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OZET
Yuksek Lisans Tezi
Onosma demirizii Uzerine Fitokimyasal Bir Arastirma
Remzi Can KARAN

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri EnstitlsU
Kimya Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Mehmet Sabih OZER

Onosma turleri geleneksel olarak mdashil ve antelmintik ajanlar olarak
kullanildig gibi goz, kan hastaliklari, bronsit, karin agrisi, bogulma, susuzluk, kasinti,
l6koderma, ates, yaralar, yaniklar, basurlar ve idrar taglarinda da kullanilmaktadir. Bu
calismanin amaci, Onosma demirizii'den elde edilen etil asetat, metanol ve su
Ozutlerinin antioksidan ve enzim inhibisyon aktivitelerini ve kimyasal bilesimlerini
stvi  kromatografi-elektrosprey tandem kutle spektrometresi (LC—ESI-MS/MS)
kullanarak belirlemektir. Antioksidan kapasite, radikal siplrme, indirgeyici etki,
fosfomolibdenyum ve metal selatlama testleri dahil olmak fiizere farkli kimyasal
yontemler kullanilarak analiz edildi. Kolinesteraz, a-amilaz, o-glukosidaz ve
tirozinaza kars1 enzim inhibisyon etkisi arastirildi.

LC-ESI-MS/MS analizleri sonucunda 6zutlerin, 6zellikle metanol ¢zitlndn
ana bilesenlerinin hesperidin, hiperosit, klorojenik asit, rosmarinik asit ve pinoresinol
oldugu bulunmustur.

Demir (II) iyon selatlama Kkapasite testi disinda, metanol 0z(itl
fosfomolibdenyum, DPPH ve ABTS (zerine radikal stplrim ve indirgeme glcu
(CUPRAC ve FRAP) testlerinde dikkate deger antioksidan aktivite gosterdi.

Tirosinaz enzimi hari¢ etil asetat ekstrakti, asetilkolinesteraz (AChE),
butirilkolinesteraz (BChE), a-glukosidaz ve a-amilaz tizerinde en yiiksek inhibisyon
aktiviteyi sergiledi.

Ek olarak, tiim deneysel parametre ¢iftleri i¢in ayr1 ayr1 hesaplanan korelasyon
katsayilarina dayanarak, OzUtlerdeki ana fitokimyasallar ile 6zitlerin antioksidan ve
enzim inhibisyon aktiviteleri arasinda yuksek korelasyon oldugu bulunmustur.

Sonuglar, O. demirizii ozdtlerinin yeni ve alternatif antioksidan ve enzim
inhibitdr ajanlarin kaynagi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Onosma demirizii, Kimyasal Kompozisyon, Antioksidan

aktivite, Enzim inhibisyon aktivite

2023, 44 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

A Phytochemical Study on Onosma demirizii
Remzi Can KARAN

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Sabih OZER

Onosma species have traditionally been used as laxative and anthelmintic
agents as well as their uses in eye, blood diseases, bronchitis, abdominal pain,
strangury, thirst, itch, leucoderma, fever, wounds, burns, piles, and urinary calculi. The
aim of this study is to determine the antioxidant and enzyme inhibitory activities of
ethyl acetate, methanol, and water extracts obtained from Onosma demirizii, as well
as their chemical composition by using liquid chromatography—electrospray tandem
mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS). Antioxidant capacity was tested by using
different chemical methods including radical scavenging, reductive effect,
phosphomolybdenum and metal chelating assays. Enzyme inhibitory effect was
investigated against cholinesterase, tyrosinase, a-amylase and a-glucosidase.

As a result of the LC-ESI-MS/MS analyses, hesperidin, hyperoside,
chlorogenic acid, rosmarinic acid, and pinoresinol were found to be the major
compounds of the extracts, especially the MeOH extract.

Except for the ferrous ion chelating effect, the methanol extract showed
remarkable antioxidant activity in phosphomolybdenum, radical scavenging on DPPH
and ABTS, and reducing power (CUPRAC and FRAP) assays.

Ethyl acetate extract, excluding tyrosinase enzyme, exhibited the highest
inhibitory activity on acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesterase (BChE), a-
glucosidase and o-amylase. In addition, Based on the correlation coefficients
calculated separately for all experimental parameter pairs, major phytochemicals were
found to be highly in correlation with the antioxidant and enzyme inhibitory activities
of the extracts.

The results indicate that O. demirizii extracts could be used as a source of new
and alternative antioxidant and enzyme inhibitory agents.

Keywords: Onosma demirizii, Chemical composition, Antioxidant activity, Enzyme
inhibitory activity.

2023, 44 pages
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1. GIRIS

Bitkiler, farmasotik bilesiklerin iiretiminde 6nemli dogal kaynaklar olarak
kabul edilmektedir. Giinlimiizde kimyasal bilesiklerin liretiminden ¢ok, bu bilesikler
bakimindan zengin bitkilerin tiretimine yonelmeye baslamustir [1]. Bitkilerin biyolojik
aktiviteleri iizerine yapilan yogun c¢alismalar sonucunda bir¢ok ilging aktivite ortaya
cikarilmistir. Bu faaliyetler arasinda, belki de en bilinen ve en sik ¢alisilani antioksidan
aktivitedir [2-4]. Bu alanda c¢alisan birgok arastirmaci, ugucu yag bilesenleri,
flavonoitler ve fenolik asitler olan terpenoidlerin antioksidan aktiviteden sorumlu

bilesikler oldugu konusunda hemfikirdir [2].

Binyildan beri tiiketiciler, gidalarin raf Omriinii uzatmak ic¢in kullanilan
butillenmis hidroksi anizol (BHA) ve butillemis hidroksi toluenin (BHT) insan saglig
Uzerindeki zararli etkilerinden siiphe etmeye basladilar. Bazi yetkililer, bu sentetik
antioksidan maddelerin DNA molekiiliine zarar verdigini diisiinmektedir [5]. Bu
nedenle antioksidan fitokimyasallar agisindan zengin bitki tiirlerinin veya baharatlarin
gidalarda katki maddesi olarak kullanimina olan ilgi artmistir. Bitkisel materyale gore
degismekle birlikte uygun ekstraksiyon yonteminin uygulanmasi, elde edilen
ekstraktta antioksidan madde derisimini artirabilir. Ortam polaritesi veya polar
bilesikler, polar olmayanlardan daha ytiksek antioksidan aktivite gésterdiginden, ayni
bitki tiirlerinden elde edilen farkli ekstraktlarin antioksidan aktivite potansiyelleri

arasindaki farklar, aktiviteyi sergileyen bilesenlerin polaritesi hakkinda fikir verebilir

[6]

Bu ¢alismada, Tiikiye’de dogal olarak yetisen ve literatlirde izerinde sadece
yeni bir tiir olarak kayit edildigini gosteren tek ¢aligma [7] bulunan Onosma demirizii
(Boraginaceae) bitkisinin farkli polariteye sahip ¢ozuculer (etil asetat, metanol ve su)
kullanilarak elde edilen Oziitlerinin antioksidan ve enzim inhibisyon aktiviteleri
arastirildi. Buna ilaveten oziitlerin biyolojik aktiviteleri ile fitokimyasal bilesimleri
arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak i¢in toplam fenolik/flavonoit igerikleri ile bazi
standart fitokimyasallarin (polifenolik bilesikler) miktarlart LC-ESI-MS/MS sistemi

kullanilarak analiz edildi.



2. GENEL BILGIiLER
2.1. Boraginaceae Familyasi

Boraginaceae familyasi iiyeleri genellikle mavi, beyaz, pembe ya da sar1 renk
ciceklere sahiptir ve genellikle ar1 ve boceklerle tozlagsmaktadir. Boraginaceae
familyasina ait bitkiler genellikle amfistomatiktir. Bitkinin biitiin yiizeyi genellikle
thylerle ortaludir. Tayler ortli ve salgi olmak iizere iki gesittir. Tiiyler genellikle tek
hicreli, fakat nadiren de olsa iki veya daha fazla hicrelidir. Familya iginde gorilen
konik, kalkerli veya silisli ve dikenimsi tiiylere “boraginaceous tiiyleri” denmektedir.
Bu familyanin Orneklerinde tiiylerin bazal kisimlarinda sistolit benzeri yapilar

bulunmaktadir. Genellikle anizositik ve anomositik tip stomalar bulunmaktadir [8].

Sert ve biiytik tiiylerle kapli, tek yillik, iki y1llik veya ¢ok yillik otsu bitkilerden,
ender olarak cali veya agaclardan olusan Boraginaceae familyasi, diinya genelinde 150
cins ve yaklasik 2500 civarinda tiir icermektedir. Bu familya yaklagik %35 gibi
oldukga yiiksek endemik tiirleri icermekte ve gogunlukla Akdeniz bolgesinde yayilis
gostermektedir [9].

2.2. Onosma Cinsi

Onosma, Boraginaceae familyasindaki ¢igekli bitkilerin bir cinsidir [10].
Ulkemizde en yaygm ve en cok tiir iceren cinslerinden biri olup Boraginaceae
familyasinin Boraginoideae subfamilyasina dahildir. Boraginaceae familyasinin En
blyuk cinsi Onosma L. olup 99 tir, 4 varyete ve bir melez tur ile temsil edilmekte ve
bunlardan 51 tiir ve bir varyete endemiktir. Cinsin toplamda endemizm orani %50°dir

[11].

Onosma tiyelerinin koklerinin, ilging farmakolojik aktivitelerinin yani sira,
shikonin tlrevi kimyasallarin zengin bir kaynagi oldugu bilinmektedir. Bu kirmizi
renkli boya, eski zamanlardan beri ¢esitli alanlarda (6rnegin ipek ve gida endiistrileri)
sikca kullanilmistir (Pal ve Chaudhury, 2010). Bu pigment ayni zamanda bazi
farmakolojik 6zellikler (6rn. Antiinflamatuar, antimikrobiyal vb.) nedeniyle kozmetik
ve tibbi uygulamalarda popiiler fitokimyasallar arasindadir (He, 2009; Noula ve ark.,
2010). Bu nedenle bu tirlerin hem tarlada hem de doku kdltira teknikleri ile Gretilmesi

biiyiik 6nem tasimaktadir [1]



2.2.1. Onosma demirizii TUru

Onosma demirizii, O. subulifolium ile yakindan iliskilidir; ancak, bu yeni tiir
oldukga farklidir. O. demirizii'nin sarimst yesil patent killi indumentumu, lineer ila dar
oblanceolate govde yapraklarive daha kisa kaliks ve korollaya sahiptir. Ayrica
liflerden daha uzun olan anterleri de bulunmaktadir (Sekil 2.1). Ek olarak, bu yeni
trin O. thracicum Velen. ile benzerlikleri vardir, ancak daha kisa govdesi, kivrik
yapraklari, tiiysiiz ve krem taci ve subkapitat cicek salkimina gore farklilik

gostermektedir [7].

Sekil 2.1. Onosma demirizii bitkisi genel gérunimda [7]

2.3. Onosma Turlerinin Literatirdeki Yeri
2.3.1. Fitokimyasal Calismalar

Literatiir arastirmasi, Onosma L. cinsi iizerinde ¢ok az fitokimyasal ¢alismanin
yapildigin1i ve simdiye kadar sadece bazi naftakinonlar, alkaloidler ve fenolik
bilesiklerin rapor edildigini ortaya koymaktadir [12]. Alkanninler ve shikoninler,
Boraginaceae familyasinin esas olarak Alkanna, Lithospermum, Echium, Onosma ve
Arnebia cinslerine ait bir¢ok tiirtin koklerinin dis tabakasinda bulunan, dogal olarak
olusan izoheksenilnaftazarinlerin kiral ciftleridir [13, 14]. Yapilan bir ¢alismada,
Onosma bracteosum'da daha yiiksek seviyelerde oleik ve a-linolenik asitler tespit
edilmigken, diger yag asitleri ve a-tokoferol, O. thracicum'da daha ylksek

derisimlerde saptanmistir [15].



Onosma arenaria turdnan alkaloid 6ziitiinden asetil ve ekimidinil kisimlari ile
esterlestirilmis 1,2 doymamis pirolizidin alkaloidi olan uplandicine elde edilmis ve
yapisi kiitle spektroskopisi, *H- ve 3C-niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi ile
dogrulamistir. Ayrica, kiitle spektral verileri ve/veya Kovats indeksleri temelinde

dokuz mindr alkaloid tanimlanmustir [14, 16].

Onosma argentatum kokleri n-heksan-diklorometan karigimi (1:1) ile
Oziitlenmis; silika jel kolon kromatografisine tabi tutulmus ve eliisyon, gradyan
elisyonlu bir n-heksan-etil asetat karigimi ile yapilarak deoksishikonin, asetil
shikonin, 3-hidroksi-izovaleril shikonin ve 5,8-O-dimetil asetil shikonin elde
edilmistir [17, 18].

Onosma echioides ile ilgili yapilan ¢alismada, deoksialkannin veya
deoksishikonin ve 5,8-dihidroksi-2-(4-metil-6-0kso-5,6-dihidro-2H-piran-2-il)-[1,4]
naftokinonin’in varlii tespit edilmistir. Bununla birlikte ayni1 g¢aligmada, oziit

igerisinde arnebin VI bulunmus ve HPLC-MS ile karakterize edilmistir [19].

Onosma echioides var. columnae tiirii ugucu yagi, gaz kromatografisi ve gaz
kromatografisi-MS ile aragtirilmistir. 64 ugucu bilesen tanimlanmis, ¢igek yaglarinda
heksadekanoik asit ve fitol baskin iken, fitol ve heksahidrofarnesil aseton yaprak ucucu
yaglarinda ana bilesen olarak tespit edilmistir. Alkanlar, yag asitleri ve aldehitlerin
cicek ugucu yaginda ana fraksiyonu olustururken, yaprak ucucu yaginin oksijenli

diterpenler ve ketonlarin baskin oldugu belirlenmistir [14, 20].

Onosma paniculata bitkisinin petrol eteri 6ziitiinden perperatif HPLC ile B-
hidroksiizovalerilshikonin, asetilshikonin,  dimetilacrylshikonin ~ve bir a-
metilbutirilshikonin ve izovalerilshikonin karistminin izole edildigi yedi fraksiyon

yedi fraksiyon toplanmistir ve gesitli shikonin tiirevleri saptanmistir [21].

Onosma exsertum, O. confertum, O. hookerii var. longiflorum, O. hookerii ve
O. waltonii tdrlerinden izole edilen sekiz naftokinon bir HPLC yontemi ile
belirlenmistir. Onemli miktarlarda naftakinon tiirevleri igeren bu Onosma tiirleri ayni

zamanda Cin’deki Tibet ve Yunnan halklari tarafindan da kullanilmaktadir [22].



Onosmin A ve B, Onosma hispidum bitkisinden izole edilmis ve yapilari, 2D-
NMR igeren spektroskopik galigsmalarla 2-[(4-metilbenzil)amino]benzoik asit ve metil
2-[(4-metilbenzil)amino]benzoat olarak belirlenmistir. Bu tiirden ayni zamanda
apigenin, 6, 4' dimetoksi 3, 5, 7 trihidroksi flavon, 6, 7-dimetoksi-3, 5,4" trihidroksi-
flavon ve apigenin 7-O-B-D-glukozit bilinen bilesikleri de rapor edilmistir [23]. 2006
yilinda, yine ayni bitkinin k6k kabugunun etanolik 6ziitiinden 4-hidroksi-3-metoksi
sinamik asit (ferulik asit) ve 4-hidroksi-3-metoksi benzoik asit (vanilik asit)
izolasyonu yapilmistir [24]. Yeni bir flavanon olan hispidon, spektroskopik
yontemlerle izole edilmis ve (2S)-5, 2'-dihidroksi-7, 4', 5' trimetoksi flavanon yapisi
tanimlanmis ve bu tiire ek olarak benzoik asit ve 4-hidroksi benzoik asit de rapor
edilmistir [13].

2.3.2. Etnofarmakolojik Cahsmalar

Onosma cinsinin bitkileri, anti-inflamatuar, yara iyilesmesi, analjezik ve
antibakteriyel etkilerinden sorumlu olabilen alkannin ve shikonin, flavonoitler, ferulik
ve vanilik asitler icerir. Bir literatiir calismasina gore bu fitokimyasallarin,
indometasinin neden oldugu gastrik hasar olmaksizin 6nemli anti-inflamatuar ve anti-
agr1 etkisine sahip oldugu goriilmistir [25]. Onosma limitaneum'un antikanser
aktiviteye [23] ve O. argentatum'un antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelere sahip

oldugu rapor edilmistir [14, 26].

Onosma argentatum kokiu ozutinun insan amniyon fibroblastlarinin
bliylimesini uyarma davraniglar1 arastirilmis, yara iyilestirme aktivitesinin kismen
shikonin tiirevlerinin aditif etkisine bagli olabilecegi belirtilmistir [18]. Kok 6zGtinlin

ayrica spazmolitik ve antipiretik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [27].

O. arenaria'nin kok oziitlinlin naftazarin tiirevlerine sahipt oldugu ve insan
serviks adenokarsinom hcreleri ve l6semi K562 hucreleri Uzerinde sitotoksisite
gosterdigi bildirilmistir [14]. Ay bitki {izerine yapilan bagka bir ¢alismaya gore f-
hidroksiizovalerilalkannin, asetilalkannin ve pigment fraksiyonunun malign olmayan
periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC) ve aym1 zamanda fitohemagglutinin
tarafindan aktive edilen saglikli PBMC iizerinde yiiksek sitotoksisite sergiledigi
belirtilmistir [28]. Deneysel bir ¢alismada, Onosma armeniacum’un antitlser ve

antioksidatif 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir [29].



Onosma aucheriana’nin sulu, metanolik ve diklorometan &zitleri, insan
makrofajlari tarafindan nitrdz oksit iiretimini indiikledigi de gosterilen parazitin hiicre

i¢ci amastigot formu {izerinde ilging antileishmanial aktiviteler sergiledi belirtilmistir

[30].

Onosma bracteatum Ozltunin sigan peritoneal mast hiicrelerinin
degranulasyonu Gzerindeki etkisi ve mast hiicrelerinin immuinolojik olarak indiklenen
degraniilasyonunda hiicre inhibitor etkisi dnemli bulunmustur [31]. Bu bitkinin hidro-
alkolik 6ziitli, mast hiicre aktivitesini, romatoid artriti stabilize ettigi i¢in astimda
kullanilmis ve kemirgenlerde eozinofillerin ve notrofillerin infiltrasyonunu azaltmada
bronsiyal asirt duyarliligin belirgin azalmasinda 6nemli bir rol gosterdigi belirtilmistir
[32, 33]. Bu bitki ayn1 zamanda Unani tip sisteminde stres, viicut homeostazinin
bozukluklar1 veya psikolojik (davranigsal degisiklikler), imminolojik ve hormonal
dengesizlikler gibi normal viicut fizyolojisinin bozukluklar1 ile Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastaligi, hipertansiyon, insan viicudunun bagisiklik sisteminin zayifligi,
astim, diyabet, kalp rahatsizliklar1 ve kanser [34] gibi bazi kronik hastaliklarin
olusumuna neden olan rahatsizliklar igin tedavi edici antioksidan [35] olarak

kullanilmaktadir [36, 37].

Onosma chlorotricum turiniin antioksidan kapasitesi [14] ve O. griffithii
bitkisinin ise spazmojenik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [38]. Bununla
birlikte, O. chlorotricum [39] ve O. dichroanthum [40] tirlerinin ise spazmolitik
aktivite sergiledikleri bildirilmistir. Ayrica O. dichroanthum bitki kokleri aseton

Ozatinan gicli serbest radikal supuruci etkiye sahip oldugu tespit edilmistir [41].

Isvigre farelerinde, markirlar ve oksidatif stres ile indiiklenen iki asamali cilt
kanseri ve tumor promotor Uzerine O. echioides oziitlinlin etkisi arastirilmustir.
Yapilan her iki ¢alismada da O. echioides 0zutinin hem ultraviyole B radyasyonuna
maruziyetin takip ettigi benzoil peroksitin tekli topikal uygulamasi tizerine oksitatif
stressi indiikledigi tiimor gelisiminin markir parametrelerini yiikselttigi bildirilmistir
[42]. Onosma griffithii bitkisinin 1Cso degerlerine baglh olarak Leishmania major'a
kars1 parazit Oldiiriicii olarak etkili bir aktiviteye sahip oldugu; benzer sekilde
metanolik 6zutin Aspergillus flavus ve Fusarium solani'ye karsi orta derecede
antifungal aktivite, su 6zitlnin ise Staphylococcus aureus'a karsi orta derecede

antibakteriyel aktivite sergiledigi gosterilmistir[14, 43].
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Onosma stellulata tiiriiniin toprak istii ve toprak alt1 kisimlarinin genotoksik
etkilerinin in vitro kosullarda, soganin meristematik hucrelerinde mitozda genotoksik
etkilere neden olan kromozom anormalliklerinin gozlemlenmesiyle birlikte Allium

testi kullanilarak yapilmistir [16, 44].

Onosma hispidum koklerinin kabugunun etanolik Oziitiiniin antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Yine kdklerin etanolik 6zt ve ferulik asit iceren
metanol fraksiyonunun vanilik asitle karsilagtirildiginda corynebacteria, enterokok,
stafilokok ve streptokok tiirlerine karsi onemli biyoaktivite sergilemis [24, 45].
Bununla birlikte, bu bitkinin etanol 6zitiinden izole edilen bir flavanon olan hispidon,
kolinesteraz inhibisyon 6zelligine [13] sahipken; kok 0ztl ise, yara iyilestirici [46],
antitussif [24] ve antidiyabetik aktivitelere sahiptir [47].

Onosma paniculatum hiicre kiiltiiriinde shikonin ve tiirevinin olusumu ile
brassinolidin hiicre biiylimesi {iizerine etkisi de incelenmistir [48]. Kallus ve
stispansiyon kiiltiirii yapilan hiicrelerin pigment verimlerinin arttig1 sonucuna varilmis
ve maksimum pigment verimi, ortama 10 M askorbik asit eklendiginde elde edilirken
[49], petrol eteri Ozitunun, kaspaz bagimli bir sekilde hiicre 6liimiini indiikledigi
belirtilmistir [50]. Aspergillus tiirii kiiltiiriiniin bir elisitér preparati da shikonin
tiirevlerinin olusumunu hizlandirabilecegi, ancak O. paniculatum hiicre kilturlerinde

hicre blyUmesini geri dontisiimsiiz bir sekilde durdurabilecegi bildirilmistir [51].

Son on yilda ise literatiirde yapilan ¢aligmalarda, O. sieheana, O. stenoloba
[52], O. pulchra [53], O. aucheriana, O. frutescens, O. sericea [54], O. tauricum var.
tauricum [55], O. gigantea [56], O. heterophyllum [57], O. microcarpum, O. nana
[58], O. cappadocica, O. rutilum [59], O. inexspectata, Onosma armenum [60],
Onosma gracilis, O. oreodoxa [61], O. trapezuntea, O. rigidum [62], gibi bazi tiirlerin

ilgi cekici biyolojik/farmakolojik aktivitelere sahip olduklari tespit edilmistir.
2.3.3. Geleneksel Kullanim

Geleneksel olarak, Onosma L. cinsi bitkiler, romatizma, mesane agrisi, bobrek
tahrisi, kalp ¢arpintist ve idrar sokturucd, serinletici ve yatistirict etkileri igin kokleri
kullanilir [14, 26]. Hindistan'da hipertansiyon, ates ve norolojik rahatsizliklarinin
tedavisinde kullanilir. Tiirkiye'de bu bitkiler bademcik iltihabi, hemoroid ve bronsit

gibi iltihapli rahatsizliklar1 ve agrilar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir [63].
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Ates, agr1 kesici, yara, 1sirik, enfeksiyon hastaliklari, sokma ve ¢igeklerin
tedavisinde kullanilan O. hispidum Wall., kalp tonigi ve uyaricisi olarak kullanilirken,

ezilmis kokler deri dokiintiilerine disaridan uygulanir [47].

Onosma argentatum Hub.-Mor. bitki kokleri Tirkiye'de geleneksel olarak yara
iyilesmesi, yanik i¢in kullanilir ve Lorestan vilayeti geleneksel tibbinda Tashnehdary
(O. chlorotricum) olarak bilinen bir bitkinin yagli ekstresi yara iyilesmesi i¢in topikal
olarak kullanilmaktadir [39].

Onosma bracteatum, Unani tip sisteminde “Gaozaban” ve Orta Dogu'da ise
tipik olarak 1slak zeminde yetisen, iiggen govdeli ve géze carpmayan ¢igekleri olan
cimen benzeri bir bitki anlamina gelen “Sedge” olarak bilinir ve geleneksel olarak idrar
¢ikisinin diizenlenmesi ile viicudun bagisiklik direncini olusturmaya yardimci olan bir
tonik olarak kullanilir [34]. Ayrica astim, bronsit, tonik, degistirici, yatistirici, idrar
soktiiriicii ve spazmolitik tedavisinde de kullanildigi bildirilmistir [14]. Frengi,
romatizma, ciizzam, atesli febril hastaliklari, asir1 susuzlugu giderme, mesanenin tahris
olmasi, kalp carpintisi, mide ve bogaz agris1 tedavisinde, ayrica halk hekimliginde yara

ve cilt tedavisinde kullanilir [14, 37].

Onosma echioides'nin yapraklari alternatif tipta kullanilir ve gocuklara mushil
olarak tozu verilmistir. Cigekler kordiyal, uyarict madde olarak, romatizma ve kalp
carpmtilarinin tedavisinde, kok ciliriiklerinde, deri dokiintiilerini tedavi etmek icin
kullanilir [64]. O. paniculata'in kurutulmus kokleri, geleneksel Cin tibbinda kanser de
dahil olmak {izere cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [14, 21].
Tiirkiye'de halk ilaci olarak koyliiler O. armeniacum’un koklerini tereyagi ile 1sitarak
stizerler ve daha sonra yara, yanik, nefes darligi, ses kisikligi, hemoroid, karin agrisi,

mide iilseri ve kadin hastaliklar1 tedavisinde kullanirlar [14, 29].
2.3.4. Endiistriyel Kullanim

Onosma hispidum Wall., renklendirici olarak gida maddelerinde, yaglarda ve
tibbi hazirliklarda yaygin olarak kullanilan kirmizi bir boya veren kok olan Ratanjot'un
kaynag1 oldugu bildirilmistir [14]. Renginden dolay1 pul biber gibi baharatlarda ve
gida hazirliklrinda katki maddesi olarak da kullanilmistir.



Hidrojenlenmis bitkisel bir yag olan Vanaspati i¢in gortinlr bir renklendirme
ajan1 olarak kullanimi Onerilmistir, ancak siganlar iizerinde yapilan besleme
denemeleri, bu renklendirme maddesinin diisiik dozlarda toksik olmadigini ve yiiksek
derisimlerde toksik oldugunu ve beslenmeye devam ettikten sonra karaciger
hiicrelerinin tahrip olmasina neden oldugunu gostermistir. Vanaspati'ye uygulanan
renk, alkali soliisyonla basit kimyasal islemle ve 6nemli 6l¢iide dogrudan giines 15181na

veya 1sitmaya maruz birakilarak tamamen giderilebilmektedir [14, 46, 65].



3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Cozuculer ve Kimyasallar

Gallik asit, (+)-katesin, pirokatekol, klorojenik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit,
4-hidroksibenzoik asit, (-)-epikatesin, kafeik asit, siringik asit, vanillin, taksifolin,
sinapik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rosmarinik asit, 2-hidroksisinnamik asit,
pinoresinol, kuersetin, luteolin ve apigenin Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, MO, ABD)
satin alindi. Vanillic acid, 3-hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit,
apigenin 7-glukosit, luteolin 7-glukosit, hesperidin, eriyodiktiyol ve kampferol ise
Fluka'dan (St. Louis, MO, ABD) temin edildi. Son olarak, verbaskosit, protokatesik
asit ve hiperosit HWI Analytik'ten (Ruelzheim, Almanya) satin alindi. Metanol Sigma-
Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD), etil asetat ve metanol, Carlo Erba Reagents'tan
(Milan, Italya) temin edildi. Millipore Milli-Q Plus su aritma sistemi (Millipore
Bedford Corp., Bedford, MA) kullanilarak ultra saf su elde edildi.

3.2. Bitkinin Toplanmasi ve Teshis Edilmesi

Onosma demirizii bitkisinin toprak {stii kisimlar1 ¢i¢eklenme zamaninda
Haziran 2020°de Kayseri ili Pinarbagi-Girin karayolunun 5-10. km arasinda 1550 m
yukseltide toplanmistir (37° 47> 26”N 36° 28’ 27”E). Bitki, Mugla Sitki Kogman
Universitesi Biyoloji Béliimii Ogretim eleman1 Dr. Olcay CEYLAN tarafindan teshis
edilmistir (Herbaryum no: OC.5050)

3.3. Oziitlerin Hazirlanmasi

Bitkinin toprak iistii kisimlari, dogrudan giines 1s18inin olmadig1 ve iyi hava
akisinin saglandig bir yerde birkag hafta kurutuldu. Daha sonra bir laboratuvar tipi bir
blendir kullanilarak kiigiik parcalara kesildi ve ardindan 6ziitleme asamasina kadar
saklandi.

Onosma demirizii’nin kiigiik pargalara ayrilmis 6rneklerinin etil asetat (EtOAc)
ve metil alkol (MeOH) 0ziitleri maserasyon ile gergeklestirildi. Maserasyon iglemi,
bitki/¢ozlicii oran1 1/20 olacak sekilde 150 rpm’de 24 saatlik Oziitlemeyle
gerceklestirildi ve bu islem 3 kez tekrar edildi. Sonra bir araya getirilen 6zutlerdeki
¢Oziiciler vakum altinda buharlastirilarak  uzaklastirildi.  Su  ekstraktinin

hazirlanmasinda maserasyonla oziitlemeden farkli bir yol izlendi. Su 6ziitii, kii¢iik
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pargalara ayrilmig toprak tistii kisitmlariin 15 dakika kaynar suda demlendirilmesiyle
hazirlandi. Bu islem i¢in bes gram bitki materyali 100 mL kaynar safsu (1:20) ile
karistirild1 ve 150 rpm'de calkalandi. Oziitleme islemi tamamlandiktan sonra karisim

liyofilize edildi ve tiim 6ziitler kullanilincaya kadar 4 °C'de muhafaza edildi [56].
3.4. Antioksidan Aktivite Analizleri

Ozitlerin  antioksidan kapasitelerinin  belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarda, toplam antioksidan aktiviteleri fosfomolibdenyum testi ile analiz edildi
[66]. Demir iyonu selatlama analizinde [67] tarafindan izlenen yontem uygulandi.
Oziitlerin indirgeme potansiyellerinin test edilecegi CUPRAC (cupric ion reducing
antioxidant capacity) ve FRAP (ferric reducing antioxidant power) testlerinde ise
sirasiyla Apak ve ark. [68] ve Kocak ve ark. [69] tarafindan izlenen yontemler
kullanildi. Oziitlerin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) ve ABTS [2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazloine-6-sulphonic acid)

radical cation] yontemleri araciligiyla test edildi [66].

Antioksidan aktivite testlerinden elde edilen sonugclar ICso veya ECsg cinsinden
ifade edilecektir. ICso ifadesi, radikal supirim ve demir (II) iyonlar1 selatlama
testlerinde %50 etkinlik saglayan 6rnek derisimini temsil etmektedir. ECsg ise, ayni
indirgeme gucu ve fosfomolybdenyum testlerinde 0.500 absorbans saglayan ornek
derigimi anlamina gelmektedir. Ayrica sonuglar, pozitif kontroller olan troloks ve
EDTA esdegeri cinsinden de ifade edildi.

3.4.1. Toplam Antioksidan Aktivite Testi

Orneklerin toplam antioksidan aktivitesi fosfomolibdenyum yontemi ile test
edildi. Ornek ¢ozeltisi (0.2 mL), 2.0 mL reaktif ¢ozeltisi (0.6 M siilfiirik asit, 28 mM
sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat) ile karistirildi. Ornek absorbansi, 95

°C'de 90 dk inkubasyondan sonra 695 nm'de okutuldu.
3.4.2. DPPH Radikal SipUrim Testi

DPPH radikal giderim aktivitesini tespit edebilmek icin, 4.0 mL % 0.004
MeOH-DPPH c¢ozeltisine 1.0 mL 6rnek ¢ozeltisi ilave edildi. Ornegin absorbansi,

karanlikta ve oda sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm'de okutuldu.
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3.4.3. Demir (IT) fyonlar: Selatlama Testi

Oziitlerin metal selatlama aktivitelerinin tespiti i¢in, FeClz ¢ozeltisine (0.05
mL, 2.0 mM) 6rnek cozeltisi (2.0 mL) ilave edildi. Reaksiyon, 5.0 mM ferrozin (0.2
mL) ilave edilerek baslatildi. Benzer sekilde, FeCl, ¢ozeltisine (0.05 mL, 2.0 mM) ve
ferrozin icermeyen distile suya (0.2 mL) 6rnek ¢ozeltisi (2.0 mL) ilave edilerek kor
hazirland1 ve daha sonra, 6rnek ve korlin absorbanslari, oda sicakliginda 10 dk

inkiibasyondan sonra 562 nm'de okutuldu.
3.4.4. ABTS Katyon Radikal Suptrim Testi

ABTS katyon radikali giderme aktivitesi i¢in dncelikle ABTS radikal katyonu
elde edildi. S6z konusu radikal, 7.0 mM ABTS cozeltisinin 2.45 mM potasyum
persiilfat ile reaksiyona sokulmasi ve karisimin oda sicakliginda ve karanlikta 12-16
saat bekletilmesiyle elde edildi. Teste baslamadan 6nce, ABTS cozeltisi MeOH ile
seyreltilerek 734 nm'de 0.700 + 0.02'lik bir absorbans saglandi. ABTS ¢ozeltisine (2.0
mL) 6rnek ¢ozeltisi (1.0 mL) ilave edilerek karistirildi. Ornegin absorbansi, oda

sicakliginda 7 dakikalik inkiibasyondan sonra 734 nm'de okutularak tespit edildi.
3.4.5. CUPRAC indirgeme Giicii Testi

Orneklerin CUPRAC testlerini gergeklestirebilmek icin CuCl, (1.0 mL, 10.0
mM), neocuproin (1.0 mL, 7.5 mM) ve NH4Ac tamponuna (1.0 mL, 1.0 M, pH 7.0)
0.5 mL ornek c¢ozeltisi eklendi. Benzer sekilde, dnceden hazirlanmis reaksiyon
karisimina (3.0 mL) CuClz icermeyen ornek ¢ozeltisi (0.5 mL) ilave edilerek kor
hazirlandi. Daha sonra, 6rnek ve koriin absorbanslari, oda sicakliginda 30 dk

inklibasyondan sonra 450 nm'de okutuldu.
3.4.6. FRAP Indirgeme Giicii Testi

FRAP testi icin, asetat tamponu (0.3 M, pH 3.6), 2,4,6-tris (2-piridil), 40.0 mM
HCI iginde s-triazin (TPTZ) (10.0 mM) ve 10:1:1 (v/v/v) oraninda FeClz (20.0 mM)
igeren onceden hazirlanmis FRAP reaktifine (2.0 mL) 6rnek ¢ozeltisi (0.1 mL) ilave
edildi. Daha sonra, 6rnegin absorbansi, oda sicakliginda 30 dk inkiibasyondan sonra

593 nm'de okutuldu.

12



3.5. Enzim Inhibisyon Aktivite Analizleri

Enzim inhibisyon testleri kapsaminda, kolinesteraz (AChE ve BChE),
tirozinaz, a-amilaz ve a-glukosidaz enzimleri Uzerine 6zitlerin inhibisyon aktivite

testleri de literatiirde verilen yontemler izlenerek gerceklestirildi [70].

Enzim inhibisyon aktivite testlerinden elde edilen sonuglar, ICso cinsinden
ifade edildi. 1Cso ifadesi, enzim inhibisyon testlerinde %50 etkinlik saglayan ornek
derisimini temsil etmektedir. Ayrica sonuclar pozitif kontroller olan galantamin, kojik

asit veya akarboz esdegeri cinsinden de ifade edildi.
3.5.1. Kolinesteraz inhibisyon Aktivite Testi

Kolinesteraz inhibitor aktivite, Ellman metodu kullanilarak tespit edildi. Ornek
cozeltisi (50.0 L), 96 kuyucuklu bir mikroplak icinde, tris-HCI tamponu (pH 8.0)
icinde DTNB (125.0 pL) ve AChE (veya BChE) ¢ozeltileri (25.0 pL) ile karistirilacak
ve 25 °C'de 15 dk inkibe edildi. Reaksiyon daha sonra asetiltiyokolin iyodir (ATCI)
veya butiriltiyokolin kloriir (BTCI) (25.0 pL) ilavesiyle baglatildi.

Benzer sekilde, enzim ¢ozeltileri (AChE veya BChE) olmadan tiim reaksiyon
reaktiflerine numune cozeltisi ilave edilerek kor hazirlandi. Numune ve koriin
absorbanslari, 25 °C'de 10 dk inkiibasyondan sonra 405 nm'de okutuldu. Koriin

absorbansi 6rneginkinden ¢ikartildi.
3.5.2. Tirozinaz Inhibisyon Aktivite Testi

Tirozinaz inhibitdr aktivite, substrat olarak L-DOPA ile modifiye edilmis bir
dopakrom ydntemi kullanilarak 6lgiildii. Ornek ¢ozeltisi (25.0 pL), 96 kuyucuklu bir
mikroplak icinde tirozinaz ¢ozeltisi (40.0 pL) ve fosfat tamponu (100.0 uL, pH 6.8)
ile karigtirtlacak ve 25 °C'de 15 dk inkiibe edildi. Reaksiyon daha sonra L-DOPA (40.0
ML) ilave edilerek baglatildi.

Benzer sekilde, tiim reaksiyon reaktiflerine enzim (tirozinaz) c¢dzeltisi
icermeyen ornek ¢ozeltisi ilave edilerek kor hazirlandi. Ornek ve koriin absorbanslari,

25 °C'de 10 dk inklibasyondan sonra 492 nm'de okutuldu.
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3.5.3. o-Glukosidaz inhibisyon Aktivite Testi

a-Glukosidaz inhibitdr aktivitenin tayini igin, 6rnek ¢ozeltisi (50.0 pL), 96
kuyucuklu bir mikroplak icinde glutatyon (50.0 pL), fosfat tamponu (pH 6.8) icinde
hazirlanmis a-glukosidaz ¢ozeltisi (50.0 pL) ve PNPG (50.0 uL) ile karistirildi ve 37
°C'de 15 dk inkube edildi.

Benzer sekilde, tiim reaksiyon reaktiflerine enzim (a-glukosidaz) c¢ozeltisi
igermeyen ornek ¢ozeltisi ilave edilerek kor hazirlandi. Reaksiyon daha sonra sodyum
karbonat (50.0 pL, 0.2 M) ilavesiyle durduruldu. Ornek ve kériin absorbans1 400 nm'de

okutularak koriin absorbansi dérneginkinden ¢ikartildi.
3.5.4. o-Amilaz inhibisyon Aktivite Testi

a-Amilaz inhibitér aktivite, Caraway-Somogyi iyot/potasyum iyodir (I/KI)
yontemi kullanilarak c¢alisildi. Ornek ¢ozeltisi (25.0 pL), 96 kuyucuklu mikroplakta
fosfat tamponu (6.0 mM sodyum kloriir ile pH 6.9) icerisinde a-amilaz ¢ozeltisi (50.0
uL) ile karistirild ve 10 dk boyunca 37 °C'de inkiibe edildi. On inkiibasyondan sonra
reaksiyon, nisasta ¢ozeltisi (50.0 uL, % 0.05) ilave edilerek baslatildu.

Benzer sekilde, tiim reaksiyon reaktiflerine enzim (o-amilaz) c¢ozeltisi
icermeyen Ornek ¢ozeltisi ilave edilerek kor hazirlandi. Reaksiyon karisimi 10 dk 37
°C'de inkube edildi. Reaksiyon daha sonra HCI (25.0 pL, 1.0 M) ilavesiyle durduruldu.
Daha sonra, iyot-potasyum iyodiir ¢ozeltisi (100.0 pL) ilave edildir. Ornek ve koriin

absorbanslari, 630 nm'de okutularak koriin absorbansi 6rneginkinden ¢ikartildi.
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3.6. Oziitlerin Fenolik Bilesik Iceriklerinin Tespit Edilmesi
3.6.1. LC-ESI-MS/MS Analizi

Kromatografik analizler icin 6420 Triple Quad Kitle Spektrometresi (MS)
entegre edilmis bir Agilent Technologies 1260 Infinity sivi kromatografi sistemi
kullanildi [71]. Kromatografik ayirma, Poroshell 120 EC-C18 kolon (100 mm x 4.6
mm L.D., 2.7 um) kullanilarak gerceklestirildi. Tiim izomerlerin tam olarak ¢6ziinmesi
ve tiim hedef bilesikler i¢in en yliksek hassasiyetin elde edilmesi i¢in ii¢ mobil faz test
edildi: i) % 0.1 formik asit/MeOH, ii) % 0.1 asetik asit ve 5 mM amonyum
asetat/asetonitril ve iii) % 0.1 formik asit, % 0.1 formik asit/asetonitril ve 10 mM
amonyum format. Bu mobil fazlardan en iyi degerler, %0.1 formik asit/metanol
karisimindan elde edildi ve bu karisim mobil faz olarak secildi. Mobil faz, ¢oziicii
A'dan (%0.1, v/v formik asit ¢Ozeltisi) ve ¢oziicl B'den (metanol) meydana gelecek
sekilde olusturuldu. Gradyan profili su sekilde ayarlandi: 0. dk %2.0 B ¢oziiciist, 3.
dk %2.0 B ¢Ozucisu, 6. dk %25.0 B ¢ozuctsu, 10. dk %50.0 B ¢ozlcisu, 14. dk %95.0
B ¢oziiciisii, 17. dk %95.0 B ve 17.5 dk %2.0 B ¢dziiciisii. Kolon sicaklig: 25 © C'de
tutuldu. Akis hiz1 0.4 ml/dk ve enjeksiyon hacmi 2.0 pL idi.

Tandem MS, bir ESI kaynagi araciligiyla LC sistemine entegre edildi. MS'in
elektrosprey kaynagi negatif ve pozitif ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modunda
calistirildi. Entegrasyon kosullar1 su sekilde olusturuldu: kapillar voltaj -3.5 kV, gaz
sicaklig1 300 °C ve gaz akis1 11.0 L/dk. Nebulizator basinct 40 psi olarak ayarlandi.

Negatif ve pozitif iyon modunda calisilan tiim bilesikler tek bir enjeksiyon ile
analizlenmistir. MRM negatif ve pozitif iyonizasyon modu ile hedef analitlerin analizi,
gercek bir standart c¢ozeltinin iyon ciftleri ile birlikte alikonma siirelerinin

karsilastirilmastyla tanimlandi.
3.6.2. Toplam Fenolik Bilesik Analizi

Toplam fenolik bilesik analizi i¢in, 6rnek ¢ozeltisi (0.25 mL), seyreltilmis
Folin-Ciocalteu reaktifi (1.0 mL, 1:9) ile kanistirilarak kuvvetlice c¢alkalandi. 3 dk
sonra NaxCOs ¢ozeltisi (0.75 mL,% 1.0) ilave edildi ve 6rnegin absorbansi, oda
sicakliginda 2 saat inkiibasyondan sonra 760 nm'de okutuldu. Toplam fenolik bilesik

igerigi gallik asit esdegerleri olarak hesaplandi [54].
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3.6.3. Toplam Flavonoit Bilesik Analizi

Toplam flavonoit igeriginin analizi i¢in, 6rnek ¢ozeltisi (1.0 mL) MeOH iginde
ayn1 hacimde AICl3 (%2.0) ile karistirildi. Benzer sekilde, AICI3 icermeyen MeOH’a
(1.0 mL) 6rnek ¢ozeltisi (1.0 mL) ilave edilerek kor hazirlandi. Ornek ve koriin
absorbansi, oda sicakliginda 10 dk inkiibasyondan sonra 415 nm'de okutuldu. Koériin
absorbansi 6rneginkinden ¢ikartildi ve toplam flavonoit icerik kuarsetin esdegeri

cinsinden ifade edilecektir [54].
3.7. Istatistiksel Analizler

Sonuglarin  bilimsel tutarliligmi artirmak i¢in tiim testler li¢ kez
tekrarlanacaktir. Sonuglar ortalama deger ve standart sapma (ortalama £+ SD) olarak
hesaplandi. Veriler arasindaki istatistiksel benzerlikleri/farkliliklar1 saptamak igin
ANOVA (tek yonlii varyans analizi), Tukey’s honestly significant difference post hoc
test (o = 0.05) (SPSS v. 22.0) analizleri uygulandi. Antioksidan aktivite testlerinin her
birinden elde edilen veriler bilimsel agidan farkli degerler ihtiva ettiginden, bunlari
dogrudan birbirleri ile kiyaslamak miimkiin degildir. Bu nedenle, sonuglar
karsilastirilabilir bir forma doniistiirmek i¢in bagil antioksidan kapasite indeks (RACI)
analizi gergeklestirildi. Fitokimyasallarin antioksidan aktiviteye katkist dikkate
alindigindan, 6ziitlerin fenolik ve flavonoit icerikleri de hesaplamaya dahil edildi [72,
73].
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4, ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Ozitleme Verimleri

Onosma demirizii bitkisnin toprak tistii kisimlarindan etil asetat ve metil alkol
Oziitleri maserasyon yontemiyle hazirlandi ve 6ziit verimleri sirasiyla; %4.18 ve %5.98
olarak tespit edildi. Bitkinin demleme yontemiyle elde edilen su 6zut verimi ise,
%16.77 olarak tespit edildi (Sekil 4.1).

Literatiirde farkli Onosma tiirlerinin su 0ziit verimlerinin diger Oziitlerine

oranla daha yiiksek olduguna dair veriler bulunmaktadir [53, 74].

20

Oziit verimi (%)

Metanol Su Etil asetat

Sekil 4.1. Oziitlerin dziitleme verimleri
4.2. Oziitlerin Toplam Fenolik ve Flavonoit I¢erik Analizleri

Onosma demirizii 6zutlerinin toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktarlar
Sekil 4.2 ve 4.3’te verilmistir. Metanol 6zittinin hem toplam fenolik hem de flavonoit
igerigi diger Oziitlere nazaran daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Metanol 6ziitiiniin
toplam fenolik ve flavonoit igerikleri sirasiyla; 42.75 mg GAEs/g 6zit ve 59.90 mg
QEs/qg oziit olarak tespit edilmistir.

Literatiirde ¢ok sayida Onosma turuntn toplam fenolik ve flavonoit igerikleri
belirlenmis [52-57, 74-78] ve bu ¢alismadan elde edilen verilerle uyum igerisinde

oldugu goriilmiistiir.
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mg GAEs/g 0zut

Metanol Su Etil asetat

Toplam fenolik testi

Sekil 4.2. Oziitlerin toplam fenolik icerikleri

75

mg QEs/g 6ziit

Metanol Su Etil asetat

Toplam flavonoit testi

Sekil 4.3. Oziitlerin toplam flavonoit igerikleri

4.3. Ozitlerin LC-MS Analizleri

Coklu reaksiyon izleme (MRM) modu, bir érnek icerisindeki analitlerin sivi
kromatografisi-kitle spektroskopisi (LC-MS/MS) ile kantitatif belirlenmesi igin
kulalanilan en yaygin yontemlerden biridir. Bu tez c¢alismasinda da, O. demirizii
bitkisinin metanol, su ve etil asetat 6zitlerindeki fenolik bilesiklerin kantitatif

analizleri LC-MS/ kullanilarak gergeklestirilmis ve sonuglar Tablo 4.1'de verilmistir.
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Tablo 4.1. Oziitlerdeki segilen fitokimyasallarin derisimleri (Ug/g 6z(it)

Bilesikler Metanol Su Etil asetat
Gallik asit 13.43+0.022 1.57+0.01° | 2.48+0.06°
Protokatesuik asit 203+4° 343+22°8 17.11+0.42°
3,4-Dihidroksifenilasetik asit 5.79£0.32 nd nd
(+)-Katesin 20.2+£1.6 nd nd
Pirokatekol nd nd nd
Klorojenik asit 31815+29? 3012+38° 614+37°
2,5-Dihidroksibenzoik asit 235+12 40.9+0.1° 6.13+0.13¢
4-Hidroksibenzoik asit 547+162 213+6" 83.2+1.4°
(-)-Epikatesin 5.15+0.27 nd nd

Kafeik asit 194+12 144+3° 6.46+0.26°
Vanilik asit 803472 281+3P 100+1°
Siringik asit 77.4+0.62 46.5+0.6" 10.1+0.1°
3-Hidroksibenzoik asit 10.8+0.1° 16.3+0.22 3.05+0.17¢
Vanilin 76.4+1.42 4.38+0.19° | 15.7+0.1°
Verbaskosit nd nd nd
Taksifolin nd nd nd

Sinapik asit 42.9+3.0% 16.8+0.6" nd
p-Kumarik asit 119424 43.5+1.2° 16.9+0.1°
Ferulik asit 3814202 40.5+0.2" | 54.6+0.3
Luteolin 7-glukosit 81.7+3.52 81.9+0.1° 54.1+9.3
Hesperidin 177957+1562 14255+54P 10878+52°¢
Hiperosit 10199+242 425+7¢ 571+6°
Rosmarinik asit 8857+1032 77.0+3.9° | 146+8°
Apigenin 7-glukosit 78.94£2.32 51.1+1.0° 30.4+2.6°
2-Hidrosinnamik asit nd nd nd
Pinoresinol 2502+60? 681+1° 318+13¢
Eriyodiktiyol nd nd nd
Kuersetin 58.9+1.3% 8.92+0.08° | 12.5+0.1°
Luteolin 59.6+3.4 92.442.32 53.9+5.0P
Kamferol nd nd 3.72+0.21
Apigenin 7.75+1.352 12.0£0.12 | 7.67+1.462

Ayni satirda ayni Uist simgelerle isaretlenen degerler arasinda istatistiksel fark yoktur. nd: tespit edilemedi.
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Oziitlerde genelde ana bilesenler olarak klojenik asit, hesperidin, hiperosit,
rosmarinik asit ve pinoresinol tespit edilmistir (Sekil 4.4). Her ¢ 6zitiin de hesperidin
bakimindan zengin oldugu saptandi. Hesperidin miktar1 metanol, su ve etil asetat
Oziitlerinde sirasiyla; 177957, 14255 ve 10878 ug/6ziit olarak belirlenmistir. Metanol
Ozitiiniin diger iki 6ziite oranla fenolik ve flavonitler bakimindan daha zengin oldugu
ve bu sonucun da toplam fenolik ve flavonit test sonuglariyla uyumlu oldugu

gorulmektedir.

0 : 101?
OH
Klorojenik asit

OH

H%,OH 0
OH 0 ;A\ +OH 00 0.0 0 [ I oH
g OH HOY “OH

OH

OH OH O
Hiperosit Hesperidin
O« _OH
[
0 O\ H O OH
HO H 0
0 P I OH
Pinoresinol Vanillic acid

Sekil 4.4. Oziitlerde bulunan ana fitokimyasallarin agik yapilart

Literatiirde, her ne kadar ¢ok sayida farkli Onosma turlerinin fitokimyasal
igerikleriyle alakali caligmalar [52-57, 74-78] bulunsa da, Onosma demirizii
Oziitlerinin fitokimyasal igerigi {iizerine yapilan bu calismada tespit edilen

fitokimyasallar bu ¢aligsma ile ilk kez literatiire kazandirilmistir.

Onosma sieheana, O. stenoloba [52], O. pulchra [53], O. aucheriana, O.
frutescens, O. sericea [54], O. tauricum var. tauricum [55], O. gigantea [56], O.
heterophyllum [57], O. microcarpum, O. nana [58], O. cappadocica, O. rutilum [59],
O. inexspectata, Onosma armenum [60], Onosma gracilis, O. oreodoxa [61], O.
trapezuntea, O. rigidum [62] gibi bazi tiirlerin de hesperidin, hiperosit, rosmarinik asit,

klorojenik asit ve pinoresinol bakimindan zengin olduklari rapor edilmistir.
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Bu ¢aligmada elde edilen fitokimyasal igerik verileriyle literatiirdeki verilerin
birbirlerine benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yani sira, bazi aragtirmacilar,
bu cinsin 6zelligi olan alkaloidler, naftokinonlar, alkanninler ve shikoninler gibi bazi

fitokimyasallarin Onosma tiirlerinde varligini ortaya ¢ikarmislardir [12, 26, 79].
4.4. OzutlerinAntioksidan Aktivite Analizleri

Ozitlerin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin fosfomolibdenyum, DPPH
ve ABTS katyon radikal stpurim, CUPRAC ve FRAP indirgeme gucu ile demir (I1)
iyonlar1 selatlama kapasitelerini igeren farkl: test sistemleri kullanildi. Oziitlerin ICso
veya ECso derisimlerini gosteren sonuclar Tablo 4.2°de verilmistir. Oziitlerin tiim test
sistemlerindeki antioksidan kapasiteleri, testlerde kullanilan pozitif kontrollerden daha
disiik tespit edilmistir. Bununla birlikte, etil asetat Oziitliniin radikal siiptliriim

testlerindeki ICsg degerleri 20 mg/mL derisimden daha yiiksek olarak belirlenmistir.

Tablo 4.2. Oziitlerin ve standartlarin antioksidan kapasiteleri

Testler Metanol Su Etil asetat Trolox EDTA
Fosfomolibdenyum | 1.47+0.05% | 2.35+0.03" | 5.58+0.33° | 1.01+0.02? -
(ECso: mg/mL)

CUPRAC indirgeme | 0.85+0.01% | 1.38+0.06" | 4.55+0.33° | 0.27+0.01% -
(ECso: mg/mL)

FRAP indirgeme 0.47+0.01° | 0.850.03° | 2.96+0.15° | 0.10+0.01° -
(ECso: mg/mL)

DPPH radikal 1.78+0.02° | 2.43+0.15° >20° 0.29+0.02% -
(I1Cs0: mg/mL)

ABTS radikal 1.67+0.01% | 1.76+0.02° >20° 0.31+0.02% -
(1Cs0: mg/mL)

Fe(II) selatlama 4.97+0.08° | 1.07+0.02° | 3.8440.15° - 0.05+0.002%
(I1Cs0: mg/mL)

Ayni satirda ayni iist simgelerle isaretlenen degerler arasinda istatistiksel bir fark yoktur.

DPPH radikal ve ABTS katyon radikal supuriim testlerinde 6zutler benzer
aktivite profili sergilemelerine karsin, metanol ve su Oziitlerinin etil asetat oziitiine
oranla oldukga yiiksek aktivite gostermistir (Sekil 4.5 ve 4.6). Etil asetat oziitiinun,
DPPH radikal stpurim testinde 9.28 mg TEs/g 6zt aktivite gosterdigi; ABTS katyon
radikal testinde ise, en ylksek aktivite metanol 6zltiinde (162.63 mg TEs/g 0ziit) tespit

edilmistir.
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Sekil 4.5. Oziitlerin DPPH radikal stiptrim aktiviteleri
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Sekil 4.6. Oziitlerin ABTS katyon radikal stipuriim aktiviteleri

Sekil 4.7 ve 4.8’de de goriilecegi lizere, Oziitlerin bakir (II) iyonlarimi
indirgeme giiclerinin demir (III) iyonlarini indirgeme gii¢lerinden daha yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Hem CUPRAC hem de FRAP testinde oOziitlerin indirgeme giicii
kapasitelerinin metanol>su>etil asetat olarak degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.
Radikal siipiiriim testlerinde oldugu gibi indirgeme giicii testlerinde de metanol

Oziitiinilin su ve metanol 6ziitlerine gére daha yiiksek aktivite sergilemistir.
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Sekil 4.7. Oziitlerin CUPRAC indirgeme giicti kapasiteleri
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Sekil 4.8. Oziitlerin FRAP indirgeme giicii kapasiteleri

Fosfomolibdenyum testinde metanol 6ziti (708 mg TEs/g 6ziit) daha yiksek
aktivite sergilerken; en diisiik aktivite ise etil asetat Oziitiinde (187 mg TEs/g 0z(it)
tespit edilmistir. Diger testlerin aksine demir (II) iyonlar1 selatlama testinde su 6zUtu
(51 mg EDTAESs/g 6ziit) en yiiksek aktivite gostermistir (Sekil 4.9 ve 4.10). Ayni test
sisteminde, su Ozutinl etil asetat (14 mg EDTAEs/g 6zit) ve metanol (11 mg
EDTAEs/qg 6z(t) oziitleri takip etmistir.
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Sekil 4.9. Oziitlerin toplam antioksidan aktiviteleri
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Sekil 4.10. Oziitlerin demir (1I) iyonlar selatlama kapasiteleri

Antioksidan testlerinde elde edilen sonuglarin her biri farkli bir aktivite
mekanizmasi ortaya koydugundan (O6rnegin radikal siipiiriim, indirgeme giicii,
selatlama aktivitesi vb.), sonuglari sayisal olarak karsilastirmak mantiksal olarak dogru
degildir. Bu nedenle her bir 6zlt igin antioksidan test sistemlerinden elde edilen
sonuglarin tstiinliigiinii karsilastirmak i¢in bagil antioksidan kapasite indeks (RACI)
degerleri belirlendi. Bununla birlikte, her 6rnegin RACI degerleri ile antioksidan

aktiviteleri arasindaki korelasyon da tespit edildi.
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RACI degerleri hesaplanirken, ilk olarak her test icin numunelerin ortalama ve
standart sapma degerleri belirlenmistir. Oziitlerin ham verileri ortalama degerlerden
cikarilmis ve her 6zUt icin standart sapmaya bolinerek RACI degeri elde edilmistirr.
Bu islem her test i¢in ayr1 ayr1 uygulanmistir. Toplam RACI degerleri, ilgili 6zutin
(fenolik ve flavonoit dahil) tiim antioksidan testlerinden elde edilen ortalama degerler
dikkate alinarak hesaplanmistir ve sonuglar Sekil 4.11°de verilmistir. Sekilden de
goriilecegi lizere RACI degerleri bakimindan metanol 6ziitiinlin diger 6ziitlere oranla

dah yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

1,2

Bagil antioksidan kapasite indeksi (RACI)

Etil asetat Su Metanol

Sekil 4.11. Ozitlerin bagil antioksidan kapasite indeksleri

Onosma demirizii bitkisinin metanol 6ziitiiniin diger Oziitlere oranla daha yuksek
antioksidan aktivite sergilemesinin ana nedenleri arasinda hem toplam fenolik ve
flavonoit bilesik agisindan zengin hem de LC-MS ile belirlenen fitokimyasal igerik
bakimindan daha yiiksek olusu sayilabilir. Bu tez c¢aligmada arastiritlan Onosma
demirizii bitkisinin antioksidan aktiviteleri ile ilgili literatirde herhangi bir veri

bulunamamastir.

25



Bununla birlikte, metanol 6zitinin daha ylksek antioksidan aktivite
sergilemesine  Oziitin  igcerdigi ana  bilesenlerin  katkida  bulunabilecegi
diistiniilmektedir. Clinkii literatiirde, hesperidin [80-82], hiperosit [83-85], rosmarinik
asit [86-88], vanilik asit [89-91] bakimindan zengin olan Oziitlerin dikkate deger
antioksidan aktiviteler sergiledigini bildirmistir [92, 93].

Literatlr verileri, rosmarinik asidin antioksidan aktiviteye 6nemli Olcide
katkida bulunabilecegini dogrulamaktadir [94-96]. Ayrica literatiirde, pinoresinol veya
bu bilesigin bazi tiirevlerinin veya bu bilesigi yiiksek miktarda i¢ceren bazi ekstraktlarin
oksidatif stres baskilanmasini ve buna bagli olarak gelisen semptomlarin siddetini
azalttigina dair bazi raporlar da bulunmaktadir [97, 98]. Ayrica son yillarda diger bazi
Onosma tiirlerinin antioksidan aktiviteleri iizerine yapilan bazi ¢alismalarda bu
bilesiklerce zengin Oziitlerin antioksidan aktivitelerinin de yiiksek oldugu rapor

edilmistir [52-54, 74].

Buna ilaveten, oOzdtlerdeki toplam fenolik ve flavonit igerik ile
fitokimyasallarin antioksidan aktiviteye katki sagladiklari yapilan Pearson korelasyon
analizleriyle de tespit edilmistir (Tablo 4.3). Hem total fenolik ve flavonoit i¢erik hem
de oziitlerdeki ana fitokimyasallar ile demir (II) iyonlar1 selatlama testi hari¢ diger
antioksidan testler arasinda olduk¢a yiiksek pozitif bir korelasyon (r>0.50)
gdzlenmistir. Bu da aktiviteden oziitlerdeki ana fitokimyasallarin sorumlu olabilecegi

tezini desteklemektedir.

Tablo 4.3. Fitokimyasallarla biyolojik aktivite testleri arasindaki Pearson korelasyonu

Fitokimyasallar TAP | DPPH | ABTS | CUPRAC | FRAP | FICA | AChEIA | TIA | AAIA | AGIA
RACI 0.98 | 0.99 0.96 0.99 0.97 0.12

Total flavonoit 0.97 | 0.86 0.73 0.95 0.98 -0.34 | 0.04 0.81 | 0.12 -0.36
Total phenolic 0.99 | 0.93 0.84 0.99 0.99 -0.16 | -0.15 0.90 | -0.06 | -0.52
Chlorogenic acid 0.90 | 0.75 0.60 0.88 0.92 -0.50 | 0.22 0.69 | 0.30 -0.19
Hesperidin 0.88 | 0.72 0.56 0.86 0.90 -0.55 | 0.27 0.65 | 0.35 -0.14
Rosmarinic acid 0.87 | 0.70 0.54 0.85 0.89 -0.57 | 0.29 0.63 | 0.37 -0.11
Hyperoside 0.86 | 0.70 0.53 0.84 0.88 -0.57 | 0.30 0.63 | 0.37 -0.11
Pinoresinol 094 | 0.81 0.67 0.92 0.95 -043 | 0.13 0.75 | 0.21 -0.27

TAP: Fosfomolibdenyum testiyle toplam antioksidan aktivite. AAIA, AChEIA, AGIA ve TIA: Sirasiyla; a-amilaz,
asetilkolinesteraz, a-glukosidaz, ve trozinaz inhibisyon aktiviteler. ABTS ve DPPH: ABTS ve DPPH radikal
stipurim aktiviteler. CUPRAC ve FRAP: CUPRAC ve FRAP indirgeme giici potansiyelleri. RACI: Bagil
antioksidan kapasite indeks. FICA: Demir (II) iyonlari selatlama kapasitesi
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4.5. Oziitlerin Enzim Inhibisyon Aktivite Analizleri

Metanol, su ve etil asetat Oziitlerinin kolinesteraz (ChEs), a-amilaz, o-
glukosidaz ve tirozinaz enzimleri iizerine inhibisyon aktiviteleri de arastirilmistir.
Analiz sonuglari, hem %50 inhibisyon saglayan derisime karsilik gelen 1Cso (Mmg/mL)
cinsinden hem de pozitif kontrol esdegeri olarak hesaplanmistir. ICso hesaplamalari
Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Standartlarin ve 6ztlerin enzim inhibisyon aktiviteleri

Testler Metanol Su Etil asetat | Galanthamine | Kojic acid | Acarbose
AChE 1.37+0.04% | >20° 1.04+0.05% | 0.003+0.0003% | - -

(1Cs0: mg/mL)

BChE na na 1.47+0.02" | 0.006+0.0003% | - -

(1Cs0: mg/mL)

Tirozinaz 2.74+0.11° | 3.03+0.04" | 5.75+0.15° | - 0.27+0.012 | -

(1Cs0: mg/mL)

a-Amilaz 3.26+0.08% | >20° 2.80+0.22% | - - 1.05+0.072
(1Cs0: mg/mL)

o-Glukosidaz | 2.02+0.08° | 5.28+0.01% | 1.04+0.01° | - - 1.77+0.03°
(1Cs0: mg/mL)

Ayni satirda ayni Uist simgelerle isaretlenen degerler arasinda istatistiksel bir fark yoktur.

Her (¢ ozut de asetilkolinesteraz enzimi (zerine bdatirilkolinesteraz
enziminkinden daha ylksek inhibisyon aktivite sergilemistir. Asetilkolinesteraz
tizerinde en etkili inhibisyon etil asetat ziitiiniin sergiledigi; buna kargin metanol ve
su Ozdtlerinin batirilkolinesteraz enzimi Uzerinde hicbir inhibisyon aktivite
gostermedigi belirlenmistir (Sekil 12 ve 13). Her {i¢ 6ziitlin bu test sistemindeki

inhibisyon etkisi pozitif kontrol olan galantamininkinden oldukga diisiiktiir.

mg GALAEs/g 6zut

Metanol Su Etil asetat

AChE enzim inhibisyon testi

Sekil 4.12. Oziitlerin asetilkolin esteraz inhibisyon aktiviteleri
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2,0

mg GALAESs/g 6zit

Metanol

Su
BChE enzim inhibisyon testi

Etil asetat

Sekil 4.13. Oziitlerin bitirilkolin esteraz inhibisyon aktiviteleri

Oziitlerin sindirim enzimleri olan a-amilaz ve a-glukosidaz tizerine inhibisyon
aktivite sonuglar1 Sekil 14 ve 15°te verilmistir. Hem o-amilaz hem de a-glukosidaz
enzimleri Gzerine etil asetat 6zutlinlin daha yiiksek inhibisyon aktivite sergiledigi tespit
edilmistir /sirastyla; 375 ve 1673 mg ACEs/g 0ziit). Ayni zamanda oziitlerin a-

glukosidaz tizerinde a-amilaza gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Su 6ziitlinlin her

iki enzim iizerinde de en diisiik inhibisyon aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

480

360

240

mg ACEs/g 6zut

120

Metanol

Su

a-Amilaz enzim inhibisyon testi

Etil asetat

Sekil 4.14. Oziitlerin a-amilaz inhibisyon aktiviteleri
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2000

1500

1000

mg ACEs/g 6zut

500

Metanol Su Etil asetat

a-Glukozidaz enzim inhibisyon testi

Sekil 4.15. Oziitlerin o-glukosidaz inhibisyon aktiviteleri

Metanol, su ve etil asetat Ozitlerinin tirozinaz enzimi Gzerine inhibisyon
aktiviteleri sirastyla; 98, 89 ve 47 mg KAEs/g 6ziit olarak belirlenmistir (Sekil 16).
Her U¢ 6zutin ICso degerleri pozitif kontrol olan kojik asitten daha diisiik
hesaplanmistir (Tablo 4.4). Pearson korelasyon analizlerinin verildigi Tablo 4.3
dikkatli incelendiginde, Oziitlerin trozinaz enzimi lizerine inhibisyon etkileri ile
igerdikleri fitokimyasallar arasinda oldukca yuksek pozitif bir korelasyon
gbzlenmektedir (r>0.60). Buradan da ozltlerde miktarca fazla bulunan bu

fitokimyasallarin bu inhibisyon aktiviteden sorumlu oldugu sdylenebilir.

120

mg KAEs/g 6zut

Metanol Su Etil asetat

Tirozinaz enzim inhibisyon testi

Sekil 4.16. Oziitlerin trozinaz inhibisyon aktiviteleri
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Yapilan detayli literatiir aragtirmalar1 sonucunda, Onosma demirizii bitkisinin
enzim inhibisyon aktivitesiyle ilgili hi¢bir veriye ulasilamamistir. Ancak oziitlerde
miktarca fazla bulunan hesperidin, hiperosit, rosmarinik asit ve klorojenik asit gibi
fitokimyasallarin bu enzimler tizerine etkileri iizerine yaymlanmus literatQr verilerini
tartigmakta da yarar vardir. Fas’ta dogal olarak yayilis gosteren bazi bitki tiirlerinin
tirozinaz inhibisyon aktivitelerinin arastirildigi bir ¢aligmada, Fucus spiralis'in yuksek
tirozinaz inhibisyon aktivite sergiledigi ve etanol 6ziitiiniin 6nemli miktarda hesperidin
icerdigi bildirilmistir [99]. Ote yandan, daha &nce yaymlanan bircok calismada,
hiperosit ve rosmarinik asit agisindan zengin bazi bitki turlerinin énemli tirozinaz
inhibitor aktivite sergiledigini kanitlamistir [52-54, 100-104]. Hesperidin, hiperosit ve
rosmarinik asitin enzim inhibisyon aktiviteye katkisini kanitlamak amaciyla yapilan in
silico molekiiler docking analizlerinde, hiperosit’in tiim enzimlere baglanma
afinitesinin ve inhibisyon sabiti degerlerinin digerlerine oranla oldukga yiiksek oldugu

saptanmistir [61].

Asetilkolin esteraz enzimleri acisindan, hem etil asetat 6zutlnin Tablo
4.1°deki fitokimyasal icerigi hem de Tablo 4.3’teki Pearson korelasyon analiz
sonuglar1 gozden gegirildiginde ana bilesenler olan fitokimyasallarin (rosmarinik asit,
hesperidin, hiperosit gibi) kolinesterazlar iizerine inhibisyon aktiviteye bir katki
saglamis olabilecegi sOylenebilir. Scrophularia lucida koklerinden ve toprak st
kisimlarindan elde edilen etil asetat, metanol ve su oziitlerinin ChE inhibisyon
aktivitelerinin arastirildigi bir calismada, bitkinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen
etil asetat Oziitiiniin en yiiksek BChE inhibisyon aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
[105]. Arastiricilar bunun nedeni olarak etil asetat Oziitiiniin ana bilesikleri olan
rosmarinik asit ve hesperidinin bu inhibisyon aktiviteye onemli Olc¢lide katkida
bulundugunu belirtmislerdir [105]. Bir baska c¢alismada ise, Euphorbia fistulosa
koklerinden elde edilen 6ziitin hem AChE hem de BChE Uzerinde 6nemli inhibisyon
aktivite sergiledigi ve Oziitlin yiiksek miktarda hesperidin ve hiperosit igerdigi
bildirilmistir [106]. Hiperosit’in BChE inhibitor aktivitesi ilizerine yayimnlanan baska
bir ¢aligmada da %77.60 oraninda inhibisyon aktivite kaydedilmistir [107]. Ayrica
literatiirdeki daha onceki raporlarda klorojenik asit, rosmarinik asit ve hiperosidin
onemli enzim inhibitorleri oldugu bildirilmistir [108-111].
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Literatiirde, yukarida bahsedilen o6ziitlerde bulunan ana fitokimyasallarin
sindirim enzimleri Uzerindeki inhibisyon aktiviteye katkida bulunabilecegini gosteren
calismalar da vardir. Stachys cretica subsp. mersinaea bitkisi ¢zutlerinin de a-amilaz
ve a-glukosidaz iizerinde giiclii inhibisyon aktivite gosterdigi ve yliksek miktarlarda
hesperidin igerdigi rapor edilmistir [112]. Artemisia capillaris'in metanol 6ziitiinde a-
amilaz inhibisyon aktiviteden sorumlu fitokimyasallarin arastirildigi bir baska
calismada ise, hiperosit’in, potansiyel bir a-amilaz inhibitorii oldugu bildirilmistir
[113]. Rosmarinik asitin anti-hiperglisemik etkisinden dolay1 saglik tizerinde faydali
etkileri oldugunu bildirmistir [114]. Yine literatiirdeki bazi raporlarda, klorojenik asit
bakimindan zengin olan ozitlerin, sindirim enzimleri Gzerinde 6nemli inhibisyon

aktivite sergiledigi ifade edilmistir [115-118].

Neticede, s6z konusu fitokimyasallarin bu ¢alismada degerlendirilen enzimler
tizerindeki inhibisyon aktivitesi bakimindan katkis1 da g6z 6niinde bulundurularak bu
calismadan elde edilen verilerin literatir verilerini destekler nitelikte oldugu

soylenebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda, Onosma demirizii bitkisinin toprak tstii kisimlarindan
demleme yontemiyle hazirlanan su 6ziitliniin ve maserasyon teknigiyle elde edilen
metanol ve etil asetat 6zltlerinin oncelikle LC-MS ile toplamda 31 fenolik turi
bilesigin arastirildigi fitokimyasal analizleri gergeklestirilmistir. Daha sonra her g
Oziitlin de hem farkl1 testler kullanilarak antioksidan kapasiteleri hem de 5 farkli enzim

Uzerine inhibisyon aktiviteleri arastirilmastir.

Fitokimyasal analizler sonucunda, metanol 6zltinun daha yuksek olmak
kaydiyla her ii¢ oziitiin de hesperidin, hiperosit, rosmarinik asit, klorojenik asit ve

pinoresinol bakimindan oldukg¢a zengin oldugu tespit edilmistir.

Ozellikle metanol ve su 6zitlerinin, etil asetat 6zitiiniinkinden 6nemli 6lciide
daha yiliksek antioksidan aktivite sergiledigi sonucuna ulasilmistir. Bu durumun s6z
konusu oOziitlerdeki yiiksek polar fenolik bilesikler veya flavonoitlerden
kaynaklanabilecegi diisliniilmiis ve gereck Pearson korelasyon ve gerekse de RACI

hesaplamalariyla bu fikir teyit edilmistir.

Antioksidan aktivite testlerinin aksine enzim inhibisyon aktivite analizlerinde
literatlirdeki birgok ¢alisgmada oldugu gibi etil asetat Oziitiiniin enzim inhibisyon

aktivitesinin diger Oziitlere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Neticede, Onosma demirizii bitkisinin hem fitokimyasal icerik hem de
biyolojik aktivite analizleri sonucu elde edilen veriler ilk kez bu tez ¢aligmasi ile

literatiire kazandirilmistir.

Her ne kadar 6zutler, in vitro yapilan testler sonucunda kaydadeger bir hem
antioksidan hem de enzim inhibisyon aktivite sergilemis olsalar bile, bu &ziitlerin in
vivo sartlarda da benzer etkiler sergileyecegi belli degildir. Ayrica 6ziitlerin hem toksik
olup olmadiklart hem de aktiviteden sorumlu bilesenlerin net olarak neler oldugu
belirsizdir. Dolayisiyla daha sonraki asamalarda 6ziitlerin oncelikle toksik etkilerinin
belirlenmesi daha sonra ise in vivo deneylerle bu ¢alismada elde edilen aktivite
sonuclartyla uyumlarmin tespit edilmesi ve detayli kromatografik islemlerle de
oziitlerde aktiviteden sorumlu bilesenlerin izalosyonu ve karakterizasyonunun

yapilmasi 6nerilmektedir.
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