemleri, bronsit, egzama ve hemoroid gibi
durumlarda tedavi amagl olarak da tiiketimi yaygindir. Ancak, bu konu hakkinda

bilimsel bir veri bulunmamaktadir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

Calismada kullanilan kimyasallar; Etanol, Metanol, Demir (III) kloriir,
Potasyum iyodiir, Iyot, Kursun asetat, Hidroklorik asit, Siilfirik asit, Gallik asit,
Sodyum karbobat, Kuersetin, Aliiminyum kloriir, Sodyum asetat, Asetik asit, 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil, Ksilenol oranj, Sigir serum albiimin, Hidroksilamin-HClI,
miireksit, Amonyum demir (IT) siilfat hekza hidrat, Tris baz, p-Nitrofenil-a-
glukopiranozid, p-Nitrofenol, Gly-Pro-p-Nitroanilid, p-Nitroanilid, Nisasta, Bakir
stilfat, Folin reaktifi Sigma (Almanya) firmasindan; Potasyum kloriir, Sodyum
fosfat monobazik, Sodyum fosfat dibazik, Sodyum hidroksit Riedel (Almanya)
firmasindan; Linolenik asit, D-Glukoz Fluka (Almanya) firmasindan temin edildi.

Cihazlar; Perkin Elmer Lambda 35 UV/Vis Spektrometre, Hanna H1 2211
pH/ORP metre, Denver Instrument Hassas Tarti, Memmert Calkalamali Su
Banyosu, Labnet Vortex Mixer, Chiltern Hotplate Manyetik Karigtirict HS31.

Hiperglisemi ve diyabetik komplikasyonlarin engellenmesinde etkin
olabilecek fenolik yapida bilesiklerin eldesinde kaynak olarak Hibiscus sabdariffa
L. (Hibiskus), Hypericum sp. (Sar1 Kantaron), Calendula sp. (Ayn1 Sefa) ve
Prunus laurocerasus L. (Karayemis) kullanildi. Prunus laurocerasus L.
(Karayemis) Trabzon yoresinden taze olarak ve diger kuru bitkiler islem
gdérmemis olarak aktardan siparis usulii ile taze temin edildi ve Ege Universitesi,

Biyoloji Boliimii, Botanik Anabilim Dalinda tanimland.
2.2 Metot
2.2.1 Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Kuru olarak temin edilen Hibiscus sabdariffa L. (Hibiskus), ve Hypericum
sp. (Sar1 Kantaron) bitkileri metanol, etanol ve infiizyon (demleme) ile Calendula
sp. (Ayn1 Sefa) metanol ve etanol kullanilarak hazirland: (Li et al., 2007; Yasir et
al., 2016). Bu bitkilerin ekstrelerinin hazirlanmasinda ¢igek kisimlar1 kullanildi.
Tiim bitkilerin ekstraksiyon kosullar1 sirasiyla Cizelge 2.1 ve 2.2 de verildi.
Ekstraksiyon verimleri hazirlanan bitki ekstrelerinin belirli bir hacminin
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kurutulmasi sonrasi elde edilen miktarin bitki ¢ikis miktar1 ile oranlanmasi ile

hesaplanda.

Cizelge 2.1 Hibiscus sabdariffa L. ve Hypericum sp. ekstraksiyon kosullari.

1 gram bitki +50mL %70 metanol 24 saat boyunca karanlikta ve oda

1 gram bitki + 50mL %50 etanol sicakhiginda alkalama

30 dakika boyunca kaynar su (100°C)

1 gram +50mL saf su banyosunda karanlikta ¢alkalama

Ekstraksiyon sonrasinda vakum altinda filtrasyon yapildi ve ekstreler +4°C de
karanlikta kullanilincaya degin depolandi.

Cizelge 2.2 Calendula sp. ekstraksiyon kosullar.

itki 0
0,7 gram bitki + 50mL %70 metanol 24 saat boyunca karanlikta ve oda

0,7 gram bitki + 50mL %50 etanol sicaggnda galkalama

Ekstraksiyon sonrasinda vakum altinda filtrasyon yapild1 ve ekstreler +4°C de
karanlikta kullanilincaya degin depolandi.

Taze olarak temin edilen Prunus laurocerasus L. (Karayemis) meyve ekstrelerinin

hazirlanmasi metanol ve etanollii ortamda gergeklestirildi (Celep et al., 2012;
Kolayli et al., 2003) (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Prunus laurocerasus L. ekstraksiyon kosullar.

8 gram bitki + 50mL %80 metanol Havanda 6giitme ve sonikasyon
sonrasi, 2 saat boyunca karanlikta ve
8 gram bitki + 50mL %70 etanol oda sicakliginda calkalama

Ekstraksiyon sonrasinda, 9000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi ve ekstreler
+4°C de karanlikta kullanilincaya degin depolandi.
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2.2.2 Fitokimyasal Testler (Kalitatif)

Hazirlanan bitki

ekstrelerinde alkaloidlerin,

saponinlerin, tanenlerin,

fenoller ve flavonoidlerin vb. varhigimi belirlemek i¢in gereken fitokimyasal

analizler, Mazimba ve ark. nin kullandig1 standart yontemler ile gergeklestirildi

(Cizelge 2.4).
Cizelge 2.4 Fitokimyasal testler.
Ornek Su Reaktif Olusan Renk
Test 1x 2X 1x %1 FeCl;
Tanen 1 Yesil renk
Kor - 3x 1x %1 FeCl;
Test 1x - 3x Kl/I karigimi i
Alkaloid Kahverchgj
Kor - 1x 3x KI/I karigimi gokelek
Test 1x - 2X %10 NaOH
Kumarin Sar1 renk
Kor - 1x 2X %10 NaOH
Test 1x - 3xX %5 FEC|3 Koyu mavi_siyah
Fenol k
Kor - 1x 3% %5 FeCly, ren
3x
o Test x - Ninhidrin reaktifi (%.1)
Aminoasit Mor renk
Kor - 1x -
Ninhidrin reaktifi (%1)
3x
Test 2X -
%1 Pb(C,H305),
Tanen 2 3 Sar1 ¢okelek
X
Ko - 2X
of %1 Pb(C,Hs0),
2X 2M HCl ve
Test 1x -
_— 1x 4M NH, Pembe-kirmizi
Antosiyanin K
Ké ) 1x 2x 2M HCl ve ren
r 1X 4M NH;
) Test 1x - 2x der. H,SO,
Karbohidrat Kirmizi-mor renk
Kor - 1x 2x der. H,SO,
) Test 1x - 3x der. HCI
Kinon Sar1 ¢okelek
Kor - 1x 3x der. HCI
1x der. H,SO,
Test 1x -
o (2 dak. bekleme)
Glikozid Kirmizi renk
Ké 1x 1x der. H,SO,
r -
(2 dak. bekleme)
1x Kloroform,
Test 1 -
_ & X 1x der. H,S0,
Fitosterol Sar1 renk
Kér 1x 1x Kloroform,
© 1x der. H,SO,
Baz ile sar1 renk
] Test 1x - 1x NaOH, 1x 2M HCI olusumu, asit
Flavonoid .
ekleyince
Kor - 1x 1x NaOH, 1x 2M HCI berraklasma
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2.2.3 Fenolik Bilesiklerin Tayini (Kantitatif)
2.2.3.1 Total Fenol Tayini

Bitki ekstrelerinin toplam fenolik bilesik igerikleri Folin-Ciocalteu’nun
fenol reaksiyonuna gore kolorimetrik yontem ile yapildi (Seri et al., 2017).
Kalibrasyon grafigi olusturmak amaciyla bes farkli konsantrasyonda %80
etanolde hazirlanan gallik asit ¢6zeltisi (5- 100 pg/ml) kullanildi. Bitki ekstreleri 3
farkli oranda seyreltilerek deneyler 3 kere tekrarlandi. Total fenolik igerik, gallik
asit esdegeri (GAE) cinsinden standart grafigi kullanilarak lineer regresyon
formiilasyonu ile hesaplandi.

Cizelge 2.5 Total fenolik icerigin belirlenmesi.

Test Kor 1 Standart Kor 2
] (uL) (uL) (uL) (uL)
Ornek 200 - - -
Etanol (%80) - 200 - 200
Standart
Gallik Asit ) ) 200
Folin reaktifi
(1:10) 1000 1000 1000 1000
Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon
7.5 800 800 800 800
Na,CO;
Oda sicakliginda, karanlikta 1 saat inkiibasyon
760 nm’de spektrofotometrik dl¢iim

2.2.3.2 Total Flavonoid Tayini

Bitki ekstrelerinde total flavanoid igerigin belirlenmesi Quettier’in (2000)
kullandig1 spektrofotometrik yontem ile gergeklestirildi. Kalibrasyon grafigi
olusturmak amaciyla farkli konsantrasyonlarda (5-100 pg/mL) metanolde
hazirlanan kuersetin standart ¢ozeltisi kullanildi. Total flavanoid igerik, kuarsetin
standart grafigi lineer regresyon formiilasyonu ile hesaplandi. Bitki ekstreleri 3
farkli oranda seyreltilerek deneyler 3 kere tekrarlandi.



Cizelge 2.6 Total flavanoid igeriginin belirlenmesi.
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Test Kor 1 Standart Kor 2
] (L) (L) (pL) (L)
Ornek 100 - -
Metanol - 100 100
Standart
Kuersetin ) ) 100 )
%2 AICl;.6H,0 100 100 100 100

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyon
405 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim

2.2.3.3 Total Antosiyanin Tayini

Bitki ekstrelerinde total antosiyanin igerigin belirlenmesi P’erez ve
arkadaglarmmn (2014) kullandigr siyanidin-3-glikozid

spektrofotometrik  yontem

Olciimiine dayanan
pH

degerlerindeki davranigina bagli olarak pH 1°de okzanyum form (renkli) , pH

ile gergeklestirildi. Antosiyaninlerin farkl

4,5’ta hemikal form (renksiz) gézlenmesine dayal1 olarak iki farkli dalga boyunda
Olgtimler alindi. Bitki ekstreleri 3 farkli oranda seyreltilerek deneyler 3 kere

tekrarlandi. Hesaplamalar ekstinksiyon katsayisi kullanilarak yapildi.

Cizelge 2.7 Total antosiyanin i¢eriginin belirlenmesi.

Test Kor
(mL) (mL)
Ornek 0,5 -
Tampon
25 mM KCI (pH 1.0) 2 2
0,4 M sodyum asetat ( pH 4,5)
Ekstraksiyon ortam ) 05
Metanol/Etanol/Su ’
Oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibasyon
520 nm ve 700nm’de spektrofotometrik 6l¢iim
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Antosiyanin Konsantrasyonu (mg/L) = (A X MA x SF x 1000) / (¢ x L)
A: Absorbans

A= (As20-A700) pH 1) — (As20-A700) (pH 4,5)

MA: Molekiil agirligi (Siyanidin-3-glikozid igin 449 g/mol)

SF: Ornegin seyreltme faktorii

&: Ekstinksiyon katsayis1 (Siyanidin-3-glikozid igin 26,900 L/mol.cm)
L: Isik yolu (cm)

1000: gram-miligram ¢evirimi
2.2.4 Antioksidan Etkinligin Belirlenmesi

Bitki ekstrelerinde antioksidan etkinligin incelenmesi DPPH radikal giderim
yontemine gore gerceklestirildi. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), oksidasyon
sonucu olusan serbest radikaldir ve bu radikalin giderimi esasina gore antioksidan
etkinlik belirlendi (Pavithra and Vadivukkarasi, 2015). Bitki ekstreleri 3 farkli
oranda seyreltilerek deneyler 3 kere tekrarlandi. Pozitif kontrol olarak askorbik
asit kullanildi.

Cizelge 2.8 Antioksidan kapasitesinin belirlenmesi.

Kontrol Kor 1 Ornek Kor 2
(uL) (uL) (uL) (uL)
Metanol 100 200 - 100
DPPH’ 100 - 100 -
Ornek 100 100
Oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibasyon
517°nm de spektrofotometrik dlgiim

*0,2 mM DPPH (metanolde) hazirlandi.

% Antioksidan Etkinlik = [(Akontrol — Aomek)/(Akontro)]*100  formiili
kullanilarak antioksidan etkinlik belirlendi. Antioksidan etkinligi belirlenen
orneklerin degisen konsantrasyonlarinda yapilan deneyleri ile ECso degerleri
hesaplandi. Bu amagla en az 5 farkli 6rnek (fenol) konsantrasyonunda etkinlik
deneyleri 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. Kontrole kiyasla % Etkinlik olarak
sonuclar degerlendirildi. Elde edilen % Etkinlik egrileri lineer regresyon
formiilasyonlari ile ECso degeri; biyolojik aktivitenin % 50’sine etki eden ekstre
fenol konsantrasyonu olarak hesaplandi.
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2.2.5 a-Glukozidaz inhibisyonunun Belirlenmesi

Bitki ekstrelerinin  a-Glukozidaz inhibisyon etkinliginin belirlenmesi
amaciyla aktivite Ol¢timlerinde p-nitrophenyl-a-D-glukozid substrat olarak
kullanildi. Yontem a-Glukozidaz ile p-nitrophenyl-a-D-glukozid’in hidroliz
reaksiyonu sonucu aciga c¢ikan p-nitrofenol’iin 405 nm’de absorbsiyonunun
mikroplaka okuyucu ile spektrofotometrik 6l¢iilmesi esasina dayanir (Zhang et al.,
2014).

p-Nitrophenyl a-D-Glucoside a-Glucosidase,, o-D-Glucose + p-Nitrophenol

Substrat Cozeltisi : 2 mM p-nitrofenil-a-glukopiranozid ¢ozeltisi , 15 mg p-
nitrofenil-a-glukopiranozidin 25 mL 50 mM pH:6,8 Sodyum Fosfat Tamponu

igerisinde ¢oziilmesi ile hazirlandi.

Standart Cozeltisi; 10 mM p-nitrofenol ( standartlar; 10-100 nmol)

Enzim; Saccharomyces cerevisiae a-Glukozidazi

Cizelge 2.9 o-Glukozidaz inhibitor aktivitesinin belirlenmesi.

Kontrol | Koér1 | Inhibitor Test | Kor 2
(uL) (uL) (uL) (uL)
Tampon 125 200 115 190
50 mM pH:6,8 Na/Fosfat
Enzim 50 50 50 50
Bitki Ekstresi” - - 10 10
10 dakika, karanlikta 37 °C’de inkiibasyon
Substrat 75 - 75 -
10 dakika, karanlikta 37 °C’de inkiibasyon
405 nm’de spektrofotometrik 6l¢tiim

*Hesaplamalarda kiyaslama yapabilmek i¢in her bir bitki ektresinin fenolik bilesik icerigi dikkate

alind1.

Enzimin Spesifik Aktivitesi = [(umol p-Nitrofenol/dak)]/mg protein

% 1nhibisy0n = [(AKontroI - A(")rnek)/ (/A\Kontrol)]*l00
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Inhibisyon etkinligi belirlenen &rneklerin degisen konsantrasyonlarinda
yapilan deneyleri ile 1Csy degerleri hesaplandi. Bu amagla en az 5 farkli 6rnek
(fenol) konsantrasyonunda inhibisyon deneyleri 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.
Kontrole kiyasla % Inhibisyon olarak sonuglar degerlendirildi. Elde edilen %
Inhibisyon egrileri lineer regresyon formiilasyonlar: ile ICsq degeri; biyolojik
aktivitenin % 50’sini inhibe eden ekstre fenol konsantrasyonu olarak hesaplandi.
Pozitif kontrol olarak akarboz kullanildi.

2.2.6 DPP-4 Inhibisyonunun Belirlenmesi

Biitcenin kisitli olmasi nedeni ile DPP-4 enzimi ticari olarak temin
edilememistir. Bu nedenle inhibisyon c¢alismalarinda kullanmak iizere enzim
preparati tarafimizdan hazirlandi. DPP-4 yaygin olarak bir ¢ok doku ve organda
lokalize olan bir enzimdir. Bu ¢alismada en fazla bulundugu organ olarak bobrek
kullanildi. Bu amagla kesim sirasinda temin edilen organlar serum fizyolojik ile
yikama sonrasi tartilarak sivi azotta donduruldu. Bobrekten ham enzim ekstrakti
hazirlamak i¢in sirasiyla, sivi azotta doku 6rnekleri 6giitiildii (freze-thaw) ve 50
mM Tris HCI pH 8.0 igerisine alindi. Homojenat 10 000 g’de 20 dakika, 4°C de
santrifiijlendi. Siipernatantta DPP-4 enzim aktivitesi ve protein tayini yapilarak

inhibisyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere porsiyonlanarak -20°C’de depolandi.
Enzim Aktivite Tayini

DPP-4 aktivite 6lgiimlerinde Gly-Pro-p-nitroanilid substrat olarak kullanildi.
Yontem Dipeptidil peptidaz 4 ile Gly-Pro-p-nitroanilid’in hidroliz reaksiyonu
sonucu agiga ¢ikan p-nitroanilin’in 405 nm’de absorbsiyonunun mikroplaka

okuyucu ile spektrofotometrik dl¢lilmesi esasina dayanir.

Gly-Pro-4-Nitroanilide + H,O ﬂp Gly-Pro + p-Nitroaniline

Enzim aktivitesi (1 znite); 0.1 M Tris/HCI pH 8.0 varliginda 37°C de Gly-
Pro-4-nitroanilid den dakikada olugsan 1 pmol p-nitroanilin olarak ifade edilir.(1
Unite= umol/dakika)

Bobrekten elde edilen enzim ekstraktinda DPP-4 enzim aktivite tayinleri 3 tekrarlt

olarak asagidaki prosediire gore gerceklestirildi.
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Tampon: 0.1 M Tris/HCI pH 8.0

Substrat: Gly-Pro-p-nitroanilid; 1mM(Tampon i¢inde hazirlanmis)
Enzim: Bobrekten hazirlanan enzim preparati

Standart: p-nitroanilin(50 - 250 umol/ml)

e 10 pl her bir standart, enzim preparat1 (farkli seyrelmelerde) ve Tampon

(kor) mikro plaka kuyucuklarina pipetlendi.

e 90 ul Tampon ve 100 pl substrat (kor dahil) ilave edildi.(Toplam hacim
200 pl)

e 37°C de 15 dakika mikroplaka okuyucu ig¢inde inkiibasyon sonrasi 405

nm’de absorbanslar okundu.

e Standartlar ile olusturulan kalibrasyon egri ve katsayilar yardimi ile

seyrelme faktorleri de g6z oniine alinarak enzim aktiviteleri hesaplandi.

Inhibitérsiiz kosullarda enzim aktivite dlgiimleri kiyaslama amaci ile her deney

seti i¢in en az 3 tekrarli calisildi.
DPP-4 Inhibitor Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bitki ekstreleri ve enzimin 37°C de 6n inkiibasyonlar1 sonrasinda optimum
kosullarda aktivitelerinin Olgiilerek aktivitelerdeki diisiisiin belirlenmesi ile
gerceklestirildi. Bu baglamda bitki ekstreleri fenolik bilesik konsantrasyonlari
temel alinarak degisen fenol konsantrasyonlarinda inhibisyon taramasi yapildi.
DPP-4’1in spesifik inhibitorii olan Diprotein A (lle-Pro-lle) pozitif konrol olarak
kullanildi. Sonuglar kontrol aktivitelerle kiyaslanarak ve her bir fraksiyon i¢in
Inhibitor aktiviteleri belirlendi. % inhibisyon degerleri asagidaki formiilasyona

gore hesaplandi.
% Inhibisyon = [(Axontrol — Asmek)/Akontrot] X 100

Inhibisyon etkinligi belirlenen orneklerin degisen konsantrasyonlarinda
yapilan deneyleri ile ICso degerleri hesaplandi. Bu amagla en az 5 farkli 6rnek
(fenol) konsantrasyonunda inhibisyon deneyleri 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.
Kontrole kiyasla % Inhibisyon olarak sonuglar degerlendirildi. Elde edilen %
Inhibisyon egrileri lineer regresyon formiilasyonlar: ile ICso degeri; biyolojik

aktivitenin % 50’sini inhibe eden ekstre fenol konsantrasyonu olarak hesaplandi.
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2.2.7 o-Amilaz inhibisyonunun Belirlenmesi

a-Amilaz inhibitoér aktivitesi modifiye Caraway-Somogyi iyot/potasyum
iyodir (I/KI) yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Yontemin prensibi,
hidrolizlenmeyen nisastanin KI/I (5 mM KI/ 5mM 1) reaktifi ile olusturdugu
rengin belirlenmesine dayanir (Xiao et al., 2006). Nisasta, a-amilaz tarafindan

parcalandikca ortamda KI/I reaktifi ile olusturdugu mavi renk agilmaktadir.

Cizelge 2.10 a-Amilaz inhibit6r aktivitesinin belirlenmesi

Kontrol | Kérl | inhibitérli | Kor 2

REVEVESE (nL) (nL) (uL) (nL)
) a-Fosfat
Tamponu (pH 7,4) 4 ! y 40
a-Amilaz 40 - 40 -
Nisasta (%200.07) 40 40 40 40
Bitki Ekstresi - - 40 40
5 dakika, karanlkta 37 °C’de inkiibasyon
1 M HCI 20 20 20 20
KI/I (5 mM KI/5 mM I) 100 100 100 100
620 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim

% Inhibisyon = [(Akontrol — Admek)/(Akontro)]*100

Inhibisyon etkinligi belirlenen &rneklerin degisen konsantrasyonlarinda
yapilan deneyleri ile ICso degerleri hesaplandi. Bu amagla en az 5 farkli 6rnek
(fenol) konsantrasyonunda inhibisyon deneyleri 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.
Kontrole kiyasla % Inhibisyon olarak sonuglar degerlendirildi. Elde edilen %
Inhibisyon egrileri lineer regresyon formiilasyonlar1 ile ICso degeri; biyolojik

aktivitenin % 50’sini inhibe eden ekstre fenol konsantrasyonu olarak hesaplandi.
2.2.8 Lipoksigenaz Inhibisyonunun Belirlenmesi

Lipoksigenaz enzimi aktivitesinin belirlenmesinde Hayes ve arkadaslarinin
(1995) gelistirdigi modifiye FOX (Ferr6z oksidasyon-Ksilenol oranj) yontemi ile
belirlendi. Yéntem; Fe?*’nin Fe*"’ye yiikseltgenmesi sonucu ksilenol oranj (XO)
ile olusturdugu kompleksin spektrofotometrik olarak 550 nm'de absorbansinin

Olciilmesi esasina dayanir.
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Lipoksigenaz (1 mg/mL), 50 mM, pH 7.4 Tris-HCI

FOX reaktifinin hazirlamisi - 8 mg ksilenol oranj, 8 mg FeSO, 136 uL

H,S04 9:1 metanol su karigimi iginde ¢oziilerek hazirlanir (2 mM ksilenol oranj;
XO ve 8 mM amonyum demir (II) siilfat hekza hidrat; FAS)

Substrat; 5 pL linoleik asit 100 uL Tween 20 iginde ¢oziiliir 50 mM pH 7.4
Tris-HCI tamponuyla hacim 10 mL’ye tamamlanur.

Cizelge 2.11 Lipoksigenaz inhibitér aktivitesinin belirlenmesi.

Kontrol Kor | Inhibitorli Test | Kor
(uL) (uL) (uL) (uL)
Enzim 50 - 50 uL -
50 mM, Tris-HCI
Tamponu (pH 7.4) 800 850 750 800
Bitki Ekstresi - - 50 50
2 dakika, karanlikta 37 °C’de inkiibasyon
Metanol:su (9:1) 25 25 25 25
Substrat 50 50 50 50
10 dakika, karanlikta 37 °C’de inkiibasyon
XO (2 mM) 50 50 50 50
FAS (8 mM) 25 25 25 25
2 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
560nm’de spektrofotometrik 6l¢lim

% 1nhibisy0n = [(AKontroI - AOrnek)/ ('A\Kontrol)]-k]-oo

Inhibisyon etkinligi belirlenen &rneklerin de@isen konsantrasyonlarinda
yapilan deneyleri ile ICso degerleri hesaplandi. Bu amagla en az 5 farkli 6rnek
(fenol) konsantrasyonunda inhibisyon deneyleri 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.
Kontrole kiyasla % Inhibisyon olarak sonuglar degerlendirildi. Elde edilen %
Inhibisyon egrileri lineer regresyon formiilasyonlar1 ile ICsy degeri; biyolojik

aktivitenin % 50’sini inhibe eden ekstre fenol konsantrasyonu olarak hesaplandi.
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2.2.9 Deglikasyon Etkinlginin Belirlenmesi

Deglikasyon etkinliklerinin incelenmesi amaci ile oncelikle deglikasyonun
en iyi izlenebilecegi in vitro glikasyon modeli kullanildi (McPherson et al., 1988).
Bu baglamda olusturulan model farkli ekstraksiyon ortami ile hazirlanan bitki
preparatlarinin her biri 100 mM potasyum fosfat (pH:7.4) tamponiunda ¢oziilerek
Glukoz-BSA in vitro glikasyon sisteminde [10 mg/mL BSA ve 500 mM D-glukoz
iceren 100 mM potasyum fosfat (pH:7.4 ; %0,02 sodyum azid)] 90°C’de 90
dakika inkiibasyon sonrasinda spektrofotometrik l¢iim (405nm) alindi. Kontrol
olarak bitki ekstrakti igermeyen glikasyon ortami kullanildi. Glikasyonun
inhibisyonu asagidaki formiilasyona gore hesaplandi.

Cizelge 2.12 Glikasyon inhibisyonunun belirlenmesi (in vitro).

Kontrol | Kér1l | Inhibitorli Test | Kor 2
(mL) (mL) (mL) (mL)
BSA (10 mg/mL) 1 1 1 1
Glukoz (500 mM) | - 1 -
Bitki ekstresi - - 0,1 0,1
ol 1 | 2 | o | 1

90 dakika, 90 °C’de inkiibasyon

405 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim

% Inhibisyon = [(Akontrol — Admek)/ (Akontro1) ] 100

Inhibisyon etkinligi belirlenen orneklerin degisen konsantrasyonlarnda
yapilan deneyleri ile ICso degerleri hesaplandi. Bu amagla en az 5 farkli 6rnek
(fenol) konsantrasyonunda inhibisyon deneyleri 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.
Kontrole kiyasla % Inhibisyon olarak sonuglar degerlendirildi. Elde edilen %
Inhibisyon egrileri lineer regresyon formiilasyonlar: ile ICso degeri; biyolojik

aktivitenin % 50’sini inhibe eden ekstre fenol konsantrasyonu olarak hesaplandi.
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2.2.10 Metal Selatlama Etkinliginin Belirlenmesi

Bitki ekstrelerinin metal selatlama etkinligi, miireksitin Cu®* ile verdigi
kompleksin renk siddetinin 6l¢imiine dayali yontem ile belirlendi (Ruiz-Roca et
al., 2008). Ortam pH’sin1 dengelemek i¢in 10 mM KCI igeren, 10 mM pH 5
Hidroksilamin-HCI tamponu kullanildi. 0,25mM CuS0O4.5H,0 (tamponda) ve
ImM TMM (miireksit) (suda) hazirlandi. Bakir (II) siilfat ¢ézeltisi 10 mM KCl
iceren 30 mM hidroksilamin hidrokloriir tamponunda (pH 5.0) hazirlandi. Bakar
seletasyon aktivitesine bakilacak bitki ekstreleri fenol igeriklerine gore farkli
oranlarda seyreltilerek 50 puL 6rnek tizerine 50 pL bakir ¢ozeltisi (0,25 mM) ve 25
uL miireksit (1 mM) ilave edildi (Kontrol grubuna ise sadece bakir ¢ozeltisi
eklendi). 3 dakika oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi Lambda 35 UV/Vis
spektrometrede 462 nm ve 530 nm de 6l¢iim alindi. Absorbans 462/530 orani
metal selatasyon aktivitesini gostermektedir. Bu oran ne kadar diisiikse metal
selatasyon aktivitesi o kadar fazladir. 0,025-0,125 mM araliginda bakir (II) stilfat
cozeltisi ile olusturulan kalibrasyon egri ve katsayilar yardimi ile seyrelme
faktorleri de g6z Oniine alinarak serbest bakir konsantrasyonlar1 belirlendi. Tiim

Olciimler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.

ABSﬂérnek —ABSﬂ kor

% Selatasyon (Baglt Metal): (1 — S?BSﬂKontrfjo ) X 100
530

ECso degerlerinin belirlenmesi amaci ile en az 5 farkli 6rnek (fenol)
konsantrasyonunda etkinlik deneyleri 3 tekrarl olarak gerceklestirildi. Kontrole
kiyasla % Etkinlik olarak sonuglar degerlendirildi. Elde edilen % Etkinlik egrileri
lineer regresyon formiilasyonlar1 ile ECso degeri; biyolojik aktivitenin % 50’sine
etki eden ekstre fenol konsantrasyonu olarak hesaplandi.



29

3. SONUCLAR VE TARTISMA

Fenolik maddeler giinlimiizde esansiyel olmayan ayni1 zamanda besin degeri
de olmayan bilesikler olarak diisiiniilmektedir. Ancak insan saglig1 lizerine etkileri
bulundugu da bilinmektedir. Flavonoidlerin en onemli biyolojik 6zelligi,
antioksidatif etkiye sahip olmalar1 gosterilmektedir. Oksijen radikalleri ve lipid
peroksidasyonunun, kalp damar hastaliklari, kanser ve kronik iltihaplanma gibi
hastaliklarin en Onemli etkenleri oldugu, flavonoidlerin birgogunun lipid
peroksidasyonunu baslatan radikallerin ve lipid peroksi radikallerinin olusumunu
engelledigi, yapisindaki bazi gruplarin flavanoid radikallerinin stabilitesini ve
boylece antioksidan kapasitesini artirabildigi, flavonoidlerin bunlarin disinda
metal iyonlarin1 baglayarak lipidlerin oksidasyonunu onleyebildigi ve radikallerin

olusumunda gorev yapan enzim sistemlerini inhibe edebildigi belirlenmistir.

Bu baglamda bu ¢alisma kapsaminda Hibiscus sabdariffa L. (Hibiskus),
Hypericum sp. (Sar1 kantaron), Calendula sp. (Ayn1 sefa) ve Prunus laurocerasus
L. (Karayemis) bitki ekstrelerinde hiperglisemi ve diyabetik komplikasyonlarin
engellenmesinde etkin olabilecek fenolik yapida bilesiklerin incelenmesi ve
karakterizasyonu hedeflendi. Bu amagla bitki ekstrelerinin farkli ortamlarda
hazirlanmasi, fitokimyasal testleri, fenolik bilesik igeriklerinin belirlenmesi ve
diyabet ile ilgili ¢esitli biyolojik etkinliklerinin incelenmesi ¢alisma kapsaminda
tutuldu.

3.1 Bitki Ekstrelerinin Eldesi

Fenolik bilesiklerin  karakteristik  Ozelliklerine gore ¢oziintirliikleri
degiseceginden ¢ogunlukla tek bir ekstraksiyon ortami ile ortamdaki tiim etkin
fenolikleri elde etmek miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle gerek en etkili
ekstraksiyonun gerceklestirilmesi gerekse farkli biyolojik etki gosterebilen
fenoliklerin elde edilebilmesi amaciyla farkli kosullarda ekstraksiyon islemleri
gerceklestirildi (Sekil 3.1) ve ekstraksiyon verimleri hesaplandi (Cizelge 3.1).
Bitki ekstrelerinin ekstraksiyon verimleri her bir bitkideki ¢6zlinen bilesenlerin
belirli bir hacminin kurutulmasi sonrasi elde edilen miktarin bitki ¢ikis miktar ile

oranlanmasi ile hesaplandi.
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Sekil 3.1 Elde edilen bitki ekstreleri sirasiyla; hibiskus (metanolik, etanolik, demleme
ekstreleri), sar1 kantaron (metanolik, etanolik, demleme ekstreleri), aymi sefa (metanolik, etanolik

ekstreleri), karayemis (metanolik, etanolik ekstreleri).

Cizelge 3.1 Bitki ekstrelerinin ekstraksiyon verimleri.

Bitki Ekstre Ekstraks:)yon verimi

)
Metanolik 30
Hibiskus Etanolik 50
Demleme 50
Metanolik 20

Sari ;
Kantaron Etanolik 30
Demleme 40
Metanolik 40

Ayni Sefa 5
Etanolik 50
Metanolik 40

Karayemis ;
Etanolik 50

Tim bitkiler genel olarak degerlendirildiginde metanolde hazirlanan
ekstrelerin verimlerinin etanol ve/veya demleme yolu ile suda hazirlanananlara
kiyasla daha diisiik oldugu gozlendi. Diger yandan sar1 kantaron disindaki tim
bitkilerin ise verimlerinin benzer (%40-50) olduklar1 goriilmektedir. Bitkilerden
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ve karakterizasyonu ile yapilan calismalar
incelendiginde; farkli ekstraksiyon verimleri rapor edilmistir (Dhanani et al.,
2017; Tian et al., 2017; Yasir et al., 2015; Esmaeili et al., 2015). Genel olarak
Hibiskus, Sar1 kantaron ve Ayni sefa bitkilerinin ekstraksiyonunda ¢ogunlukla
metanol/etanol ¢ozgen sistemlerinin kullanildig: dikkat ¢ekmektedir. Literatiirde
Hibiskus ve Aymi sefa bitkilerinin, bu ¢6zgen sistemlerinde hazirlanmis
ekstrelerinde, ekstraksiyon verimleri verilmemis olup, elde edilen verim sonuglari
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ile karsilastirma yapilamamistir. Ancak, Hibiskus’un su ile ekstresi hazirlanan bir
calismada ekstraksiyon verimi % 28,3 olarak bulunmustur (Alarcon-Alonso et al.,
2012). Farkli yorelerden elde edilen Sar1 kantaron’un etanol ile hazirlanan
ekstrelerinde, ekstraksiyon verimleri % 19,82 ile % 26,36 araliginda verilmistir
(Marrelli et al., 2014). Bu ¢alismada hazirlanan Sar1 kantaron etanolik esktresinde
ise ekstraksiyon veriminin literatiir verilerine kiyasla daha yiiksek oldugu
gozlendi. Diger yandan olan Karayemis ile yapilan c¢aligmalar sinirli olup bu
calisma kapsaminda taze meyveler kullanildigindan herhangi bir kiyaslama
yapilamadi. Bu baglamda hibiskus, sar1 kantaron, ayni sefa ve karayemis
ekstrelerinin genel olarak ekstraksiyon verimlerinin yiiksek oldugu gézlendi.

3.2 Fitokimyasal Testler (Kalitatif)

Fitokimya (Yunancada: phyton: bitki; chemeia: doniisme) ya da baska bir
deyisle bitki kimyasi, dogal organik iirlin kimyas1 ve bitki biyokimyas1 arasinda
bir yerde, belirli disiplinlerle birlikte son yillarda gelismistir. Bitkiler tarafindan
iiretilen organik maddelerin biyosentezinin, metabolizmasinin ve biyolojik
fonksiyonlariin, kimyasal yapilariyla ele alinmasi fitokimyanin konusu i¢indedir.
Bitkilerin ikincil metabolik faaliyetleri sirasinda ortaya ¢ikarak depolanan, sadece
besin olarak tiiketildikleri zaman insan saghigi igin yararli etkilerde bulunan
biyoaktif bilesiklere bitki kimyasallar1 (fitokimyasallar) denir. Bitkilerin
kendilerine 6zgii renk, koku ve tatlarinin olusmasinda biyolojik aktif maddeler
olan fitokimyasallar etkili bir role sahiptir. Fonksiyonel gida 6zelligi gosteren
fitokimyasallar; alkoloidler, karotenoidler, flavonoidler, polifenoller, fitosteroller,
fitoestrojenler, indoller ve tannenler, silfitler gibi pek ¢ok sekilde
gruplandirilabilmektedir.

Bu c¢aligma kapsaminda hazirlanan bitki ekstrelerinin fitokimyasal icerikleri
kalitatif olarak Bolim 2.2.2 de anlatildigi gibi gergeklestirildi. Kalitatif
fitokimyasal testler genel olarak irdelendiginde tarama yapilan tiim bitkilerin
fenolik bilesik iceriginin oldugu ve hepsinin de flavonoidler agisindan zengin
oldugu soylenebilir. Ancak bunlar arasinda o6zellikle Sar1 kantaron’un ve
Hibiskus’un farkli ¢ozgen sisteminde hazirlanan tim ekstrelerin fitokimyasal
iceriginin c¢esitlilik acisindan en zengin olduklar1 sdylenebilir (Cizelge 3.2 ve
Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.2 Karayemis ve Hibiskus’un fitokimyasal analizleri.

Karayemis Hibiskus
Test

MeOH EtOH MeOH EtOH dH,O

(% 80) (% 70) (% 70) (% 50) Demleme
Tanen 1 + + + + +
Tanen 2 + + +++ +++ +
Alkaloid - - - - -
Antosiyanin - - ++ ++ ++
Kumarin - - ++ ++ ++
Karbohidrat - - ++ ++ +
Fenol + + + + +
Amino asit - - + + +
Glikozid - - ++ ++ +
Fitosterol - - + + -
Flavonoid ++ ++ ++ ++ ++

Cizelge 3.3 Ayni safa ve Sar1 Kantaron’un’un fitokimyasal analizleri

Test Aym Safa Sar1 Kantaron
MeOH EtOH MeOH EtOH dH,O
(% 70) (% 50) (% 70) (% 50) Demleme
Tanen 1 - - +++ +++ ++
Tanen 2 ++ ++ +++ +++ +
Alkaloid - - ++ ++ +
Antosiyanin - - + + -
Kumarin + + +++ +++ T4+
Karbohidrat - - +++ +++ ++
Fenol + + +++ +++ T4+
Amino asit - - - - -
Glikozid - - +++ ++4+ +
Fitosterol + + ++ +++ ++
Flavonoid ++ ++ +++ +++ +++
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Gliniimiize degin bitkiler ile yapilan bir¢ok c¢alismada bitkilerin ¢esitli
Ozelliklerine ve ekstraksiyon kosullarina bagli olarak fitokimyasal igeriklerinin
degistikleri belirtilmektedir (Ekayanti et al., 2013; Senguttuvan et al., 2014,
Ramamurthy and Sathiyadevi, 2017; Vaghasiya et al., 2011). Hibiskus, Sari
kantaron ve Aym sefa fitokimyasal igeriklerine bakildiginda genel olarak;
flavonoid, karbohidrat, amino asit ve ucucu yag agisindan zengin olduklar
goriilmektedir (Bhaskar et al., 2011; Dastagir et al., 2016; Muley et al., 2009).
Ayrica, Hibiskus’ta antosiyanin igerik; Sar1 kantaron’da tanenler; Ayni sefa’da
terpenoidler ve kumarin gézlendigi de rapor edilmistir. Bu baglamda elde edilen
kalitatif fitokimyasal sonuglar ile literatiirdeki bu verilerin benzerlik gosterdigi
gozlendi. Karayemis ile yapilan ¢alismalar smurli olup Kantitatif total fenol,
flavonoid ve antosiyanin igerigin belirlendigi bir ¢alisma (Celep et al., 2012),
karetenoidlerin ve bazi vitaminlerin incelendigi bir ¢aligma (Sanches-Silva et al.,
2013) ve bir de minerallerin ve kantitatif total fenol igerigin belirlendigi bir
caligma (Kolayli et al., 2003) bulunmaktadir. Bunun disinda Kalitatif fitokimyasal
icerik hakkinda herhangi bir veri olmamasi sebebiyle kiyaslama yapilamadi.

3.3 Fenolik Bilesiklerin Tayini (Kantitatif)

Fenolik bilesikler, bir kism1 meyve ve sebzelerin lezzetinin olusmasinda,
etkilidirler. Bunun yani sira fenolik bilesikler gesitli biyolojik etkinliklere de
sahiptirler. Saglik alaninda ¢esitli semptomlarin onlenmesinde veya tedavisinde
kullanilma potansiyelleri bulunmalar1 nedeni ile siklikla calisilan konular
arasindadir. Bu c¢aligmada fenolik bilesiklerce zengin olduklar1 6ngoriilen
Hibiskus, Sar1 kantaron, Ayni sefa ve Karayemis ekstrelerinin kantitatif olarak
Boliim 2.2.3” te belirtildigi sekilde total fenol, total flavonoid ve total antosiyanin
igerikleri  belirlendi. Caligma kapsaminda bitki ekstrelerinin  biyolojik
etkinliklerinin  incelenmesi  hedeflendiginden  etken  konsantrasyonlarin
hesaplanmasinda ve karsilagtirmali deneylerde bitki total fenolik icerikleri temel

olarak alindi.

Total fenol igerigin belirlenmesi icin referans olarak gallik asit, total
flavonoid igerigin belirlenmesi i¢in ise kuersetin kullanildi. Bu bilesiklerin artan
derisimleri ile kalibrasyonlar hazirlandi. Kalibrasyon egrilerinden (Sekil 3.4) elde

edilen lineer regresyon formiilasyonlari ile total fenol ve total flavonoid igerikler
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belirlendi. Total antosiyanin igerik ise pH degisim metodu ile siyanidin-3-glikozid

Olclimiine dayali olarak belirlendi.

a b
- 0,6
E 0,8 2
§ ! £
= L: 0,4
@ 0,6 - 2
8 el 0,3 4
5 04 :
g2 ° E 0.2 -
0,2 -
=f 0,1
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Gallik Asit Derigimi (pg/mL) Kuersetin Derisimi {pg/mL)

Sekil 3.2 a) Total fenol tayini i¢in hazirlanan kalibrasyon grafigi y = 0,0094x + 0,0187
(R?=0,9983), b)Ttotal flavonoid tayini icin hazirlanan kalibrasyon grafigi ; y = 0,0132x - 0,008
(R?=0,9988)

Total fenol ve flavanoid konsantrasyonlari, kalibrasyon grafikleri lineer
regresyon formiilasyonlari kullanilarakj sirasiyla; Gallik Asit Esdegeri (ug
GAE/mL) ve Kuersetin Esdegeri (ug QE/mL) cinsinden hesaplandi. Total
antosiyanin konsantrasyonu ise (A x MA x SF x 1000) / (¢ x L) formiilasyonu ile
mg/L olarak hesaplandi. . Elde edilen sonuglar, her bitki ekstresi i¢in gram ekstre
bagina miligram GAE / QE / Siyanidin 3-glikozid olarak verildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 irdelendiginde Sar1 kantaronun metanolik ve etanolik
ekstrelerinin en yliksek fenol, flavonoid ve kayda deger Olclide antosiyanin
icerdigi goriilmektedir. Diger yandan Hibiskusun metanolik ekstresinin 6zellikle
antosiyaninler acgisindan ¢ok zengin oldugu goriilmektedir. Karayemis ise taze
meyve kiitlesine bagl olarak ¢alisilan diger bitkilere kiyasla en az total fenol ve
diger fenolikleri igermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda mg fenol basina
antosiyanin ve flavonoid agisindan degerlendirildiginde ise Hibiskus metanolik
ekstresinin antosiyanin ve Sari kantaron’un ise flavonoidce zengin oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar ¢alisma kapsaminda tutulan biyolojik aktivitelerin
degerlendirilmesinde etkinin hangi tip fenolik bilesikten gelebilecegini

yorumlamak agisindan yararl olacaktir.
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Cizelge 3.4 Bitki ekstrelerinin total fenol, total flavonoid ve total antosiyanin igerikleri.

Total flavonoid Total antosiyanin
L Total fenol (mg Siyanidin-3-
Bitki | Ekstre (mg QE/ S
(mg GAE/g ekstre) glikozid/
g ekstre)
g ekstre)
Metanolik 53,6 +0,1 4,4+0,7 2,394 + 0,059
(72}
>
X .
g Etanolik 27,9 +£0,5 1,5+0,1 0,914 + 0,005
=
Demleme 27,4+0,3 1,5+£0,1 0,679 + 0,017
— | Metanolik 548,6 £ 12,9 138,0 + 4,0 0,787 + 0,073
(@]
- S
S £ | Etanolik 3422 +8,1 79,7+ 1,9 0,376 + 0,033
(3]
Y
Demleme 18,2+0 42403 0,005 + 0,003
€ | Metanolik 19,7+ 0,6 9,0 +0,3 0,008 + 0,005
N
= ’
Q Etanolik 18,5+0,2 53+0,3 0,007 + 0,005
‘E | Metanolik 3+£0,2 02+0 0,002 + 0,001
>
o
& | Etanolik 3+0,2 0,2+0 0,002+ 0

Farkl: iilkelerden tedarik edilerek metanolik ekstreleri hazirlanan Hibiskus
ile yapilan farkli bir ¢alismada total fenolik igerik, 18,98 + 2.7 mg fenol/g ekstre
ile 29,9 + 0.5 mg fenol/g ekstre araliginda bulunmustur (Zhen et al., 2016). Bu
calismada ise Hibiskus metanolik ekstresinde total fenol igerik daha yiiksek
gozlendi (53,6 £ 0,1 mg fenol/g ekstre). Hibiskus un 2 farkli tiirii ile yapilan bagka
bir ¢calismada ise; hem metanolik hem de demleme ekstreleri hazirlanmis, total
fenol icerikleri 1044 £ 100 mg/100 g ekstre, 1226 + 518 mg/100 g ekstre, 1578 +
213 mg/100 g ekstre ve 1975 £ 269 mg/100 g ekstre olarak bulunmustur. Bu
degerler gram ekstre basina diisiintildiiglinde, bu c¢alismada elde edilen
sonuglardan diisiik oldugu gozlendi. Diger yandan total flavonoid igerigin tiire
bagli olarak 580 + 50 mg/100 g ekstre ile 4257 = 102 mg/100g ekstre araliginda
farklandig1; antosiyanin igerigin ise sadece bir tiirde gozlendigi rapor edilmistir
(Morales-Luna et al., 2018).
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Farkl1 yorelerden elde edilen Sar1 kantaron bitkilerinin etanolik ekstreleri ile
yapilan bir ¢alismada total fenolik igerik; 27,87 + 1,34 mg fenol/g ekstre ile 41,77
+ 0,29 mg fenol/g ckstre araliginda bulunmustur (Marrelli et al., 2014). Sar
kantaron metanolik ekstresi ile yapilan bagka bir ¢alismada ise; total fenol igerik
153 + 0,3 mg fenol/100g o6rnek, total flavonoid igerik 8,5 + 0,1 mg
flavonoid/100g 6rnek olarak bulunmustur. (PharmaGnose, 2015). Bu ¢alismalar
ile karsilastirlldiginda; elde edilen Sar1 kantaron metanolik ve etanolik

ekstrelerinde hem fenolik i¢erik hem de flavonoid igerik yiiksektir.

Etanol ile hazirlanan Ayn1 sefa ekstresi ile yapilan bir ¢alismada total fenol
icerik 313.40 + 6.52 mg fenol/g ekstre; total flavonoid icerik de 76.66 + 23.24 mg
flavonoid/g ekstre olarak verilmistir (Babaee et al., 2013). Bu calismada elde
edilen Ayn1 sefa metanolik ve etanolik ekstrelerinin total fenol ve total flavonoid
iceriklerinin (Cizelge 3.4) daha diisiik oldugu gozlendi. Farkli bitkilerin metanolik
ekstrelerinde total antosiyanin igerigin incelendigi bir calismada ise Ayni sefa
antosiyanin igerik 0,47 + 0,1 mg antosiyanin/100g olarak verilmistir (Benvenuti et
al., 2015). Bu deger gram ekstrede degerlendirildiginde, Cizelge 3.4’te verilen
Ayni sefa metanolik ve etanolik ekstrelerinin antosiyanin icerik degerlerinden

daha diisiik oldugu goézlendi.

Karayemis ile yapilan calismalar sinirli olup Istanbul’da bir bolgeden elde
edilen Karayemis ile yapilan bir caligmada total fenol, total flavonoid ve
antosiyanin igeriklerin hepsinin bir arada incelendigi bir ¢alisma bulunmaktadir
(Celep et al., 2012). Bu ¢alismada Karayemis metanolik ekstresinde; total fenol
icerik 23,64 + 0,84 mg fenol/g ekstre, total flavonoid igerik 16,87 + 0,38 mg
flavonoid/g ekstre olarak bulunmustur. Bu degerlerin, Cizelge 3.4’te verilen
Karayemis metanolik ve etanolik ekstrelerinin total fenol ve total flavonoid igerik
degelerinden yiiksek oldugu goézlendi. Yukarida verilen referans calismada,
antosiyanin igerik 342 + 16,3 mg epigallokatesingallat esdegeri/ g ekstre olarak
verildiginden dolay1 karsilastirma yapilamadi. Trabzon ydresinden elde edilen
Karayemis ile yapilan bagka bir calismada ise etanol, aseton ve su ile ekstreler
hazirlanmis ve sadece su ile hazirlanan ekstrede total fenol igerik berlirlenip 10,4
+ 2,3 mg fenol/100 g ekstre olarak bulunmustur (Kolayli et al., 2003). Bu tez
caligmasinda da Kareyemis meyvesi Trabzon yoresinden elde edildi ve
metanol/etanol ekstreleri hazirlandi. Bu ekstrelerin total fenol igerikleri, gram
ekstrede 3 + 0,2 mg fenol olarak bulundu. Verilen referans ¢alisma ile
kiyaslandiginda total fenolik icerigin daha yiiksek oldugu g6zlendi.
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Farkli bitkilerin farkli ¢6zgen sistemleri ile elde edilen ekstrelerinde total
fenol, total flavonoid ve antosiyanin igeriklerinin incelendigi bir ¢ok calisma
bulunmaktadir (Chandel et al., 2012; Igbal et al., 2015; Kaftanoglu, 2013). Bitki
kaynakli  fenolik  bilesiklerin  incelendigi  literatiir, =~ genel  olarak
degerlendirildiginde ise bu ¢alismada elde edilen bitki ekstrelerinin total fenol ve

total flavonoid i¢erik bakimindan zengin oldugu sdylenebilir.

Fenolik bilesikler ile bir¢ok farkli kaynaktan ¢ikilan tiim calismalar genel
olarak degerlendirildiginde her bir bitkinin elde edildigi yore, tiir, bitkinin
toplanma zamani, depolama zamani ve kosullar1 vb. parametrelerin bitki fenolik
madde miktar1 ve ¢esitliligi agisindan farklanma gosterdiginin dikkate alinmasi
gerektigi aciktir. Ayrica bitkilerin ekstraksiyon kosullar1 (¢6zgenler ve oranlari,
ekstraksiyon siiresi, sicakligi, 1s18a maruziyet vb.), elde edilen bitki ekstrelerinin
ekstraskiyon verimlerinde ve fenolik iceriginde farklanmalar olusumuna sebep

olmaktadir.
3.4 Bitki Ekstrelerinin Antioksidan Etkinligi ve EC5, Degerleri

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri yasamsal faaliyetler sirasinda
endojen ve gesitli ¢evresel faktorlerin etkisi ile meydana gelmektedir. Serbest
radikaller notralize edilmediklerinde viicutta c¢esitli mekanizmalar iizerinden
birgok ciddi patofizyolojik olaylara neden olabilirler. Oksidatif stres, oksidatif
lezyonlara, doku hasarina, mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol acabilen reaktif
oksijen ve reaktif azot tiirlerinin (cogunlukla serbest radikallerin) asir1 iiretimiyle
tetiklenir. Insanlarda ¢esitli kalp damar patolojileri (arterioskleroz ve
hipertansiyon), diyabet, norodejeneratif siiregler (Alzheimer ve Parkinson vb.),
hiicre yipranmasi ve yaslanma, kikirdak iltihabindan gelen patoloji, solunum yolu
hastaliklar1 (kistik fibroz ve astim), Down sendromu ve kanser gibi bir¢ok
multifaktoriyel hastaliklarin olusumunda oksidatif stresin etkisinin oldugu
bilinmektedir. Oksidatif strese karsi, gerek korunma gerekse tedavi
yaklagimlariin gelistirilmesi bu nedenle gereklidir. Dogal antioksidanlarin ¢ogu
bitkisel kaynakli olup antioksidan aktivite gosteren 6zellikle polifenolik bilesikler
lizerine yapilan ¢ok sayida calisma mevcuttur. Polifenolik bilesikler antioksidan
etkinlikleri agisindan ¢ok degerli olmakla birlikte kullanim dozlan
ayarlanamadiginda bazi yan saglik problemlerine neden olmalar1 agisindan
tartisilmaktadir. Bu ¢alismada; elde edilen bitki ekstreleri ile in vitro antioksidan
kapasite belirleme ¢alismalar1t DPPH radikal giderim yontemi ile gergeklestirildi.
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Tiim bitkilerin antioksidan etkinligi oldugu belirlendi ve Oncelikle fenol

konsantrasyonuna bagli antioksidan kapasite degisimini incelemek amaci ile her

bir bitki ekstresinin artan fenol konsantrasyonunda antioksidan etkinligi olgtildii.
Hazirlanan deney serilerinde kontrole kiyasla % kapasite hesaplanarak fenol
konsantrasyonuna karsi grafige gecirildi. Pozitif kontrol olarak kullanilan
Askorbik asit i¢in de benzer deneyler gergeklestirildi (Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil

3.5, Sekil 3.6 ve 3.7).
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Sekil 3.3 Hibiskus ekstreleri antioksidan % etkinlik egrileri ve lineer regresyonlar1 a) Hibiskus

metanolik ekstresi, b) Hibiskus etanolik ekstresi, ¢) Hibiskus demleme ekstresi.
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Sekil 3.4 Ayni sefa ekstreleri antioksidan % etkinlik egrileri ve lineer regresyonlar1 a) Ayni sefa

metanolik ekstresi, b) Ayn sefa etanolik ekstresi.
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Sekil 3.5 Sar1 kantaron ekstreleri antioksidan % etkinlik egrileri ve lineer regresyonlar1 a) Sari

kantaron metanolik ekstresi, b) Sar1 kantaron etanolik ekstresi, ¢) Sart kantaron demleme ekstresi.
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Sekil 3.6 Karayemis ekstreleri antioksidan % etkinlik egrileri ve lineer regresyonlari a) Karayemis

metanolik ekstresi, b) Karayemis etanolik ekstresi.
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Sekil 3.7 Askorbik asit’in antioksidan % etkinlik egrileri ve lineer regresyonu

ECso degerleri ise pg fenol / mL cinsinden etkinlik egrilerinden elde edilen
lineer regresyon formiilasyonlari ile hesaplandi ECsy degerlerinin hesabinda
kullanilan lineer regresyon formiilasyonunda, x; ECs degerini, y ise pg/mL fenol

konsantrasyonu cinsinden % 50’yi ifade etmektedir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 Bitki ekstrelerinin antioksidan etkinlikleri (ECsq degerleri).

. . EC50 . 2
Bitki Ekstre (ng fenol/mL) Lineer Regresyon R

Metanolik 7,1+0,2 y =4,9568x + 14,184 | 0,9792
Hibiskus Etanolik 7,8+ 0,6 y=4,7363x + 13,228 | 0,9842

Demleme 5,7+£0,1 y =6,8768x + 12,566 | 0,9751

Metanolik 6,3+0,4 y=4,8941x + 18,26 | 0,9750
San . _

Etanolik 44+04 y =5,4618x + 21,41 | 0,9794
Kantaron

Demleme 6,7+ 0,4 y =6,6806x +5,3295 | 0,9687

Metanolik 14,3+0,5 y =2,9843x + 5,4014 | 0,9794
Ayni Sefa

Etanolik 16,7+ 1,0 y =2,8694x -2,0591 | 0,9834

Metanolik 11,6 £1,6 y=1,6716x + 31,376 | 0,8066
Karayemis

Etanolik 18,1 +£0,8 y =1,864x + 16,167 | 0,9973
Kontrol Askorbik asit 6,9+ 0,0 y = 8,0101x - 5,2638 | 0,9979

(ng /mL)
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Sonuglar kendi igerisinde degerlendirildiginde; Hibiskus demleme
ekstresinin (5,7 + 0,dug fenol / mL) ve Sari kantaronun tiim ekstrelerinin
(metanolik; 6,3 £ 0,4 pg fenol / mL, etanolik; 4,4 + 0,4 pg fenol / mL, demleme;
6,7+0,4 ngfenol/mL) ECsy degerleri pozitif kontrolden (askorbik asit; 6,9 pg/mL)
daha diistik oldugu, yani iyi bir antioksidan oldugu bilinen askorbik asitten daha
etkin antioksidan kapasite gosterdikleri gézlendi.

Daha once yapilan c¢alismalarda farkli bolgelerden elde edilen Hibiskus
metanolik ekstrelerinin DPPH radikal giderim yontemiyle antioksidan etkinlikleri
belirlenmis ve ECsy degerleri 154,65 pg fenol/mL ile 247,44 pg fenol/mL
araliginda bulunmustur (Wang et al., 2014). Bu baglamda bu ¢alisma kapsaminda
hazirlanan Hibiskus ekstrelerinin antioksidan kapasitelerinin gerek pozitif kontrol

gerekse rapor edilen ¢alisma sonuglarina kiyasla daha iyi oldugu goriilmektedir.

Sar1 kantaron metanolik ekstresi ile antioksidan etkinlik belirlenen bir
caligmada, DPPH radikal giderim ECsy degeri 14,43 + 0,01 pg fenol/mL olarak
verilmistir (Menichini et al., 2013) ve Cizelge 3.5’te verilen Sar1 kantaron
ekstrelerinin antioksidan etkinliklerinin ise Hibiskus bitkisi gibi daha etkin
olduklar belirlendi.

Aymi sefa’nin ¢esitli ¢ozgenlerle hazirlan ekstrelerinde antioksidan
etkinligin arastirildigi bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Ancak, bu caligmalarda
DPPH radikal giderim i¢in ECsg degerleri ekstre derisimi “pg/mL” olarak verildigi
i¢in, elde edilen sonuglarla kiyaslama yapilamadi (Butnariu and Coradini, 2012;
Chakraborthy, 2009; Preethi et al., 2008).

Karayemis ile yapilan calismalar sinirli olup, antioksidan etkinligin
belirlendigi tek bir c¢alisma bulunmaktadir (Kolayli et al., 2003). Trabzon
yoresinden elde edilen Karayemis ile hazirlanan ekstrenin DPPH radikal giderim

ECso degeri 28,6 + 2,9 ng/mL olarak verildigi igin karsilastirma yapilamadi.

Sonuglar Cizelge 3.4 ile birlikte degerlendirildiginde ise genel olarak
fenolik icerigin 6zellikle flavonoidlerin zengin oldugu bitki ekstrelerinin daha iyi
radikal giderim etkisine sahip oldugu gozlendi. Ancak sonuglarin teyit edilmesi
icin bitki ekstresinde var olan etkin maddelerin saflstirilmas1 ve yapilarinin

belirlenmesi gerekliligi agiktir.
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3.5 Metal Selatlama Kapasitesi ve ECsy Degerleri

Gegis metalleri; oksidan hasarii dolayli yoldan hizlandirmaktadirlar. Demir
ve bakir iyonlar1 in vivo kosullarda bazi az reaktif bilesiklerin ¢ok kisa siirede
daha reaktif sekillerine donlismelerini saglayabilirler. Bu ylizden organizmada
tastyic1 protein ve depo proteinlerine bagh halde tutulurlar (6rn; Hemoglobin,
transferrin). Metal selatlama 6zelligi olan antioksidan maddeler serbest metali
baglayarak etkisizlestirler ve boylece serbest radikal olusumunu inhibe ederler. Bu
nedenle metal selatlama o6zelligi antioksidan aktiviteyi belirlemede Oonemli rol
oynamaktadir. Bir baska deyisle, selatlama ajanlar1 redoks potansiyelini
indirgeyerek metal iyonlarinin oksidasyonunu stabilize edebilirler. Bu nedenle
selatlama ajanlar1 ikincil antioksidanlardir. Serbest demir (Fe) ve bakir (Cu)
iyonlari, memeli dokularinda en fazla redoks-aktif metallerdir. Hidroksil
radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin {retilmesiyle doku hasarina neden
olabilirler. Demir veya bakir katalize redoks reaksiyonlari, diyabetik
komplikasyonlarda rol oynayabilir. Bu nedenle bu metallerin selatlanarak
ortamdaki aktifliklerinin azaltilmasi hedeflenir. Bu ¢alismada, dogal kaynak
olarak esit miktarda fenol iceren ¢esitli bitki ekstrelerinin % metal selatlama
etkinlikleri incelendi (Cizelge 3.6) ve yiiksek metal selatlama etkinligi gosteren
ekstrelerin ECso degerleri belirlendi.

Cizelge 3.6 Bitki ekstrelerinin metal selatlama (%) kapasiteleri(Radikal olusumunun inhibisyonu)

Bitki Ekstre Metal Selatlama
(10 pg fenol) (%)
Metanolik 6,6
Hibiskus Etanolik -
Demleme -
Metanolik 2.1
Sar1 Kantaron | Etanolik 25
Demleme -
Metanolik 10,1
Aym Sefa Etanolik 25,7
Metanolik 23,0
Karayemis Etanolik 23,1
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Diisiik fenol miktarlarinda yiiksek selatlama kapasitesi gozlenen Ayni sefa
ve Karayemis ekstrelerinin ECsy degerlerinin belirlenmesi amaci ile herbir bitki
ekstresinin artan fenol konsantrasyonunda metal selatlama etkinligi olgtldii.
Hazirlanan deney serilerinde kontrole kiyasla % kapasite hesaplanarak fenol
konsantrasyonuna kars1 grafige gecirildi (Sekil 3.6).

% Selatlama
=y ]
=1
1
% Selatlama
a
=]
1

50

y=02729x+ 38,322 20 4 y=03597x+16,422

R* =0,9504 R*=0,839
41:' T T ! D T T 1
20 e 100 140 0 50 100 150
Fenol Derisimi {pg fenol/mL) Fenol Derisimi (pg fenol/mL)

Sekil 3.8 a) Ayni sefa etanolik ekstresinin metal selatlama % etkinlik egrisi ve lineer regresyonu b)

Karayemis etanolik ekstresinin metal selatlama % etkinlik egrisi ve lineer regresyonu

ECsp degerleri ise pg fenol / mL cinsinden etkinlik egrilerinden elde edilen
lineer regresyon formiilasyonlart ile hesaplandi ECsy degerlerinin hesabinda
kullanilan lineer regresyon formiilasyonunda, x; ECsq degerini, y ise pg/mL fenol

konsantrasyonu cinsinden % 50’yi ifade etmektedir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7 Ayni1 sefa ve Karayemis etanolik ekstrelerinin metal gelatlama ECsq degerleri.

(ECso)

: 2
(ng fenol/mL) Lineer Regresyon R

Bitki Ekstre

Aym Sefa | Etanolik 423+6,3 y =0,2729x + 38,322 | 0,9504

Karayemis | Etanolik 93,3+0,9 y =0,3597x + 16,422 | 0,839

Ayni sefa etanolik ekstresinin ECsg degeri, Karayemis etanolik ekstresine
gore daha diisiik oldugundan dolay1 goreceli olarak daha yiiksek metal selatlama
kapasitesine sahip oldugu diisliniildii. Literatiirde Ayni sefa ile metal selatlama
etkinligin incelendigi sadece bir ¢alisma bulunmakta olup (Joshan and Rawal,

2012) Aym sefa ekstresinin demir metal selatlama etkiniligi gozlenmistir, bu
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caligmada ise bakir selatlama etkisi bakildi. Karayemis i¢in de; metanolik ekstresi
ile yapilan bir metal selatlama caligmasi bulunmaktadir; fakat bu calismada da
demir metal selatlama etkinligi degerlendirilmistir ve sonug¢ olarak demir metal
selatlama etkinligi gézlenmemistir (Celep et al., 2012). Ancak; farkli bitkiler ile
yapilan metal selatlama etkinligi belirleme calismalar1 literatiirde mevcuttur.
Ornegin; Mucuna pruriens (Kadife fasiilye)’nin ¢esitli ¢dzgenlerle elde dilen
ekstreleri ile yapilan bir calismada, demir selatlama ICsy degerleri 220-1030
pug/mL araliginda bulunmustur (Kumar et al., 2010). Bu degerlerin, Ayn1 sefa ve

Karayemis i¢in bulunan degerlere gore daha ytliksek oldugu goriilmektedir.

Metal selatlama veya radikal olusumunun inhibisyonu antioksidan etkiye
yardimc1 bir parametredir. Yaklasim olarak antioksidan etkinin iyi oldugu
bitkilerin benzer sekilde yliksek metal selatlama etkinligi gdstermesi beklenir.
Ancak incelenen bitki ekstrelerinde fenolik igerigi en diisiik konsantrasyondaki
bitki ekstrelerinin daha etkin olduklar1 bu calisma kapsaminda gézlendi. Bu ise
selatlamada etkin olabilecek bilesik karakteristiginin farkli olmasit olarak
diisiiniildii. Ancak sonuglarin teyit edilmesi i¢in bitki ekstresinde var olan etkin

maddelerin saflstirilmasi ve yapilarinin belirlenmesi gerekliligi agiktir.
3.6 a-Glukozidaz inhibisyonu ve I1Cs, Degerleri

a-Glukozidaz enzimleri ince barsagin yiizeyinde bulunurlar ve kompleks
karbohidratlarin pargalanmasindan sorumludurlar. Bu enzimin inhibisyonu ile kan
akigina glukozun katiliminin yavaglatilmasi hedeflenir. o-Glukozidaz enzim
inhibitorleri, karbohidrat emilimini geciktirmeleri ile tip 2 diyabet tedavisinde

kullanilan 6nemli yaklagimlardan biridir.

a-Glukozidaz inhibisyonun belirlenmesi amaciyla aktivite Ol¢limlerinde
enzimin sentetik bir substrati olan p-nitrophenyl-a-D-glukozid kullanildi. Yontem
enzimatik reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan p-Nitrofenol’iin olusturdugu rengin
olglimiine dayali olup hazirlanan p-Nitrofenol ile kalibrasyon grafigi (y=0,0105x,
R2:1) yardimi ile enzim aktivitesi ve bitki ekstrelerinin inhibitor aktiviteleri

hesaplandi.

Bu baglamda oOncelikle laboratuvarimizda hazirlanan o-Glukozidaz
enziminin (Saccharomyces cerevisiae) spesifik aktivitesi 40,3 + 1,8 U/mg protein
olarak bulundu.



45

a-Glukozidaz inhibisyonunun incelenmesi amaciyla; bitki ekstrelerinin her
birinin reaksiyon ortamindaki fenol konsantrasyonu sabit olacak sekilde
deneysetleri hazirlanarak enzim inhibisyonu incelendi. (Cizelge 3.8) ve yiiksek

enzim inhibisyonu gosteren ekstrelerin 1Csy degerlerini belirlendi.

Cizelge 3.8 Bitki ekstrelerinin a-glukozidaz inhibisyon etkinlikleri

Ekstre a-glukozidaz
Bitki Inhibisyonu
( 8 ng fenol) (%)
Metanolik 13,9
Hibiskus Etanolik 20,2
Demleme 17,5
Metanolik 33,5
Sar1 Kantaron Etanolik 50,0
Demleme 441
Metanolik 8,7
Ayni Sefa X
Etanolik 11,2
Metanolik 32,0
Karayemis -
Etanolik 53,0

Cizelge 3.8 den de acikca goriildiigii gibi her bir ekstreden reaksiyon
ortaminin esit miktarda fenol icerecek sekilde ilave edilmesine ragmen bitki
ekstrelerininin enzim inhibisyon oranlarmin farkli olmasi gerek tiir gerekse

degisik ekstraksiyon kosullarinda fenolik bilesik ¢esitliligi olarak agiklanabilir.

a-Glukozidaz enzim inhibisyonunda konsantrasyona bagli inhibitor (bitki
ekstresi;fenol) etkisini incelemek amaci ile en iyi a-Glukozidaz inhibitor aktivitesi
gosteren Sar1 Kantaron (etanolik, demleme) ve Karayemis (metanolik,etanolik)
ekstrelerini  artan fenol konsantrasyonunda igeren ortamda a-Glukozidaz
aktivitesi ol¢iildii. Hazirlanan deney serilerinde kontrole kiyasla % Inhibisyon
degerleri hesaplanarak fenol konsantrasyonuna kars1 grafige gegirildi (Sekil 3.9 ve
3.10). Pozitif kontrol olarak kullanilan Akorboz i¢in de benzer deneyler
gerceklestirildi (Sekil 3.11). ICso degerleri ise % Inhibisyon egrilerinden elde

edilen lineer regresyon formiilasyonlari ile hesaplandi (Cizelge 3.9).
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Sekil 3.9 Sar1 kantaron ekstrelerinin % inhibisyon egrileri ve lineer regresyonlari; a) Sar1 kantaron

etanolik ekstresi, b) Sar1 kantaron demleme ekstresi.
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Sekil 3.10 Karayemis ekstrelerinin % inhibisyon egrileri ve lineer regresyonlar1, a) Karayemis

metanolik ekstresi, b) Karayemis etanolik ekstresi.
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Sekil 3.11 Akarbozun % inhibisyon egrisi ve lineer regresyonu
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Cizelge 3.9 Sar1 kantaron ve Karayemis ekstrelerinin, a-glukozidaz inhibisyonu;I1Csy degerleri.

(ICs0)*

Bitki Ekstre (ng fenol/mL)

Lineer Regresyon R?

Sart Etanolik 7,1+03 | y=30802x+28,128 | 0,8952

Kantaron | pemleme 143+0,8 | y=25695x + 13,228 | 0,9591

Metanolik 39,5+1,8 y =1,0513x + 8,3642 | 0,9379

Karayemis
Etanolik 21,9+0,6 | y=12456x+22,75 | 0,9483
Kontrol Akarboz 157,4+2,0 | y=0,1993x + 18,63 | 0,9699
(ng/mL)

" a-glukozidaz aktivitesinin % 50’sini inhibe eden fenol konsantrasyonu

Sonuglar irdelendiginde tiim bitki ekstrelerinin kiyaslama amaci ile
kullanilan ve glikozid yapida, ilag olarak kullanilan iyi bir a-glukozidaz inhibit6rii
oldugu bilinen akarbozdan daha iyi bir 1Csy degerine sahip oldugu
gozlenmektedir. Ancak burada kullanilan akarboz tablet olarak alinip ¢oziilerek
hazirlandig1 i¢in etken madde gerikazaniminin diisiik olabilecegi ve bundan dolay1
yikksek bir I1Csy degeri bulunmus olabilecegi diisiiniildii. Saf etken madde

kullanilmadigindan dolay1 ekstre 1Csq degerleri ile karsilastirma yapilamadi.

Giiniimiize degin yapilan birgok ¢alismada bitki ekstrelerinde a-glukozidaz
inhibisyonuna yonelik c¢alismalar mevcuttur ancak bunlarda bizim ¢alisma
kapsamimizda tutulan bitkiler i¢in ICsq degerleri hesaplanmamistir. Diger yandan
Yaban mersini yapraklarinin ekstreleri ile yapilan bir ¢alismadaki (Bljajic et al.,
2017)  1Cso degerleri 2,53 + 0,21 mg/mL, 0,29 + 0,02 mg/mL ekstre
konsantrasyonu cinsinden verilmistir. Bu ¢alisma ekstre konsantrasyonu cinsinden
verildiginden calisilan bitki ekstreleri ile kiyaslanamadi. Ancak bitki ekstreleri
ICso degerlerinin Akarboz igin belirlenen ICsy degerinden kayda deger Olgilide
diisiik olmasi galigma kapsaminda elde edilen bu ekstrelerin potansiyel a-

glukozidaz inhibitorii igermesi agisindan 6nemlidir.
3.7 DPP-4 inhibisyonu ve I1Cs, Degerlerinin Belirlenmesi

Inkretin hormonlar, pankreas beta hiicrelerinden glukoz ile uyarilan insulin
salgilanmasimi artirir. Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve glukoz bagimli
insulinotropik polipeptid (GIP) en 6nemli iki inkretin hormonlardir. Inkretinler
hizli bir sekilde dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) enzimi tarafindan yikilirlar. Tip 2
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diyabet ag¢isindan bakildiginda DPP 4; glukagon benzeri peptid (GLP-1 ve 2) ve
glukoz bagimli insiilinotropik polipeptid (GIP) gibi inkretin hormonlarin
inaktivasyonundan sorumludur. Inkretinler insulin salimii stimiile edici ve kan
glukoz kontroliinii diizenleyici etkilere sahiptirler. Bu nedenle Dipeptidil peptidaz
4 inhibisyonu ile inkretinlerin degredasyonunun engellenmesi ile glisemik
kontroliin saglanmast miimkiin olabilecektir. Bu yaklasimla son yillarda
arastirmacilar DPP-4 inhibitorii olabilecek bilesenler ve bunlarin antidiyabetik

olarak kullanimina yogunlasmislardir.

DPP-4 inhibisyonun belirlenmesi amaciyla aktivite olglimlerinde enzimin
sentetik bir substratt olan Gly-Pro-p-nitroanilid kullanildi. Y6ntem enzimatik
reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan p-Nitrofenol’lin olusturdugu rengin Glgiimiine
dayali olup hazirlanan p-Nitrofenol ile kalibrasyon grafigi (y=0,0278x + 0,0058,
R220,9998) yardimi ile enzim aktivitesi ve bitki ekstrelerinin inhibitor aktiviteleri
hesaplandi. Bu baglamda o6ncelikle laboratuvarimizda hazirlanan DPP-4 enzim
preparatinin (Bébrek) spesifik aktivitesi 15,5 + 0,4 U/mg protein olarak bulundu.

Tim ekstrelerde DPP-4 inhibisyonunun incelenmesi amaciyla; bitki
ekstrelerinin her birinin reaksiyon ortamindaki fenol konsantrasyonu sabit olacak
sekilde deney setleri hazirlanarak enzim inhibisyonu incelendi. (Cizelge 3.10) ve

yiiksek enzim inhibisyonu gosteren ekstrelerin I1Csq degerleri belirlendi.

Cizelge 3.10 Bitki ekstrelerinin DPP-4 enzim inhibisyonu

Ekstre DPP-4 Inhibisyonu
(10 pg fenol) (%)

Metanolik -
Hibiskus Etanolik -
Demleme -
Metanolik -

Bitki

Sar1 Kantaron Etanolik 27
Demleme R

Metanolik -
Etanolik -

Metanolik 9
Etanolik 25

Ayni Sefa

Karayemis
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Cizelge 3.9 dan goriildiigii gibi her bir ekstreden reaksiyon ortaminin esit
miktarda fenol icerecek sekilde ilave edilmesine ragmen bitki ekstrelerininin
sadece Ugiinde enzim inhibisyonu saptandi. Burada ozellikle Sar1 kantaron ve

Karayemis’in etanolik ekstrelerinde kayda deger bir inhibisyon oldugu gozlendi.

DPP-4 enzim inhibisyonunda konsantrasyona bagli inhibitér (bitki
ekstresi;fenol) etkisini incelemek amaci ile DPP-4 inhibitor aktivitesi gOsteren
Sar1 Kantaron (etanolik) ve Karayemis (metanolik,etanolik) ekstrelerini artan
fenol konsantrasyonunda igeren ortamda DPP-4 aktivitesi Ol¢iildii. Hazirlanan
deney serilerinde kontrole kiyasla % Inhibisyon degerleri hesaplanarak fenol
konsantrasyonuna karsi grafige gecirildi (Sekil 3.12 ve 3.13). Pozitif kontrol
olarak kullanilan Diprotein A igin de benzer deneyler gergeklestirildi (Sekil 3.13).
ICso degerleri ise % Inhibisyon egrilerinden elde edilen lineer regresyon

formiilasyonlari ile hesaplandi (Cizelge 3.11).

80 - b =0 -
_ 60 A -
[+] o 60
2y =
£ 40 =2
— =
= =
F 5 ® 10
y = 0,515x + 6,437 ¥= Dr;ff'%lg;;n’B
2 — I
o ; R™= 0,963 20 . . . |
o 30 50 90 10 30 50 70 90
Fenol Crerigimi {pg fenol/mL) Fenol Derisimi {pg fenol/mL)

Sekil 3.12 Karayemis ekstrelerinin % inhibisyon egrileri ve lineer regresyonlari, a) Karayemis

metanolik ekstresi, b) Karayemis etanolik ekstresi.

a b
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Sekil 3.13 a) Sar1 kantaron etanolik ekstresinin % inhibisyon egrisi ve lineer regresyonu, b)

Diprotein A’nin % inhibisyon egrisi ve lineer regresyonu.
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Cizelge 3.11 Sari kantaron ve Karayemis ekstrelerinin, DPP-4 inhibisyonu;ICs, degerleri.

fy s (leo)* . 2
Bitki Ekstre (ng fenol/mL) Lineer Regresyon R
Sari Etanolik 69,0 +2,2 y=0,5478x + 11,02 | 0,9664

Kantaron

Metanolik 83,7+ 1,3 y = 0,515x + 6,9437 0,9635
Karayemis -

Etanolik 54,1+2,0 y = 0,3601x + 30,3 0,959
Kontrol | DIProtein A 9,5+ 0,1 y=4,2795x + 9,164 | 0,632

(ng /mL)

*DPP-4 aktivitesinin % 50’sini inhibe eden fenol konsantrasyonu

Literatiirde Sar1 kantaron ve Karayemis ekstrelerinin DPP-4 inhibisyonuna
Ancak, farkli bitki ekstreleri ile
gerceklestirilen DPP-4 inhibisyonuna yonelik ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak bu
degerleri  “pg/mL”
yapilamadi (Oliveira et al. 2017; Saleem et al., 2014). Sar1 kantaron ve Karayemis

yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir.

calismalarda ICs olarak verildiginden karsilastirma
ekstrelerinin, kiyaslama amaci ile kullanilan ve peptid yapida spesifik bir DPP-4
inhibitori oldugu bilinen Diprotein A’dan daha yiiksek 1Csy degerlerine sahip
olduklart gozlenmektedir. Hazirlanan bitki ekstreleri kompleks bir karisim
oldugundan ger¢ek bir degerlendirme yapabilmek i¢in ekstrelerden etken
maddelerin saflastirilip yapisinin analizlenmesi ve saf bilesen ile deneylerin

tekrarlanmasi ile daha dogru sonuglara ulasilacag: agiktir.
3.8 a-Amilaz Inhibisyonu ve 1Cs, Degerlerinin Belirlenmesi

a-Amilaz, pankreas ve tikiirlik bezinin belirgin bir salgi {riniidiir.
Kopmleks karbohidratlarin, oligosakkaritlere ve disakkaritlere hidrolizindeki ilk
asamadan sorumludur. Mevcut a-amilaz inhibitorleri, birgok yan etkilere sahiptir.
Bu nedenle, a-amilaz inhibisyonu ¢in daha az yan etkiye sahip alternatif

tedavilerin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Tip 2 diyabet tedavisindeki yaklagimlardan bir digeri olan o-Amilaz
inhibisyonunun incelenmesi amaciyla; bitki ekstrelerinin her birinin reaksiyon
ortamindaki fenol konsantrasyonu sabit olacak sekilde deney setleri hazirlanarak
enzim inhibisyonu incelendi. (Cizelge 3.12) ve yiiksek enzim inhibisyonu

gosteren ekstrelerin ICsp degerlerini belirlendi.
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Cizelge 3.12 Bitki ekstrelerinin a-amilaz enzim inhibisyonu

Bitki Ekstre ) a-Amilaz
(10 pg fenol) Inhibisyonu (%)
Metanolik 40
Hibiskus Etanolik 29
Demleme -
Metanolik 32
San ;
Kantaron Etanolik 21
Demleme 3
Metanolik 37
Ayni Sefa
Etanolik 34
Metanolik 35
Karayemis
Etanolik 32

Cizelge 3.12 den de goriildigii gibi Hibiskus ve Sari kantaron demleme
ekstreleri disindaki ekstrelerinin tiimiinde benzer oranlarda inhibisyon gozlendi.
a-Amilaz enzim inhibisyonunda konsantrasyona bagli inhibitér (bitki
ekstresi;fenol) etkisini incelemek amaci ile tim bitkilerin metanolik ekstreleri
secildi ve artan fenol konsantrasyonunda igeren ortamda a-Amilaz aktivitesi
olciildii. Hazirlanan deney serilerinde kontrole kiyasla % Inhibisyon degerleri
hesaplanarak fenol konsantrasyonuna karsi grafige gegirildi. 1Csq degerleri ise %
Inhibisyon egrilerinden elde edilen lineer regresyon formiilasyonlar: ile
hesaplandi (Sekil 3.14 ve Cizelge 3.13). Hibiskus ve karayemis ekstreleri disinda
diger bitki ekstrelerinde, lineer inhibisyon gozlenmedigi i¢in ICso degeri

hesaplanamadi.
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Sekil 3.14 a) Hibiskus metanolik ekstresinin % inhibisyon egrisi ve lineer regresyonu

b) Karayemis metanolik ekstresinin % inhibisyon egrisi ve lineer regresyonu

Cizelge 3.13 Hibiskus ve Karayemis ekstrelerinin, a-amilaz enzim inhibisyonu; 1Cs degerleri.

. (I CSO)* . 2
Bitki Ekstre Lineer Regresyon R
(ng fenol/mL)

Hibiskus Metanolik 48,3+5,3 y =0,3x + 36,702 0,9100

Karayemis | Metanolik 37,9+ 1,6 y =0,1067x + 46,089 | 0,9598

* a-Amilaz aktivitesinin % 50’sini inhibe eden fenol konsantrasyonu

Demeleme yontemiyle hazirlanan Hibiskus ekstresi ile o-amilaz
inhibisyonunun incelendigi bir c¢alismada, Hibiskus ekstresinin inhibisyon
gostermedigi rapor edilmisitir (Ifie et al., 2016). Benzer sekilde hazirlanan iki
farkli Hibiskus tiiriniin ekstreleri ile a-amilaz inhibisyonunun incelendigi baska
bir ¢alismada ise 1Csp degerleri ekstre miktar1 {izerinden belirlenmis olup 187,9 +
10,2 pg/mL ve 90,5 + 5,2 pg/mL olarak rapor edilmistir (Ademiluyi and Oboh,
2013). Bu ¢alisma kapsaminda ise fenolik i¢erge gore hesaplamalar yapildigindan
kiyaslama yapilamadi. Karayemis ile giinlimiize degin yapilan bir calisma
olmadig1 gozlendi. Ancak, farkli bitkilerle yapilan bircok a-amilaz inhibisyon
calismas1 bulunmaktadir. Ornegin; Sinameki ile yapilan bir ¢alismada ICsq degeri
123,95 pg fenol/mL bulunmustur (Thilagam et al., 2013).

Elde edilen sonuglar dogrultusunda bu ekstrelerin ileri diizeyde yapilacak

caligmalar ile degerlendirilmesi gerektigi diistiniildii.
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3.9 Lipoksigenaz Enzim Inhibisyonunun ve ICs, Degerlerinin
Belirlenmesi

Inflamasyonun kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser, astim, alerji,
eklem hastaliklar1, deri hastaliklari, sindirim bozukluklari, demans ve Alzheimer
gibi kronik hastaliklarin olusmasinda rol oynadigi ve bu hastaliklara eslik ettikleri
bilinmektedir. Bu nedenle asir1 inflamasyonun onlenmesinde tedavide 6nemli yeri
olan yan etkileri minimuma indirilmis antiinflamatuvar etkili yeni bilesiklerin
tasarlanip gelistirilmesi bir¢ok arastirmanin konusudur. Bu baglamda ila¢ hedefi
olarak inflamasyon mekanizmasinda etkin olan birgcok mekanizma iizerinden
calisabilecek ila¢ hedefleri iizerine calisilmaktadir. Ancak bunlardan o6zellikle
siklooksigenazlar ve lipoksigenazlarin spesifik inhibitorlerinin veya bunlarin dual
inhibitorlerinin bulunmasi tizerine bir ¢ok ¢aligma mevcuttur. Bitkisel kaynakli
etkin inhibitdrlerinin ¢alisilmasi bilimsel yonden arastirilarak negatif ya da pozitif
yonlerinin tespiti, kimyasal ilaglarla farkliliklarinin belirlenmesinde bir 1s1k

tutacaktir.

Lipoksigenaz inhibisyonunun incelenmesinde literatiir bilgileri de goz
Oniine alinarak bitkilerin sadece metanolik ekstreleri degerlendirmeye tabi tutuldu.
Bu amagla metanolik ekstrelerin reaksiyon ortamindaki fenol konsantrasyonu
sabit olacak sekilde deney setleri hazirlanarak enzim inhibisyonu incelendi.
(Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14 Tim bitkilerin metanolik ekstrelerinin belirli fenol derisimlerinde gosterdigi

lipoksigenaz enzim inhibisyonu yiizdeleri.

Bitki o oil;Sthfml) Iillphcilliigi?iz
(%)
Hibiskus Metanolik 21
Sar1 Kantaron Metanolik 47
Ayni Sefa Metanolik 23
Karayemis Metanolik 28

Lipoksigenaz enzim inhibisyonunda konsantrasyona bagli inhibitdr (bitki
ekstresi;fenol) etkisini incelemek amaci ile artan fenol derisimlerinde metanolik
ekstreleri iceren ortamda lipoksigenaz aktivitesi oOlgiildii. Ancak; Hibiskus
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metanolik ekstresinin disinda diger ekstrelerde fenol derisimlerinin artmasi ile
lipoksigenaz inhibisyonunda herhangi bir degisim gézlenmedi. Bu nedenle sadece
Hibiskus metanolik ekstresi ile hazirlanan deney serilerinde kontrole kiyasla %
Inhibisyon degerleri hesaplanarak fenol konsantrasyonuna kars1 grafige gecirildi
(Sekil 3.15). 1Cso degerleri ise % Inhibisyon egrilerinden elde edilen lineer

regresyon formiilasyonlari ile hesaplandi (Cizelge 3.15).

80 -
50 -
|
[=]
o
& 40
-
E
=
20 -
v =0,7962x+ 3,6269
R? =0,9884
D T T T 1
0 20 40 50 80

Fenol Derisimi {pg/ml)

Sekil 3.15 Hibiskus metanolik ekstresinin % inhibisyon egrisi ve lineer regresyonu

Cizelge 3.15 Hibiskus metanolik ekstresinin lipoksigenaz inhibisyonu; ICsq degeri.

(ICs0)*

H 2
(ng fenol/mL) Lineer Regresyon R

Bitki Ekstre

Hibiskus | Metanolik 58,3+22 y =0,7962x + 3,6269 0,9884

* Lipoksigenaz aktivitesinin % 50’sini inhibe eden fenol konsantrasyonu

Gilinlimiize degin Lipoksigenaz inhibisyonu i¢in bitki ekstreleri ile yapilan
calismalarda Hibiskus ile yapilmig bir ¢alismaya rastlanmadi. Ancak; antosiyanin
icerigi yiiksek bulunan Rubus jamaicensis, Rubus rosifolius, Rubus racemosus,
Rubus idaeus ve Rubus acuminatus (bogiirtlen ve ahududu tiirleri) hekzan, etil
asetat ve metanol ile hazirlanmis ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada, bu
ekstrelerin anti-inflamatuar etkinligi oldugu rapor edilmistir (Bowen-Forbes et al.,
2010). Bu baglamda bu ¢alisma kapsaminda tutulan diger bitkilerin ekstrelerine
kiyasla, antosiyanin igerigi (Cizelge 3.4) yiliksek bulunan Hibiskus metanolik
ekstresinin  lipoksigenaz inhibisyonu {iizerine olan etkisinin, antosiyanin

iceriginden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniildii.
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3.10 Glikasyon inhibisyonu ve ICs, Degerlerinin Belirlenmesi

Protein glikasyonu, proteinlerin serbest amino gruplarinin, sekerlerin
karbonil gruplari ile enzimatik olmayan ve kendiliginden olusan reaksiyonlar ile
gergeklesir. Protein glikasyonu sonucunda olusan {riinlerin  birikmesi ile
proteinlerin yapisinda degisiklikler meydana gelir. Bu degisikliklerin; yaslanma
ve yaslanmaya bagli hastaliklar, ndropati, nefropati, retinopati, Alzheimer
hastalig1 gibi birgok 6nemli hastalik ile iliskisi bulunur ve bu nedenle glikasyon
inhibisyon caligmalar1 yapilmaktadir. Protein glikasyonu Schiff bazi olusumuyla
baslamaktadir. Schiff bazi olusumu saatler igerisinde ger¢eklesmekte ve
sonrasinda giinler igerisinde Amadori {iriinlerine doniismektedir. Amadori iirtinleri
ise daha sonra dikarbonil bilesiklerine ve sonrasinda da haftalar icerisinde ileri
glikasyon son iriinlerine (AGE) déntismektedir. Glikasyonun inhibisyonu, AGE
olusumunun ve AGE aracili hasarin farkli adimlarina miidahalede bulunarak

gerceklestirilir.

Diyabetin en yaygin komplikasyonlarindan birisi olan protein
glikasyonunun inhibisyonunun incelenmesi amaci ile glukoz ve BSA (sigir serum
alblimin) ile in vitro glikasyon ortami olusturuldu. Bu ortama bitki ekstrelerinin
her birinin reaksiyon ortamindaki fenol konsantrasyonu sabit olacak sekilde deney

setleri hazirlanarak AGE olusumunun inhibisyonu incelendi. (Cizelge 3.16).

Cizelge 3.16 Bitki ekstrelerinin glikasyon inhibisyonu (AGE olusumu)

Bitki Ekstre Glikasyon Inhibisyonu
(10 ng fenol) (%)

Metanolik 26

Hibiskus Etanolik 22
Demleme 25
Metanolik 49

Sar1 3

Kantaron Etanolik 47
Demleme 45
Metanolik 19

Aym Sefa -
Etanolik 10
Metanolik

Karayemis -
Etanolik 4




56

AGE olusumunun inhibisyonunda (deglikasyon) konsantrasyona bagl
inhibitér (bitki ekstresi;fenol) etkisini incelemek amaci ile artan fenol
derisimlerinde metanolik ekstreleri igeren ortamda deglikasyon etkinligi 6l¢iildii.
Ancak; Sar1 kantaron ve Karayemis metanolik ekstreleri disinda diger bitki
ekstrelerinde fenol derisimlerinin artmasi ile glikasyon inhibisyonunda herhangi
bir degisim gbzlenmedi. Bu nedenle sadece Sar1 kantaron ve Karayemis metanolik
ekstreleri ile hazirlanan deney serilerinde kontrole kiyasla % Inhibisyon degerleri
hesaplanarak fenol konsantrasyonuna karsi grafige gecirildi (Sekil 3.16). 1Cs
degerleri ise % Inhibisyon egrilerinden elde edilen lineer regresyon

formiilasyonlari ile hesaplandi (Cizelge 3.17).

d b a0 -
E g 30
& E
= S 20
£ E
# 20 4 v=0,8373x+ 25,34 # 10 - ¥=2,905x+ 56,1033
R? =0,8564 R*=0,9787
u T T T 1 u T T 1
o 20 40 60 80 o 4 8 12

Fenol Derisimi (pg fenol /mL) Fenol Derisimi (ug fencl/mL)

Sekil 3.16 a) Sar1 kantaron metanolik ekstresinin % inhibisyon egrisi ve lineer regresyonu,

b) Karayemis metanolik ekstresinin % inhibisyon egrisi ve lineer regresyonu

Cizelge 3.17 San kantaron ve Karayemis metanolik ekstrelerinin, glikasyon inhibisyonu;lCs

degerleri.
ot (1Cs0)* : )
Bitki Ekstre (ng fenol/mL) Lineer Regresyon R
ﬁa“ Metanolik | 294+13 | y=08373x+2534 | 08564
antaron
Karayemis | Metanolik 154+2,4 y =2,905x + 6,1033 0,9787

* Glikasyonun % 50’sini inhibe eden fenol konsantrasyonu

Sar1 kantaron’un birden ¢ok ¢bdzgen (etil asetat, metanol, biitanol, hekzan,
diklorometan, su) ile hazirlanan ekstreleriyle yapilan bir ¢alismada deglikasyon
etkinlikleri incelenmis ve ekstrelerin belirli derisimlerinde ¢esitli %’lerde
inhibisyon gozlenmistir. Ancak, 1Csy belirleme ¢alismasi yapilmamistir (Abbas et
al., 2013). Konuya iliskin Karayemis ile yapilan bir ¢alismaya rastlanmadi. Bazi
tropikal bitki ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada ise (Ramkissoon et al., 2013)
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etanolik ekstrelerin glikasyon inhibisyonu igin ekstre miktarlar1 baz olarak alinan
I1Csp degerleri 7,7 -24,1 mg/mL olarak verilmistir. Ancak bunlarin fenol miktarlar
ile degerlendirmesi yapilmadigindan bu c¢alisma kapsaminda elde edilen

sonuglarin degerlendirilmesi yapilamadi.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Gilinlimiizde kullanilan ilaglarin ¢ogunda etken maddeler bitki kaynaklidir.
Dogal kaynaklarin tercih edilmesindeki en dnemli etmen, sentetik maddelerin yan
etki icermeleridir. Tip 2 diyabet tedavisinde de bitkisel tedaviler, bitkilerin
sentetiklere gore diisiik toksisiteye sahip olmalar1 ve yiliksek biyouyumluluk
gostermelerinden dolayr yaygindir (Kooti et al., 2016). Bu calismada; cesitli
bitkilerin diyabet ve komplikasyonlarinin engellenmesinde kullanilabilme
kapasitelerinin belirlenmesi hedeflendi. Biyoaktif bilesiklerce zengin oldugu
ongoriilen Hibiscus sabdariffa L. (Hibiskus), Hypericum sp. (Sari kantaron),
Calendula sp. (Ayni sefa) ve Prunus laurocerasus L. (Karayemis) bitkilerinin
farkli ekstraksiyon yontemleri ile hazirlanmis ekstrelerinin kalitatif fitokimyasal
testleri, kantitatif fenolik bilesik igerikleri ve c¢esitli biyolojik etkinlikleri ilgili
sonuglar Sekil 4.1 ve 4.2 de verildi.

Total Fenol (pg GAE/mL) Total Flavanoid (pug QE/mL)

600
2500 i
- m Metanolik 500 - o Metanolik
M Etanclik 400 - i
1500 W Etanolik
Demleme 300 A

Demleme

Antosivanin (ug Sivanidin 3-
glikozld//mL)

1R 4
14 A B Metanoik
17 4
10 - W ttanchk
g Demleme
5 -
a4
al B
o S T T T 1

) o e 5

‘3‘50) {":'6 & o
o . o
o 4
4.’%

Sekil 4.1 Bitki ekstrelerinin kantitatif total fenol, total flavonoid

karsilastirilmasi.

ve antosiyanin igeriklerinin
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Antioksidan Etkinlik-DPPH Giderimi b Metal Selatlama Etkinligi
i’_ﬁ
S 15 100,0 7
E 14 -
“—E*' 12 m Metanolik E B0 -
10 =
& g Etanolik & 50,0 -
] & m Etanalik
2 3 Demleme 3 40,0 -
2 ¢ ]
. u 20,0 A
¢ & £ & =
R U S 0,0
o g T 1
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40,00 91 -
=350 - &0 - ® Metanolik
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7200 | Etanolik E 50 -
Ug 15,0 | Demleme g 40 4
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50 - W 20
00 : : 107
Sar kartaron Karayemis 0
Sar kantaron Karayemi
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B 40 £ 5004 _
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E 20 1 g 30.9 T
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Sekil 4.2 Bitki ekstrelerinin gosterdigi biyolojik etkinliklerin degerlendirilmesi a)Antioksidan
etkinlik, b)Metal selatlama etkinligi, c)a-Glukozidaz inhibisyonu, d)DPP-4 inhibisyonu, €) o-

Amilaz inhibisyonu, f) Lipoksigenaz inhibisyonu, g)Glikasyon inhibisyonu.
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Ulkemizin Karadeniz Bolgesi’ne karakteristik olarak bol yetisen ve bolge
halki tarafindan meyvesi sik tiikketilen Karayemis ile yapilan sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda sadece total fenolik igerik belirlenmis ve
antioksidan etkinlik incelenmistir (Celep et al., 2012; Kolayli et al., 2003).
Karayemis ile yapilan baska bir ¢alismada, Karayemis ekstresi diyabetik siganlara
verilmis ve yiiksek kan glukoz seviyelerini diistirdiigii gozlenmistir (Turan et al.,
2013).

Sonug olarak her bitki ekstresinde, diyabet ve komplikasyonlari ile iliskili
birden fazla biyolojik etkinlik goézlenmesi nedeni ile diyabet ve
komplikasyonlarinin 6nlenmesinde potansiyel ila¢ etken maddeleri i¢in kaynak
olabilecekleri ancak bu amaca yonelik olarak etken madde saflastirilmasi ve yap1
tayini, in vitro ve in vivo kinetik c¢alismalar vb. ileri diizeyde ¢alismalarinin

yapilmasinin gerekli oldugu agiktir.
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