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Sifali bitkiler, eski ¢aglardan beri ¢esitli insan hastaliklarinin tedavisinde ve toplumun
gelismesinde hayati bir rol oynamugtir. Sifali bitkiler, tedavi edilebilir ve tedavi
edilemeyen hastaliklarin tedavisinde kullanilacak yeni ilaglar ig¢in en giivenli
kaynaklardan biridir. Diinya ¢apinda mevcut regeteli ilaglarin yaklasik %25' dogal
kaynaklardan elde edilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, Yemen’de yetisen ve tedavi
amacli da kullanilabilen Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinin antioksidan
aktiviteleri, enzim inhibisyon etkileri ve fenolik bilesik icerikleri iizerine kapsamli in
vetro olarak bir inceleme yapilmistir. Bitki ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri,
FRAP, CUPRAC, ABTS ve DPPH gibi farkli yontemlerle degerlendirilmistir. Bu

aktiviteler, bitki ekstraktlarinin serbest radikalleri giderme kapasitelerini gosterir.



Ozellikle TAE ve TAK ekstraktlarmin yiiksek antioksidan aktiviteleri vurgulanmistir.
Ayrica bitki ekstraktlarinin a-amilaz, a-glikozilaz, hCA I, hCA 11 ve asetilkolinesteraz
enzimleri ilizerine aktivasyon ve inhibisyon etkileri de incelendi. Adenium obesum ve
Tamarix arabica bitkilerinin ekstraktlari, a-amilaz, a-glukozidaz, karbonik anhidraz |
ve II, asetilkolin esteraz gibi enzimlere etkilerini gdstermistir. Bu, bitki ekstraktlarinin
potansiyel terapotik kullanimlari tizerindeki etkilerini degerlendirmeye yonelik 6nemli
bir adimdir. Son olarak bitkilerin metanol ekstarktlarinin bazi fenolik miktarlar ise
LC-MS/MS kromatografisi ile belirlendi. TANIK asit, Ellagik asit ve Miquelianin gibi
fenolik bilesiklerin belirlenmis olmasi, bitkinin biyolojik aktivitelerinden sorumlu
olabilecek onemli bilesiklerin tanimlanmasini saglar. Bu tez, Adenium obesum ve
Tamarix arabica bitkilerinin farkli ekstraktlarinin  biyolojik aktivitelerinin
karsilastirmali bir ¢alismasini bildiren ilk ¢aligmadir. Calismamiz, geleneksel bitkisel
tedavi yontemlerinin modern bilimsel yontemlerle birlestirilmesi agisindan 6nemli bir
ornek sunmaktadir. Bu, bitkilerin biyolojik aktivitelerini daha iyi anlamamiza ve
potansiyel tibbi uygulamalarini degerlendirmemize yardimci olabilir. Calismamiz,
Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinin potansiyel tibbi uygulamalarini
degerlendirmek i¢in 6nemli bilgiler saglar. Ozellikle antioksidan ve enzim inhibisyon
aktiviteleri, bu bitkilerin metabolik bozukluklar, inflamasyon ve anti-kanser terapileri
gibi ¢esitli hastaliklarin  tedavisinde potansiyel bir rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Sonug olarak, Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinin bu
calisma kapsaminda incelenen biyolojik aktiviteleri, dogal kaynaklardan elde edilen

potansiyel terapdtik ajanlar olarak daha fazla aragtirmay1 hak ediyor.

Anahtar Sozciikler : Adenium obesum, Tamarix arabica, o-amilaz, a-glukozidaz,
Karbonik anhidraz, Asetilkolinesteraz, Antioksidan.
Bilim Kodu : 10105.07
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Medicinal plants have played a vital role in the treatment of various human diseases
and the development of society since ancient times. Medicinal plants are one of the
safest sources for new drugs to be used in the treatment of treatable and incurable
diseases. Approximately 25% of prescription drugs available worldwide are derived
from natural sources. In this thesis study, a comprehensive in vetro examination was
conducted on the antioxidant activities, enzyme inhibition effects and phenolic
compound contents of Adenium obesum and Tamarix arabica plants, which grow in
Yemen and can be used for therapeutic purposes. Antioxidant activities of plant

extracts were evaluated by different methods such as FRAP, CUPRAC, ABTS and
DPPH. These activities indicate the free radical scavenging capacity of plant extracts.

Especially the high antioxidant activities of TAE and TAK extracts were emphasized.
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In addition, the activation and inhibition effects of plant extracts on a-amylase, o-
glycosylase, hCA 1, hCA 11 and acetylcholinesterase enzymes were also examined.
Extracts of Adenium obesum and Tamarix arabica plants have shown their effects on
enzymes such as a-amylase, o-glucosidase, carbonic anhydrase | and II, and
acetylcholine esterase. This is an important step towards evaluating the effects of plant
extracts on their potential therapeutic use. Finally, some phenolic amounts of the
methanol extracts of the plants were determined by LC-MS/MS chromatography.
Determination of phenolic compounds such as TANIK acid, Ellagic acid and
Miquelianin enables the identification of important compounds that may be
responsible for the biological activities of the plant. This thesis is the first to report a
comparative study of the biological activities of different extracts of Adenium obesum
and Tamarix arabica plants. Our study provides an important example of combining
traditional herbal treatment methods with modern scientific methods. This may help
us better understand the biological activities of plants and evaluate their potential
medicinal applications. Our study provides important information to evaluate the
potential medicinal applications of Adenium obesum and Tamarix arabica plants. In
particular, their antioxidant and enzyme inhibition activities suggest that these plants
may play a potential role in the treatment of various diseases such as metabolic
disorders, inflammation and anti-cancer therapies. In conclusion, the biological
activities of Adenium obesum and Tamarix arabica plants examined in this study
deserve further investigation as potential therapeutic agents obtained from natural

sources.
Key Word  : Adenium obesum, Tamarix arabica, a-amylase, a-glucosidase,

Carbonic anhydrase, Acetylcholinesterase, Antioxidant.
Science Code : 10105.07
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BOLUM 1

GIRIS

Bitkiler insanoglunun barinma, giyinme, beslenme Ve ila¢ basta olmak tizere bircok
ihtiyacin1  karsilamustir.  Bitkiler, sofistike geleneksel tip sistemlerinin temelini
olusturmustur. Bu tip sistemleri, gilinlimiizde hala kullanimda olan bazi 6nemli
ilaglarin ortaya c¢ikmasina neden olmustur [1]. 1960'larin sonunda DSO'de
somiirgecilikten kurtulma ve pan-Afrikanizm siyasi zemininde ortaya ¢ikan geleneksel
tip, sonraki on yillarda tesvik edilmeye devam etti ve en son kiiresel Geleneksel Tip
Stratejisi (2014 - 2023) ile sonuglandi [2]. Diinyada insanlarin biiyiik ¢ogunlugu,
giinliik saglik ihtiyaglar i¢in hala geleneksel materia medica'larina (tibbi bitkiler ve
diger malzemeler) giiveniyor [1]. Son yillarda modern tipta gbzlemlenen biiyiik

ilerlemelere ragmen, bitkiler hala saglik hizmetine 6nemli katkilar saglamaktadir.

Tibbi bitkiler tabiri tedavide kullanilan ¢esitli bitki tiirlerini kapsar ve bu bitkilerden
bazilarinin tibbi etkinlikleri vardir. Bu tibbi bitkiler, ilag gelistirme ve sentezinde
kullanilabilecek zengin bir igerik kaynagi olarak kabul edilir. Ayrica bu bitkiler tiim
diinyada insan kiiltiirlerinin gelismesinde kritik bir rol oynamaktadir [3]. Bitkilerden
elde edilen ilaglar kolayca bulunur, daha ucuz, giivenli ve etkilidir ve nadiren yan
etkileri vardir. Tiim tibbi recetelerin dortte birinin bitkilerden elde edilen maddelere
veya bitkilerden elde edilen sentetik analoglara dayali formiilasyonlar oldugu da bir
gercektir. Antikanser ilaglari, antimikrobiyal ilaglar, antihepatotoksik bilesikler gibi
terapotik olarak etkili yeni ilaglar i¢in, binlerce yildir tibbi kullanim i¢in segilen
bitkiler en belirgin se¢imi olusturmaktadir. T1bbi bitkiler insan viicudu iizerinde kesin
fizyolojik etki saglayan bazi organik bilesikler igerirler ve bu biyoaktif maddelere
tanenler, alkaloidler, terpenoidler, steroidler ve flavonoidler 6rnek olarak verilebilir
[4]. Ayrica sifali bitkiler tipik olarak, sagligi iyilestirmek i¢in ayr1 ayri veya sinerji
icinde hareket edebilen farkli kimyasal bilesiklerin karisimlarini igerir. Ornegin, tek

bir bitki, sindirimi uyaran maddeler, sisligi ve agriy1 azaltan iltihap onleyici bilesikler,



antioksidan ve venotonik olarak islev gérebilen fenolik bilesikler, dogal antibiyotik ve

idrar soktiiriicii gorevi goren antibakteriyel ve mantar onleyici tanenler icerebilir [1].

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, diinya niifusunun %80'i, 6zellikle de gelismekte olan
ilkelerdekiler, saglik hizmetleri igin bitki tlirevli ilaglara giliveniyor. Siklikla
alintilanan bu rakamlar ¢ercevesinde onemli bir belirsizlik olmasina ragmen, tibbi
bitkilerin hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde c¢ok sayida insanin
geciminde ve refahinda 6nemli bir rol oynadigina siiphe yoktur [5]. Bu nedenle sifali
bitkiler umut verici bir gelecege sahiptir. Diinyada yaklagik yarim milyon bitki vardir
ve bunlarin ¢ogu heniiz tibbi aktiviteleri agisindan incelenmemistir ve tibbi aktiviteleri
mevcut veya gelecekteki arastirmalarda tedavi igin belirleyici olabilir. Geleneksel
kiiltiirlerdeki bitkisel ilaglara iliskin derin bilginin yiizyillar boyunca deneme yanilma
yoluyla gelismesi ve en énemli tedavilerin dikkatli bir sekilde bir nesilden digerine

sOzIi olarak aktarilmast muhtemeldir [1].

Yemen, biiyiik bitki ¢esitliligi nedeniyle hem koruyucu hem de tedavi edici tip i¢in
botanik ilaglar hakkinda uzun ve iinlii bir farkindalik ve bilgi ge¢misine sahiptir.
Endemik ve yar1 endemik bitkiler agisindan zengindir ve sayilarinin 457'si olmak tizere
608 oldugu tahmin edilmektedir. Endemik (Sokotra'da 307) yani bagka yerde
bulunmayan bitkilerin yaklasik %16'sin1 olusturur. Bu nedenle Yemen'de birinci
basamakta geleneksel tibbin kullanimi1 yaygindir. Ancak Yemen dogal kaynaklarindan
sadece birka¢ tiirlin biyolojik aktiviteleri bilimsel olarak arastirilmistir [6]. Bu
calismada Yemen'in kuzeyindeki iki bolgeden iki sifali bitki (Adenium obesum ve

Tamarix arabica) halk ilaglar1 olarak tibbi degerlerinden dolay1 se¢ilmistir.

Adenium obesum, yabani ¢igekli bir tibbi bitkidir. Yaygin olarak ¢6l giilii olarak
bilinen Adenium obesum, Apocynaceae familyasina aittir ve tiim Afrika'da bulunur ve
Asya'da yetistirilir. Kalin gdvdeli, oldukga etli yaprakli ve siis bitkisi olarak kullanilan
bir kserofittir. Cins adin1 Yemen'in eski ad1 olan ve gilintimiizde iilkenin baskenti olan
Aden'den alirken, obesum terimi gévdenin taban kisimlarinda sismesini ifade eder [7].
Bu bitkinin tim kisimlar (lateks dahil) geleneksel ilaclarda cilt topaklari, yaralar,

kulak agrisi, rinit, gonore ve bulasici hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilir. Ayni



zamanda zehirli bir bitkidir ve bu nedenle bocek ilaci olarak kullanilir. Bu tiir,
antibakteriyel, antiviral, antikanser, akarisidal, yumusake¢a oldiiriicli, tripanosidal,
psisidal ve antioksidan aktiviteleri igeren genis bir biyolojik aktivite yelpazesi sergiler

I8, 9.

Tamarix arabica, Bunge (1852) tarafindan, Yemen'de bulunan "Arabistan Tihama'nin
yerlisi"nda Botha tarafindan yapilan bir toplulukta tanimlanmistir [10]. Tamaricaece
ailesine aittir ve toprak erozyonunu onlemek ve kum tepelerini stabilize etmek igin
yetistirilir. Tamarix arabica tibbi bir bitki olarak incelenmis ve fosfor, kalsiyum,
mineraller, floriir, polifenoller, flavonoidler, fenolik bilesikler, glikozitler, terpenler,

steroller ve alkaloidler gibi biyoaktif bilesikleri igerdigi bulunmustur [11].

Enzimler ve enzim inhibitérleri tipta ilag olarak kullanilmaktadir. Enzim inhibisyonu,
farmasoétik arastirmalarda onemli bir alandir ve bu alanda yapilan ¢aligsmalar ¢esitli
hastaliklarda kullanilan ilaglarin gesitliligine yol agmaktadir [12]. o-amilaz
inhibitorleri, bitkilerde mevcuttur ve bitkiler tarafindan avci hayvanlara karsi
savunmalarini giliclendirmek i¢in iiretildikleri diistiniilmektedir. Enzimatik inhibitor
aktivitesi olan bitki bilesenleri, polifenolik bilesikleri ve glikoproteinleri icermektedir.
Ornegin, ahududu ve cilekte bulunan antosiyaninler ve ellagitaninlerin a-glukozidaz
ve a-amilaz aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir. Buna ek olarak yesil ve siyah
caylarda bulunan teaflavin ve katesinlerin bir in vitro modelde nisasta sindirimini
geciktirmelerinin yani sira, o-amilaz ve o-glukozidaz aktivitesini inhibe ettigi
gosterilmisti. Ayrica baklagil bitkileri, sindirimi yavaglatan ve sonunda kan sekeri ve
insuline tepkileri degistiren degisik miktarda a-amilaz inhibitorleri igerirler. Bu etkiler
seker hastalari i¢in yararli olup, giiniimiizde a-amilaz inhibitorlerini igeren antidiabetik

tirinleri gelistirmek i¢in ¢ok fazla miktarda arastirma yapilmaktadir [13].

a-glukozidaz inhibitorleri, bu bagirsak enzimlerini rekabetgi ve geri doniisiimlii olarak
inhibe eder. Glukoamilaz, sukraz, maltaz, izomaltaz, laktaz bilinen Onemli o-
glukozidaz enzimlerdir. a-glukozidaz inhibitorleri Kkarbonhidratlarin sindirimini
yavagslatir ve glukoz emilimini geciktirir ancak bu gecikme malabsorbsiyona neden

olmaz. a-glukozidaz enzim inhibitorleri karbonhidrat emilimini geciktirmeleri



yanisira, gastrointestinal hormonal aksta da degisiklikler yapabilirler ve bu, kan sekeri
seviyelerinde daha kii¢iik ve daha yavas bir artisa neden olur. a-glukozidaz enzim
inhibitorleri akarboz, vogliboz ve miglitoldur. Akarboz, nitrojen kapsayan bir
pseudosakkaridtir. Vogliboz, valiomin tirevidir. Miglitol ise deoksinojirimisin
tirevidir. Akarboz ve voglimos mikrobiyal kaynaklidir. Miglitol ise sentetiktir. Bu
grubun en fazla kullanilan1 ve {ilkemizde de bulunani akarbozdur. Akarboz, hem
glukoamilaz hemde sukraz inhibitoriidiir. Nisasta, sukroz ve maltozun emilimini de
geciktirir ve ortamda bulunan glukoz ve diger disakkaridlerin emilimi tizerinde etkili
degildir. Ayrica, laktoz intoleransi olan hastalarda akarboz kullanimi bir sorun

yaratmaz ciinki ilacin laktaz iizerinde etkisi yoktur [14].

Karbonik anhidrazlar (CA'lar), ilag-hedef enzimler olarak bilinirler. Enzim
inhibitorleri, yeni terapdtik ajanlarin kesfedilmesi ve protein-ilag etkilesimlerinin
molekiiler diizeyde ayrintili olarak anlagilmasi icin dnemli bilesiklerdir. Karbonik
anhidraz veya karbonat dehidrataz (EC 4.2.1.1), karbon dioksitin bikarbonata
dontistimiini hizla katalize eden ve ¢inko igeren enzimdir. Bu reaksiyon, solunum, pH
ve CO; homeostazi, ¢esitli doku ve organlarda elektrolit sekresyonu, kemik
rezorpsiyonu, Kalsifikasyon, biyosentetik reaksiyonlar (glikoneogenez, lipid ve iire
sentezi gibi) ve fotosentez gibi birgok temel fizyolojik ve patofizyolojik siire¢ i¢in
gereklidir. CA | ve CA 11, eritrositlerde sitozolde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
iki ana CA izoenzimidir. Cesitli enzimler {izerinde inhibisyon ve aktivasyon
calismalari, enzim kataliz mekanizmalariin aydinlatilmas1 ve yeni ilaglarin
belirlenmesi agisindan 6nemlidir. CA'larin inhibitorleri ve aktivatorleri bircok
hastalikta terapétik uygulamalarda kullanilmigtir. Ornegin, CA | ve CA Il inhibitérleri,
glokom ve epilepsi tedavisinde veya diiiretik ilaglar olarak kullanilir. Ornegin glokom
tedavisinde asetazolamid ve brinzolamid, epilepsi tedavisinde topiramat, diiiretik

olarak asetazolamid ve methazolamid kullanilmaktadir [15].

Asetilkolinesteraz (AChE), noromiiskiiler kavsaktaki sinaptik yarikta ve merkezi sinir
sistemindeki (CNS) kolinerjik sinapslarda ACh'nin pargalanmasindan sorumlu olan
enzimdir. AChE ilk olarak ACh tarafindan asetillenir ve bununla birlikte kolin salinir.

Daha sonra bir su molekiilii, asetik asit salinimiyla birlikte serbest enzimi yeniden



tiretir. Sinir sistemindeki belirgin rolii nedeniyle AChE, sentetik organofosforlu (OP)
sinir ajanlar1 ve insektisitlerden ilk nesil anti-Alzheimer ilaglarina kadar ¢esitli giicli
dogal ve sentetik bilesiklerin hedefidir. Ikincisi, kolinerjik hipotez agisindan hastalikla
iliskili bilissel eksiklikleri iyilestirme potansiyeline sahip olduklar1 i¢in gelistirilmistir
[16].



BOLUM 2

TIBBIi BITKILER

Yemen, Arap Yarimadasi'nin giineybatisinda yer alan kii¢iik bir tilkedir (Sekil 2.1).
Daglar, ¢ol, ge¢it benzeri vadiler ve kiyr kayaliklar1 dahil olmak iizere ¢esitli
manzaralara sahip bir iilkedir. Yemen'in kiy1 ovalari, dogu platosu ve ¢olleri, iklimsel
faktorlerle birlestiginde ona bitki ortiisli agisindan zengin kilan ¢esitli bir topografya
verir. Anakara Yemen'deki yasam alanlarinin ¢esitliligi ve Sokotra takimadalarinin
endemizmi, Yemen florasina biiyiik bir ¢esitlilik saglamaktadir. Su anda Yemen'de
yaklasik 2.930 bitki tiirii bulunmaktadir. Bunlarin 699'u endemiktir. Yirminci yiizyilin
ortalarinda Bati tip sisteminin tanitilmasina ragmen, geleneksel bitkisel ilaglar
Yemen'in bir¢ok yerinde hala 6nemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte, bircok
Yemen geleneksel sifali bitkisinin farmakolojik aktiviteleri aragtirtlmamistir [17]. Bu
calisgmada, Yemen’de yetisen ve geleneksel tibda kullanilan Adenium obesum ve

Tamarix arabica bitkileri secilmistir.

SAUDI ARABIA

YEMEN

Hadramawt:

\  Atkanwi el
al-Hidayhah Sanaa

ARABIAN SEA

SOMALIA |

Sekil 2.1. Yemen haritasi.



2.1. ADENiUM OBESUM

Adenium obesum, halk arasinda ¢l giilii olarak bilinen ve yerel olarak Adnah olarak
adlandirilan, Apocynaceae dogbane familyasina ait etli bir kapali tohumlu bitkidir
[18]. Bitkinin Nerium obesum Forssk., A. arabicum Balf.f., A. tricholepis Chior gibi
bir¢ok es anlamlis1 ve bolgede kullanilan farkli lehgelere dayali olarak Ombo gaduud,
Obbe, Karya ve Locombol gibi birden fazla yo6resel adi vardir [19]. Adenium

obesum’un sistematik konumu Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Adenium obesum tiiriiniin sistematigi [8].

Krallik Plantae
Alt Kralhk Tracheobionta
Siiperboliim Spermatophyta
Boliim Magnoliophyta
Simif Magnoliopsida
Alt simf Asteridae
Emir Gentianales
Aile Apocynaceae
Cins Adenium Roem. & Schult.
Tiir Adenium obesum (Forssk.)

Apocynaceae dogbane ailesi, yaklasik 5100 bitki, ¢al1, aga¢ ve odunsu sarmasik tiirti
igerir. T1bbi kullanimlar1 nedeniyle en 6nemli bitki ailelerinden biri olarak kabul edilir.
Bu familyaya ait bitkiler halk hekimliginde sitma, diyabet ve paraziter hastaliklar gibi
bircok hastaligin tedavisinde ila¢ olarak kullanilmaktadir. Bazi Apocynaceae
bitkilerinin 6zleri ve saflastirilmis bilesikleri, farkli tiirdeki kanser hiicrelerine,
viriislere, bakterilere ve tarim zararlilarina karsi biyolojik aktivitelere sahiptir. Bu
aileye ait bitkilerin kardiyak glikozitler, terpenler, flavonoidler ve karbonhidratlar

icerdigi bildirilmistir [9].

Bu familyadaki bitkiler kayalik ve kumlu topraklarda iyi yetisir. Adenium cinsine ait
bitkiler, cogunlukla kuru ¢alilik arazide veya ormanlik alanlarda ve 2100 m rakima
kadar agaclikli otlaklarda bulunur. Giiniimiizde bu familyaya ait baz tiirler biyolojik

ve tibbi dnemlerinden dolay1 Sahra Afrikasi, Sudan, Kenya, Senegal ve Svaziland'da



ticari olarak yetistirilmektedir. A. obesum da dahil olmak iizere bazi nadir tiirler yabani
bitki olarak Umman, Suudi Arabistan, Yemen ve Sokotra gibi Arap Yarimadasi'nda
mevcuttur [20]. Hindistan, Filipinler ve Tayland gibi onlarca yildir nemli, tropik
iilkelerde yetistirilen popiiler siis bitkilerinden biridir ve ¢esitler arasinda genis ¢igek

rengi yelpazesi ve giizel heykelsi olmasi nedeniyle siis pazarinda biiyiik 6nem tasir [8].

Sekil 2.2. Adenium obesum.

Bu ¢ekici etli ¢al1 veya kiigiik agac, yumrulu bir gévdeye, grimsi bir kabuga ve ¢arpici
pembe yildiz bigimli gi¢eklere sahiptir (Sekil 2.2). Bitki ayn1 zamanda heykelsi bir
goriiniimle 1yi dallanmaya ve yiiksek diizeyde cicek rengi farklilagsmasiyla coskulu
ciceklenmeye sahiptir [18]. Genel olarak, tiim bitki bir semsiye sekline sahiptir. Bitki,
dort metre yiikseklige kadar biiylidiigli icin kiiclik bir aga¢ olarak kabul edilir. Bu
bitkinin bazi tiirlerinin etli bir ana kokil ve ¢ap1 bir metreye ulasan tabaninda sismis
bir gévdesi vardir. Kabugu soluk grimsi yesil, gri, kahverengi, piiriizsiiz, yapiskan,
seffaf veya beyaz latekslidir. Normalde dallar1 etli, spiral dizilislidir. Yapraklar
dallarin ucunda toplanir, piiriizsiiz ve parlak yesildir. Yapraklar yaklasik 2—4,5 ing
uzunlugunda ve 1-3 in¢ genisligindedir. Bitki, 6zellikle serin bir ortamda, kisin
yapraklarin ¢ogunu kaybetme egilimindedir. Bitkinin ¢i¢ekleri yildiz seklindedir.
Cicek, kirmizi ve pembe renkli bes yapraktan olusur, ¢iceklerin kokusu yoktur.
Cicekler tiim y1l boyunca, 6zellikle tiim bitkinin ¢iceklerle kapli oldugu yaz aylarinda
acar. Cicek Ozellikleri yagis, sicaklik vb. ¢evre kosullarima bagli olarak ¢esitlilik
gosterir [20, 21].



A. obesum, biiylime diizenleyicisi ¢ok yavas oldugu i¢in uzun omiirlii bitki olarak
adlandirilir. Bitki, kompakt bir biiyiime aliskanligina, sulu koklere ve kurak yerlerde
hayatta kalabilmesi ig¢in su ve besin rezervlerini depolamak igin gerekli bir organ

gorevi goren gosterisli koganlara sahip kalin bir govde yapisina sahiptir [22].

A. obesum, alkaloidler, steroidler, saponinler, glikozitler, toksik kardiyak glikozitler
(cardenolides), antrakinonlar, tanenler, flavonoidler ve karbonhidrat gibi cesitli
kimyasal bilesikler icerir. Ayrica antibakteriyel, antiviral, antikanserojenik, akarisidal,
tripanosidal ve antioksidan aktiviteleri igeren genis bir biyolojik aktivite yelpazesine
sahiptir [18, 19, 21].

Bitki, diinyanin birgok iilkesinde sifali bitki olarak kullanildigi i¢in geleneksel tipta
onemlidir. Bu bitkinin farkli kisimlari, Ortadogu bdlgesinde cilt hastaliklari, yaralar,
kas agrilar1 ve eklem agrilari gibi cesitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Koklerden ve kabuklardan elde edilen ham 6zler, ¢esitli cilt hastaliklarini tedavi etmek
ve bitleri yok etmede faydali bir losyon hazirlamak igin kullanilir. Kabuk ayrica diisiik
yapici olarak kullanilirken, lateks ¢iiriik disleri ve septik yaralari tedavi etmek i¢in bir
ilag olarak kullanilir. Somali'de ise burun damlasi olarak kullanimi mevcuttur.
Nijeryalilar bitkinin tamamin1 antispazmodik, anti-tripanosomatid ve anti-leishmania
ilac1 olarak kullanmaktadir [20].

2.2. TAMARIX ARABICA

Sekil 2.3. Tamarix arabica.



Tamarix arabica (T. arabica), Arap yoresinde yaygin olarak Tamarisk veya Athal

olarak bilinen Tamaricaece tiiriine aittir Cizelge 2.2.

Cizelge 2.2. Tamarix arabica tiiriiniin sistematigi [10].

Botanical name / Botanik adi Tamarix arabica Bung.
Family / Aile Tamaricaece
Local name / Yerel ach Ethl
Life form / Yasam formu Shumb / tree - Shumb / agag
Parts used / Kullanilan parcalar Leaves / Yapraklar
Extract yield (%) / Ekstrakt verimi (%6) 1,54
Collection code / Koleksiyon kodu DEQI10S
Collection site / Toplama alani Hamad town / Hamad kasabasi
Popular uses / Popiiler kullanimlar Astringent, antidianheic, diuretik /
sikilastirici, antidianheik, idrar
soktiirticii
Habitat Salt marshes / Tuz batakliklar

Tamaricaceae, kii¢iik ¢ali benzeri veya kiiglik agaglardan olusan bir ailedir. Bu aile
ozellikle 1liman ve subtropikal bolgelerde yaygindir. Tamaricaceae'nin 4 cinsi ve
yaklasik 100 tiirii vardir. Genellikle kiyilarda, tuzlu batakliklarda, kum tepelerinde,

ayrica nehir yataklarinda, nehir kenarlarinda ve ¢ok tuzlu topraklarda yetisir [23].

Tamaricaceae familyasindan “Tamariks” ve “tuzlu sedir” ortak adlariyla bilinen
Tamarix cinsi, diinyanin hemen her yerinde yetisen 60'tan fazla halofit bitki tiirinden
olugmaktadir. Bu bitkiler, tuz bezlerinden salgilanan, tlizeri tuzla kapli ignemsi
yapraklarla karakterize edilirler. Tamarix tiirleri, sicak ve kuru iklimlerde
biiyiimeleriyle taninirlar; ancak 1liman iklimlerde de bulunurlar. Tamarix tiirleri, kum
tepelerini diizeltmek i¢in kuru iklimlerde yetistirilmektedir; diger tiirlerin biiylimesini
engelleyen istilact bitkiler gibi davrandiklar1 i¢in nemli iklimlerde biiyilimeleri

istenmez [24, 25].
Bitki, diinyada "Asl", "Tarfa", "Gaz" ve "llgin", meyveleri "Gazmazaj" veya "Azbeh"

olarak bilinmektedir. Bitkinin kuru bir yapiya sahip oldugu bilinmekte ve i¢ organlar

tizerinde buruk ve temizleyici etkileri ac1 tadina atfedilmektedir. Sirke veya sarapla
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birlikte alinan karaciger ve dalak igin bir tonik olarak kullanilir. Tamarix agacindan
yapilmis bir kapta su i¢gmenin dalak hastaligi olan hastalara fayda sagladigina
inanilmaktadir. Tamarix hem deri hem de gastrointestinal iilserler i¢in bir antiiilser
ajan olarak ve hemoroit ve gastrointestinal kanamalar gibi farkli kanama tiirleri i¢in
kaynatma veya inflizyon seklinde bir antihemorajik olarak kullanilmistir. Sallanan ve

iltihapli disler i¢in de faydali oldugu disiiniilmustiir [24].

Tamarix spp. geleneksel olarak gastrointestinal bozukluklar, yaralar, diyabet ve dis
problemleri i¢in kullanilir. Fenolik asitler, flavonoidler ve tanenler bu bitkilerin temel
fitokimyasallarint olusturur. Klinik 6ncesi farmakolojik degerlendirmeler, Tamarix
spp. i¢in gesitli biyolojik aktiviteler gostermistir. Antidiyabetik, hepatoprotektif, yara
iyilestirici ve antiinflamatuar etkileri bilinmekle birlikte bu bitkilerin saglik yararlarini

destekleyecek hicbir klinik kanit heniiz sunulmamustir [24].

Tamarix spp.’nin potansiyel saglik yararlarina ragmen, bitki modern tipta heniiz

yeterince bilinmemektedir.
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BOLUM 3

ANTIOKSIDANLAR

Insan viicudunda iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ateroskleroz, koroner kalp
hastaliklari, yaslanma ve kanser gibi bir¢cok dejeneratif hastalikla iliskili oksidatif
hasara neden olabilecegine dair ¢ok sayida kanit vardir. Siiperoksit radikali, hidroksil
radikali, peroksil radikali ve nitrik oksit radikali gibi reaktif oksijen ve nitrojen
tirlerinin lipitler, proteinler, enzimler, DNA ve RNA gibi biyolojik molekiillere
saldirarak hiicre veya doku hasarina yol actig1 iyi bilinmektedir [26].

Arastirmacilar reaktif oksijen tiirlerinin roliinii ve bunlarin inme, kardiyovaskiiler
hastalik, astim, artrit, retinal hasar, kronik obstriiktif akciger hastaligi,
norodejenerasyon, diyabet ve dermatit dahil olmak iizere yasa bagh bir¢ok hastalik
tiiriiyle iligkisini aragtiran 6nemli ilerlemeler kaydetmistir. Glinliik diyetten saglanan
gidalardaki antioksidan bilesenler, reaktif oksijen tiirlerini sondiirebilir, hiicrelerdeki
kendini savunma mekanizmalari i¢in enzim sistemlerinin islevsel performansina

yardimect olabilir ve bdylece birgok insan hastaligi riskini azaltabilir [27].

Bir antioksidan, "oksitlenebilir substra kiyasla diisiik konsantrasyonlarda
bulundugunda, o substratin oksidasyonunu 6nemli dl¢iide geciktiren veya engelleyen
herhangi bir madde" olarak tanimlanabilir [28]. Gida biliminde, oksitlenebilir bir
substrata kiyasla diisiik konsantrasyonlarda bulundugunda gidalardaki bir madde,
reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi reaktif tiirlerin olumsuz etkilerini veya insandaki
fizyolojik fonksiyonlar1 onemli Olclide azaltan veya Onleyen bir madde olarak

tanimlanmaktadir [29].
Antioksidanlar, gida triinlerinde oksidatif bozulmaya kars1 ve viicutta oksidatif stres

aracil1 patolojik siireclere kars1 6nemli bir koruyucu rol oynamaktadir. Dogal ve giiglii

antioksidanlar, gida koruyucular1 ve nutrasétikler/ilaglar i¢in talep gérmektedir. Dogal
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olarak olusan antioksidan kaynaklarinin etkili bir sekilde arastirilmasi ve yeni
antioksidan bilesiklerin tasarimi, giivenilir antioksidan aktivite degerlendirme
yontemleri gerektirir. Antioksidanlarin radikal yakalama kapasitesini, indirgeme
giiciinii ve diger spesifik 6zelliklerini molekiiler veya hiicresel diizeyde 6lgmek icin
bir dizi kimyasal analiz, gida ve biyolojik model sistemleri gelistirilmistir. Bu
yontemler, antioksidan mekanizma, substrat tipi, oksidasyon baslatici, sonug ifadesi
ve islem kolayligi acisindan farklilik gosterir [30]. Antioksidanlarin etkinligini ve
bunlarin meyveler, sebzeler ve kan plazmasi veya diger dokulardaki tahmin edilen
biyolojik aktivitelerini belirlemek igin birgok in vitro yontem kullanilmistir. Bu
yontemler, degerlendirilen antioksidanlarin etki mekanizmalari temelinde kategorize
edilir. Hidrojen atomu transferi (HAT), tek elektron transferi (SET) ve hem HAT hem
de SET mekanizmalar1 dahil olmak tizere {i¢ farkli mekanizma s6z konusudur [27].
Antioksidan  kapasiteyi  degerlendirmek icin  farkli analitik  yontemler,
spektrofotometrik, elektrokimyasal deneyler ve kromatografik olmak iizere ii¢ ayri

kategoriye ayrilir [29].

Bu ¢alismada, Adenium obesum ve Tamarix arabica bitki ekstraktlarinin antioksidan
kapasitelerini (AC) degerlendirmek igin 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH*) radikal
stipiirme analizi, 2,2'- azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (ABTS*") siipiirme
analizi, ferrik indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) ve kuprik iyon azaltici antioksidan
kapasitesi (CUPRAC) gibi spektrofotometrik yontemleri kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Antioksidan kapasitenin spektrofotometrik yontemleri.

Antioksidan kapasite Yontemin ilkesi
yontemi

DPPH Organik bir radikal ile antioksidan reaksiyon.

ABTS Bir organik katyon radikali ile antioksidan
reaksiyon.

FRAP Bir Fe (111) kompleksi ile antioksidan reaksiyon.

CUPRAC Cu (I1)'nin Cu (I)’e indirgenmesi ile antioksidan

reaksiyon.
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3.1. AC TESTININ SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLERI

3.1.1. DPPH Radikal Yakalama Yontemi

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal yakalama yontemi, bir bilesigin,
bir ekstraktin veya diger biyolojik kaynaklarin antioksidan potansiyelini
degerlendirmek i¢in ilk yaklasimi sunar. Bu en basit yontemdir, burada prospektif
bilesik veya ekstrakt DPPH soliisyonu ile karistirilir ve belirli bir siire sonra absorbans
kaydedilir [31]. DPPH, nitrojen kOpriisiiniin bir atomunda eslesmemis degerlik
elektronuna sahip kararli bir serbest radikaldir. DPPH radikalinin temizlenmesi,

popiiler DPPH antioksidan tahlilinin temelidir [32].

DPPH radikali, yiiksek kararliligi, deneysel uygulanabilirligi ve diisiik maliyeti
nedeniyle dogal olarak olusan radikallere kiyasla antioksidanlarin radikal yakalama
potansiyelini 6l¢gmek igin pratik/analitik kullanim i¢in uygun bir reaktiftir [33]. DPPH
alkol ¢ozeltisi, 517 nm'de bir absorpsiyon zirvesi ile koyu mor renktedir; bu, reaktif
sistemdeki radikal temizleyicinin varhigiyla ve DPPH'deki nitrojenin tek elektronu
eslendiginde kaybolur. Radikal temizleyicinin reaktif hiz1 ve yetenegi, DPPH'nin yok

olma hizina ve tepe degerine baglidir [34].

DPPH testi, biyoaktif molekiillerin hidrojen atomu transferi (HAT) veya tek elektron
transferi (SET) yeteneginin degerlendirilmesi i¢in rutin olarak kullanilir ve uygulamasi
gida, ilag ve kozmetik alanlart kapsar (34). Bu testi, DPPH radikal noktasinin
molekiilden bir hidrojen (H) atomunu kabul etmesi prensibine dayanmaktadir, yani
antioksidan, DPPH radikal noktasinin DPPH2'ye indirgenmesiyle sonuglanir, mor renk
sartya doner ve buna eslik eden 517 nm'de absorbans azalir. Renk degisimi
spektrofotometrik olarak izlenir ve antioksidan ozellikler igin parametrelerin
belirlenmesinde kullanilir. Bu yontem, Blois (1958) tarafindan, H atomunun sistein
molekiiliinden DPPH radikal noktas1 kabul etme yeteneginin gosterilmesi ile ilk kez
kavramsallastirildi [36]. Bu test, etanol, sulu aseton, metanol, sulu alkol ve benzen

dahil olmak iizere birkag farkli ¢6ziicii sisteminde bugday tanesi ve kepegi, sebzeler,
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konjuge linoleik asitler, otlar, yenilebilir tohum yaglari ve unlarin antioksidan

Ozelliklerini arastirmak i¢in basartyla kullanilmistir [31].

3.1.2. ABTS Radikal Yakalama Yontemi

ABTS, oksidanlar tarafindan yogun renkli olan radikal katyonu ABTS"'ye oksitlenir
ve antioksidan kapasite, test bilesiklerinin dogrudan ABTS radikali ile reaksiyona
girerek rengi azaltma yetenegi olarak 6lgiiliir. ABTS®*, hem lipofilik hem de hidrofilik
bilesikler igin gegerlidir. ABTS** radikalleri, DPPH radikallerinden daha reaktiftir ve
DPPH radikali ile HAT igeren reaksiyonlarin aksine, ABTS®* radikalleri ile
reaksiyonlar hem HAT hem de SET'"i igerir. ABTS radikal katyonunun iiretilmesi, saf
maddelerin, sulu karisimlarin ve i¢eceklerin toplam antioksidan aktivitesini 6lgmek
icin uygulanan spektrofotometrik yontemlerden birinin temelini olusturur. Tahlil i¢cin
daha uygun bir format, varsayilan antioksidanlarla reaksiyondan once radikalin
dogrudan kararli bir formda iretildigi bir renk giderme teknigidir. ABTS**, sulu
ortamda (414, 734 ve 815 nm) ve etanolik ortamda (414, 730 ve 873) absorpsiyon

maksimumlarina sahiptir [36].

Bu spektrofotometrik analiz, tarama ve rutin tespitler i¢in teknik olarak basittir. Genel
olarak ABTS**, ABTS'nin K>S,0gs ile oksidasyonu sonucu iiretilmistir. Bu tahlil, 734
nm'de absorpsiyon gosteren karakteristik bir uzun dalga boyu absorpsiyon
spektrumuna sahip olan ABTS*" radikal katyonunun absorbansinin inhibisyonuna

dayanmaktadir [37].

ABTS*", gida bilesenlerindeki antioksidanlarla hizli bir gekilde, tipik olarak 30 dakika
icinde reaksiyona girer. Genis bir pH araliginda ve pH'im antioksidan mekanizmalar
tizerindeki etkilerini incelemek i¢in kullanilabilir. Ayrica ABTS*" hem sulu hem de
organik c¢oziiciilerde ¢ozlinlir ve iyonik kuvvetten etkilenmez. Bu nedenle,
ekstraktlarin ve viicut sivilarimin hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidan

kapasitelerini belirlemek i¢in ¢oklu ortamlarda kullanilabilir [36].
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3.1.3. FRAP Metodu (Demir Indirgeyici Antioksidan Giicii)

FRAP testi, bir test numunesindeki indirgeyici (elektron veren) antioksidanlarin
birlesik (toplam) antioksidan aktivitesini 6lgmek i¢in nispeten basit, hizli ve ucuz bir
dogrudan yéntemdir. Test, reaksiyon olarak Fe3* iyonlarmmn Fe?" iyonlarina

indirgenmesini kullanir ve buna bir renk degisimi eslik eder [38].

FRAP reaktifi orijinal olarak Benzie ve Strain tarafindan, eklenen ferrik iyonu demir
iyonuna indirgeme kabiliyeti ile kan plazmasinin "antioksidan giiciini" dlgmek igin
tasarlandi. Bu ilk ¢calismada Benzie ve Strain, plazmanin ferrik indirgeme yetenegini
belirtmek i¢cin FRAP kisaltmasini kullandilar. Benzie ve Strain daha sonra diger
biyolojik sivilarin toplam antioksidan kapasitesini 6lgmek icin FRAP reaktifini
kullandiktan sonra kisaltmanin anlamini ferrik indirgeme/antioksidan giic olarak
degistirdiler. Benzie ve Strain tarafindan sunulan FRAP testinin ii¢ versiyonu vardir.
Versiyon 1, FRAP reaktifinin seyreltici olarak su eklendigi 37°C'de gergeklestirilen
otomatik bir testtir. Versiyon 2, seyreltici olarak su ilave edilmeden 37°C'de
gerceklestirilen manuel bir deneydir. Versiyon 3, seyreltici olarak su eklenmeden oda
sicakliginda gerceklestirilen daha yavas bir manuel testtir. Siirlim 1, analitik
laboratuvarlarda yaygin olarak bulunmayan bir cihaz olan otomatik bir Cobas Fara
santrifiij analizorii gerektirir. Calisanlarin cogu, FRAP testinin 2. versiyonunu veya su

eklenmis bir varyantini kullanmustir [39].

3.1.4. CUPRAC Metodu (Bakir indirgeyici Antioksidan Kapasitesi)

CUPRAC yontemi, fenolik asitler, hidroksisinnamik asitler, flavonoidler,
karotenoidler, antosiyaninler ve ayrica tiyoller, sentetik antioksidanlar, C ve E
vitaminleri dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli polifenoller i¢in yararli olan basit ve ¢ok
yonlii bir antioksidan kapasite testidir. 2004 yilinda Ozyiirek ve arkadaslar tarafindan
"kuprik iyon azaltict antioksidan kapasite" olarak adlandirilan ve kisaltilmisit CUPRAC
yontemidir [40].
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Kromojenik redoks reaktifi kolayca erisilebilir, kararli, secicidir ve biyolojik olarak
onemli her tirlii antioksidana (6rnegin, askorbik asit, bir tokoferol, B-karoten,
indirgenmis GSH, iirik asit ve bilirubin) ve her tiir gidaya yanit verebilir. Ilgili redoks
reaksiyonu nispeten hizlidir (¢iinkii bakir neokuproin bir dis kiire elektron transfer
maddesidir) ve elde edilen renk makul bir siire boyunca kararlidir. CUPRAC testi igin
kullanilan kromojenik redoks reaktifi, bis (neokuproin) bakir (II) selattir. Bu reaktif
pH 7'de kullanighdir ve indirgeyici polifenollerle redoks reaksiyonu sonucu olusan

Cu(l)-selatin absorbansi 450 nm'de olgiliir [41].
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BOLUM 4

ENZIMLER VE ENZIM INHiBiTORLERI

4.1. ENZIMLER

Enzimler biiyiik gogunlugu protein yapisinda olan biyolojik katalizorlerdir. Kendileri
herhangi bir genel degisiklige ugramadan canli hiicrelerde meydana gelen kimyasal
reaksiyonlarin oranini arttirirlar [42]. Viicuttaki tiim metabolik siiregleri hizlandirirlar
ve belirli bir gorevi yerine getirirler. Enzimler, reaksiyon oranlarini herhangi bir
normal kimyasal reaksiyondan 100 milyon ila 10 milyar kat daha hizli artirabilirler.
Rekombinant teknolojisi ve protein miihendisligindeki gelismeler nedeniyle enzimler,
farkli endistriyel ve terapotik amaglarla yaygin olarak kullanilan 6nemli molekiiller

haline gelmistir [43].

4.1.1. a-Amilaz

a-amilaz (EC 3.2.1.1, a-1,4-glukan-4 glukanohidrolaz) yiiksek hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar tarafindan salgilanir. Bir metaloenzimdir, yani gérevini yerine
getirebilmesi icin gerekli olan bir kofaktor olarak kalsiyum metali kullanir. Sicaklik
ve diger kosullar enzim aktivitesini oldukga etkiler. a-Amilaz optimum olarak pH
7,0'da etki eder. Substrata baglanmasina yardime1 olan ve aktivitesini oldukga spesifik
kilan {i¢ boyutlu bir yapiya sahiptir. a-Amilazin substrat1 nisastadir. a-Amilaz, 512
amino asit (57,6 kDa molekiiler agirlik) iceren tek bir oligosakarit zincirinden olusur
[44].

a-Amilaz, maltoz, maltotrioz ve a-sinirlt dekstrinler iiretmek i¢in polisakkaritlerdeki
dahili a-1,4 glikozidik baglarmim hidrolizini katalize eden bir endoenzimdir. Ustiin
ozelliklerinden dolay1 a-amilaz, polisakkaritlerin hidrolizi i¢in mevcut amilazlar

arasinda en yaygin kullanilanidir. Glikozit hidrolaz ailesi 13'lin endo-etkili a-amilazi

18



yaygin olarak kullanilan bir biyokatalizérdiir ve nisasta isleme, deterjan, tekstil, kagit
ve ilag endiistrileri gibi ¢esitli biyoteknolojik uygulamalara sahiptir. Bunlarin disinda
ilag dagitimi i¢in polimerik malzeme, biyoremediasyon ajani, biyodemiilsifiye edici
ve biyofilm inhibitdrii gibi bazi yeni uygulamalara sahiptir. a-Amilaz aktivitesini
degerlendirmek icin farkli teknikler ve substratlar kullanan ¢esitli yontemler vardir;
bunlar arasinda spektroskopik yontemler, kolaylik ve maliyet etkinligi nedeniyle
yaygin olarak uygulanabilirlik bulmustur. Reaksiyon prensibine bagli olarak bu
analizler dort gruba ayrilir: indirgeyici seker, enzimatik, kromojenik ve amiloklastik
yontemler. Cok sayida yontemin varhigina ragmen, a-amilaz aktivitesini
degerlendirmek icin genel bir yontem yoktur. Her yontemin kendine gére avantaj ve
dezavantajlar1 oldugu gosterilmistir. Mevcut yontemlerin daha dogru, giivenilir ve

kolay hale getirilmesi i¢in birgok iyilestirme yapilmistir [45, 46].

4.1.2. a-Glukozidaz

Glukozidazlar, oligosakkaritlerdeki veya glikokonjugatlardaki glikozid baglarin
boliinmesini katalize eden enzimlerdir. Seker molekiiliindeki hidroksil gruplarinin
sayisina, konumuna veya konfiglirasyonuna bagli olarak cesitli glukozidazlar
glikozidik baglarin boliinmesine 6zeldir. Glukozidazlarin aktivitesi, (i) metabolik
olarak emilebilen ve organizma tarafindan kullanilabilen monosakkarit birimleri
saglamak lizere diyet polisakkaritlerinin par¢alanmasi, (i) lizozomal glikokonjugat
katabolizmas1 ve glikoprotein islenmesi ve (iii) glikoproteinler veya glikolipitler
icindeki oligosakarit birimlerinin biyosentezi gibi cesitli biyokimyasal islemler icin

elzemdir [47].

a-Glukozidaz (EC 3.2.1.20) oligosakkaritlerin ve disakkaritlerin glikoza
doniistiiriilmesinde anahtar rol oynar ve iretilen monosakkaritler ince bagirsak
tarafindan emilerek kan sekeri seviyelerinde artisa neden olur. Bu nedenle a-
glukozidaz, tip 2 diyabet (T2D)'nin 6nlenmesinde ve tedavisinde ana hedef enzim
olarak kabul edilmistir [48].
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4.1.3. Karbonik Anhidraz

Karbonik anhidraz (CA; karbonat hidro-liyaz, EC 4.2.1.1), karbondioksitin tersinir
hidrasyonunu katalize eden ¢inko i¢eren bir enzimdir. Karbonik anhidraz bakterilerde,
alt ve Ust bitkilerde, omurgasizlarda ve omurgalilarda bulunan en yaygin enzimler
arasindadir. Her yerde bulunan bu enzimin birincil fizyolojik fonksiyonunun,
ayrintilar1 hala belirsiz olmasina ragmen, CO2'nin geri doniistimlii hidrasyonunun
katalizinde yattig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle, mevcut mikro ortamina bagl olarak,
mevcut CO2, H*, HCO3™ ve H2COs3 konsantrasyonlarinin ve dolayisiyla gaz degisimi,
asit-baz dengesi, sekresyon, kireglenme ve fotosentez gibi siireglerin potansiyel bir

diizenleyicisidir [49].

Enzim, glokom tedavisine yonelik asetazolamid, metazolamid ve diklorfenamid gibi
ilaclarin hedefidir. Alfa, beta ve gama olarak adlandirilan, evrimsel olarak ilgisiz ii¢
CA ailesi vardir. Hayvanlar aleminde bilinen tiim CA'lar alfa tipindedir. Farkli doku
dagilimlarina ve hiicre i¢i konumlara sahip yedi memeli CA izozimi vardir. insan CA
I've II, sigir CA III ve fare CA V'nin kristal yapilari belirlenmistir. Hepsi ayni ti¢tinciil
yaptya sahiptir ve baskin ikincil yap1 elemani olarak merkezi 10-seritli beta-tabaka
bulunur. Cinko iyonu koni seklindeki bir boslukta bulunur ve ii¢ histidil kalintis1 ve

bir ¢oziicii molekiille koordine edilir [50].

4.1.4. Asetilkolinestreraz

Asetilkolinesteraz (E, C, 3. 1,1, 7), 6zellikle kas ve sinir organlari gibi uyarilabilir
dokularda yaygin olarak dagilmis bir enzimdir ancak ayni zamanda eritrositler ve yilan
zehirinde de bulunur. Enzimin postsinaptik bolgelerdeki islevi uyarilabilir dokularda
asetilkolinin hidrolitik inaktivasyonu yoluyla sinaptik iletimin sona ermesi olarak
kabul edilir. Enzimin uyarilabilir dokularin sinir u¢larinda ve eritrositteki fonksiyonel
rolii heniiz belirlenmemistir. Gegtigimiz donemlerde asetilkolin eteraz (AChE)'nin,
ozellikle de molekiiler boyutlariin anlagilmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedildi.

Karakterizasyonu, alt yapilari ve immiinolojik ozellikleri ortaya konmustur. Bu
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ilerlemeler AChE enzimlerin ¢esitli dokulardan afinite kromatografi tekniginin

uygulanmasiyla basaril1 bir sekilde saflastirilmasindan kaynaklanmaktadir [51].

Asetilkolinesteraz (ACHE), asetilkolini (ACh) hidrolize ederek ve dolayisiyla etkisini
sonlandirarak kolinerjik iletimde yerlesik bir rol oynar. Noronal AChE, beynin ¢esitli
bolgelerinden salgilanabilirken, saflagtirilmis AChE, belirli membran iletkenliklerini
etkileme, uyarict amino asit iletimini artirma ve peptidleri hidrolize etme yetenekleri
de dahil olmak {izere, noéron fonksiyonunu etkileyebilen c¢esitli Ozelliklere
(kolinesteraz aktivitesine ek olarak) sahiptir. AChE kayb1 ve bunun klasik olmayan
etkileri, AChE igeren noronlarin yaygin kaybinin oldugu Alzheimer hastaligi gibi

norodejeneratif hastaliklarda beyin fonksiyonu {izerinde derin bir etkiye sahiptir [52].

4.2. ENZIM INHIBITORLERI

4.2.1. a-Amilaz inhibitorleri

Enzim inhibitorlerinin bazilari, enzimin aktif merkezini cesitli lokal bolgelerde
dogrudan bloke ederek etki gosterir. Hayvanlarda alfa amilaz inhibitorleri, alfa
amilazin nisastay1 basit sekerlere doniistiirme hizim1 yavaglatarak yemekten sonra
olusabilecek yiiksek glikoz seviyelerini azaltir. Bu, diisiik insiilin seviyelerinin hiicre
dis1 glikozun kandan hizli bir sekilde temizlenmesini Onledigi diyabetik kisilerde
onemlidir. Bu nedenle seker hastalari, glikoz seviyelerini kontrol altinda tutabilmek
icin diisiik alfa amilaz seviyelerine sahip olma egilimindedir. Bitkiler ayrica alfa
amilaz inhibitorlerini boceklerden korunmak ig¢in bir savunma mekanizmasi olarak
kullanir. Bu inhibitorler boceklerin bagirsaklarindaki alfa amilazlarin ve proteinazlarin
sindirim etkisini degistirir ve onlarin normal beslenme davraniglarini engeller. Bu
nedenle alfa amilaz inhibitorlerinin kan sekeri seviyelerinin kontrol edilmesinde ve
mahsuliin korunmasinda potansiyel rolleri vardir [53]. a-amilaz inhibitorleri, diyabetik
hastalarda postprandiyal hiperglisemi (PPHG)'nin tedavisinde dnemli bir rol oynar. Bu
a-amilaz inhibitorleri, a-amilaz enziminin etkisini inhibe ederek nisasta hidrolizinde
bir azalmaya yol acar; bu da diyabetik hastalarda glisemik indeks kontrolii tizerinde

faydali etkiler gosterir [54].

21



Amilaz inhibitor aktiviteleri bircok durumda, sabit miktarda o-amilazin belirli bir
oranini inhibe edecek inhibitér miktarina dayali olarak birimler halinde ifade
edilmistir. Olgiilen inhibisyon boyutunun, kullanilan inhibitér miktariyla elde
edilebilecek maksimum miktar1 temsil edip etmedigi veya bu inhibitor miktariyla elde
edilebilecek maksimumdan daha az olup olmadigi genellikle acikliga
kavusturulmamustir.  Ikinci durumda, inhibitér reaktivitesi, amilaz inhibitor
etkilesiminin stokiyometrisini yansitmak yerine, amilaz inhibisyonu hizi agisindan
Olgiilmektedir [55]. a-amilaz inhibitoriiniin konsantrasyonlarini bulma prosediirii,
¢Oziiniir nisasta iizerindeki enzim etkisi i¢in bir inhibitoriin varliginda/yoklugunda iyot
boyama giiciinden veya indirgeme friinleri belirlenen bir alkalin reaktifin

kullanilmasindan kaynaklanan a-amilaz aktivitesinin derecesine baglidir [56].

4.2.2. Alfa Glukozidaz inhibitorleri

Alfa-glukosidaz inhibitdrleri veya bir ince bagirsak enzimi olan alfa-glukozidazin geri
doniigiimlii inhibitorleri, tip 2 diyabet igin bir tedavi secenegidir. Kompleks
karbonhidrat emilimi geciktigi i¢in yemek sonrasi glukoz pikleri 6nlenir ve insiilin
seviyeleri diiser. Akarboz, miglitol, vogliboz ve emiglitat su anda piyasada bulunan
dort alfaglukosidaz inhibitoriidiir. Akarboz bunlardan en sik tavsiye edilenidir. Tedavi
hedefleri tam olarak karsilamamakta veya diger ilaglara kontrendikasyonlar
mevcuttur, bu nedenle ¢ogu iilkede siklikla diger diyabet tedavileriyle birlikte
kullanilmaktadir. izole yiiksek postprandiyal glukoz pikleri olan hastalar, 6zel etki
yontemleri nedeniyle alfa-glukozidaz inhibitorlerinden yararlanabilirler. Ayrica alfa-
glukozidaz inhibitorleri, makrovaskiiler hastalik i¢in olasi bir risk faktorii olan
postprandiyal hiperinsiilinemi {izerinde olumlu bir etkiye sahip olabilir.
Hipertrigliseridemi iizerinde daha baska faydali etkiler de gdosterilmistir. Alfa-
glukozidaz inhibitorlerinin en yaygin yan etkileri siskinlik, ishal ve mide agrisidir.
Diger hipoglisemik ilaglarin aksine bu ilaglarin herhangi bir olumsuz etkisi yoktur

[57].
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4.2.3. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

CA inhibitorleri klinik olarak ditiretikler, anti-glokom ajanlar1 ve anti-epileptikler
olarak kullanilmaktadir, ancak yakin zamanda kanser, ndropatik agri, uyku apnesi,
migren, kafa i¢i basinciin diisiiriilmesi ve serebral iskemi tedavisinde yeni
uygulamalar rapor edilmistir. CA aktivatorleri bilissel bozukluk ve fobilerin
tedavisinde faydali olabilir [58].

Son yillarda CA inhibitorlerinin (CAl'ler) topikal etkili antiglokom, antikonviilzanlar,
antiobezite, agr1 girerici ve antitimor ajanlari/tan1 araglari gibi yeni uygulamalar
ortaya ¢iktt. Bu CAl'ler, memelilerde bulunan 13 katalitik olarak aktif alfa-CA
izoformunun ¢esitli izozimlerini hedefler. Alfa, beta, gama, delta ve zeta familyalarina
ait CA'lar filogenetik agacin her yerindeki birgok organizmada bulunur ve bunlarin
inhibisyonu sonugta bazi patojenik protozoalar (Plasmodium falciparum), mantarlar
(Cryptococcus neoformans) igin incelenmistir. Siilfonamid ve stilfamat CAl'lerine ek
olarak kumarinler, fenoller ve fullerenler gibi yeni ilging kemotipler de inhibisyon
mekanizmalariyla birlikte yakin zamanda rapor edilmistir. Bu enzim inhibitorleri
smifi, ilging farmakolojik ajanlarin tasarlanmasi ve protein-ilag etkilesimlerinin

molekiiler diizeyde ayrintili olarak anlagilmasi konusunda umut vaat etmektedir [59].

4.2.4. Asetilkolinestreraz inhibitorleri

Kolinesteraz (ChE) inhibitorleri iki kategoriye ayrilabilir: asetilkolinesteraz (AChE)
inhibitorleri ve butilkolinesteraz (BChE) inhibitorleri. Bu nedenle AChE ve BChE
aktivitelerinin segici inhibisyonunun gelistirilmesi, ChE farmakokimya arastirmasinin
merkezi igerigini olusturur. Asetilkolinesteraz inhibitorleri, asetilkolin kaybini
onledikleri ve hastaligin ilerlemesini yavaslattiklari i¢in Alzheimer hastaliginin (AD)
tedavisi i¢in en umut verici terapdtiklerdir. Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan
Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in onaylanan ilaglar asetilkolinesteraz inhibitorleridir

ancak yan etkilerle iligkilidir [60].
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AD tedavisi asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorlerinin (AChEI'ler) kullanimina
dayanmaktadir. AChEI'ler, néronal AChE enzimlerini inhibe ederek ve kolinerjik
sinapslardaki ACh seviyelerini artirarak, kolinerjik kaybi kismen onleyerek AD
biligsel semptomlarini iyilestirir. Hafif-orta dereceli AD'yi tedavi etmek ve hastalarin
yasam kalitesini iyilestirmek i¢in halihazirda kullanilan ilaglar, tamami doniisimlii
AChE inhibitorleri olan donepezil, rivastigmin ve galantamindir. AD tedavisi i¢in
onaylanan ilk AChE inhibitorii olan takrin kullanimi, hepatotoksisite de dahil olmak
iizere yan etkilerin yiiksek insidansi nedeniyle terk edilmistir. Klinik yanitta

farkliliklar bildirilse de hastalarin gogunda genellikle iyi tolere edilirler [61].
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BOLUM 5

DENEYSEL CALISMALAR

5.1. MATERYAL

5.1.1. Bitki Materyali

Aragtirma igin gerekli materyaller 2021 yili temmuz ayinda Adenium obesum bitkisi
Ibb ili Udayn dagindan toplanmistir ve Tamarix arabica bitkisi Sana’a ilinde bulunan
aktardan kuru olarak alinmistir. Ibb Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dr. Ogr. Uyesi
Esmail AL-MOSANIF tarafindan teshis edilmistir.

5.1.2. Bitki Ekstraktlariin Hazirlanmasi

Adenium obesum bitkisinin ¢icek ve yaprak kisimlarindan olusan karigimlar
kullanilmigtir. Bitkinin bu kisimlarini kurutmak i¢in, kiiclik parcalara ayrilarak oda
sicakliginda golgede kurutulmustur (Sekil 5.1). Yalnizca Tamarix arabica bitkisi
yapraklar1 aktardan kuru olarak alinmistir. Ekstreleri hazirlamak i¢in, her bir bitkiden
50 g tartilmis ve Ogiitliciide ogiitiilerek toz haline getirildi. Adenium obesum ve
Tamariix arabica bitkilerden 5 g 4 ayn erlen alinarak {izerine 50 mL ¢dziicii
eklenmistir. Ekstreleri hazirlamak amaciyla ¢oziicii olarak etanol, metanol, kloroform
ve petrol eteri secilmistir (Cizelge 5.1). Maserasyon yontemi ile elde edilen ekstreler
Whatman tipi siizge¢ kagidindan siiziilerek ¢oziiclileri rotary evaporator ile
uzaklastirma iglemleri yapilmigtir. Hazirlanan ekstreler kapakli cam beherde oda
sicakliginde saklanmig ve daha sonra toplam antioksidan kapasitesi ve enzim

inhibisyonlarinin aktiviteleri belirlenmistir.
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Sekil 5.1. Kurutma sirasinda Adenium obesum bitkisinin pargalart

Cizelge 5.1. Bitki Ekstraktlarinin kisaltilmis kodlart.

Bitki Ekstreleri Kisaltmalari

Adenium obesum Etanol ekstreleri AOE
Adenium obesum Metanol ekstreleri AOM
Adenium obesum Kloroform ekstreleri AOK
Adenium obesum Petroleteri ekstreleri AOP
Tamariix arabica Etanol ekstreleri TAE
Tamariix arabica Metanol ekstreleri TAM
Tamariix arabica Kloroform ekstreleri TAK
Tamariix arabica Petroleteri ekstreleri TAP

5.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta ve ticari olarak temin
edilmistir. Calismada kullanilan enzimler ise Sigma-Aldrich (USA)’dan satin
alinmigtir. Kimyasallara ait formiiller, molekiil agirliklar1 ve temin edildikleri firmalar

Cizelge 5.2 de verilmistir.
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Cizelge 5.2. Kullanilan kimyasallara ait formiiller ve molekiil agirliklari.

Kimyasal ad Kimyasal yapisi Formiil ve ozellikleri Temin
edildikleri
firmalar
Etanol H H CoHsOH ISOLAB
| Ma = 46.06844(232) UN1170
H_CI:_(%_O\ g/mol
HH H
Metanol H CHsOH or CH4O Sigma-
| Ma=32.04 g mol™? Aldrich
H-C-O-H UN1230
H
Kloroform Cl CHCIs ISOLAB
| Ma=119.37 g'mol* UN1888
H—Cl)—CI
Cl
Petrol eteri C6H6 ISOLAB
HsC Ma = 82.20 g/mol UN1268
CHy
H5C
CH;
DMSO @) C2HsOS Sigma
g Ma=78.13 g'mol? Aldrich
PN
HsC CHs
Gallik asid O~__OH C7HeOs Sigma
Ma=170.12 g/mol Aldrich
G7384
HO OH
OH
Sodyum O Na,COs3 Sigma
karbonat || Ma = 105.9888 g/mol Aldrich
(anhydrous)
Na* C\Na+ 286.1416 g/mol
_ _ (decahydrate)
O
Folin- O CeHsO Merck
Ciocalateu’s Ma=94.11124 1.09001.010

phenol

_S
e S NES

O]

0




Demir

(1)

2+

OH,
siilfat HO ‘ OH;
“Fe 80,2
0" |\OH2 *
OH,
Demir  (III) .
Kkloriir CI ~ P CI
(Ferrik Fe
Kloriir) |
Cl
TPTZ = |N “
X /N \N
Qg
NS |
e
(Na) acetate O
H3C ONa
Ammonium
acetate j\
H3C ONH4
Hidrojen
Kloriir H\6/H CI_
(hidroklorik
asit) |
Neocuproine
7N/ N\
—N N
HsC CH3
Bakir i 5 .
Kloriir Cl - Cl
Cu

FeS04.7H:0
Ma = 278,02g/mol
(heptahidrat)

F6C|3

MA =

(susuz)
270,295 g/mol
(hekzahidrat)

162,204 g/mol

C19H15CINg
Ma=312.3 g/mol

C,H3NaO»
Ma = 82.034 g'mol *

C2H/NO,
Ma=77.083 g-mol*

HCI
Ma = 36,46 gr/mol

C1aH12N2
Ma = 208.264 g-mol*

CUC|2

Ma = 13445 g/mol
(anhydrous)170.48g/m
ol (dihydrate)

Sigma
Aldrich

Merck
157740

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich
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Butylated
hydroxyanisol
e (BHA)

DPPH

ABTS

Potasyum
persiilfat

Disodyum
fosfat

Sodyum
Kloriir

Nisasta

Sodyum
hidroksit

~o ~o
OH OH
N—ﬁ@ﬂvoz
(
OH
Q. s N
g e e .
APS <1
e o” “OH
/

o) O\\ _OK
5 %0
@)

C11H1602
Ma = 180.247 g/mol

C18H12Ns0s
Ma = 394.32 g/mol

C18H18N4O6S4
Ma=514.60 g-mol*

K>S,0s
Ma = 270.322 g/mol

Na;HPO4

Ma = 141.96g/mol
(anhydrous)
177.99g/mol
(dihydrate)
268.07g/mol
(heptahydrate)

NaCl

Ma = 58.443 gr/mol

C6H100s

MA:

NaOH
Ma=39.9971 g/mol

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich
D9132

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich

Sigma

Aldrich

Sigma
Aldrich
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3,5- O (OzN)zCst-Z-(OH) Sigma
Dinitrosalisili  o,N COzH Aldrich
k asit (DNS) OH Ma = 228.12
OH
NO,
Potasyum O OH KNaCsH4O¢ Sigma
Sodyum - U one Ma=210.158 g/mol  Aldrich
Tartarat ‘KO i ' H ‘
OH O
Sodyum siilfat Na Na,SO4 Sigma
Os.. .0 Ma = 142.04 g/mol Aldrich
O> Ss 0 (anhydrous)
Na~ 322.20g/mol
(decahydrate)

5.1.4. Kullmilan Cihaz ve Aletler

Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinin toz haline getirilmesi, ekstraksiyon

isleminin yapilmasi, ekstraksiyon sonucu ¢oziiciilerin ugurulmasi, enzimle i¢in kinetik

calismalar ve antioksidan Ozelliklerin belirlenmesi basamaklarinda kullanilan temel

alet ve cihazlar Cizelge 5.3” de belirtilmistir.

Cizelge 5.3. Kullanilan temel alet ve cihazlar.

Kullanilan alet ve cihazlar Marka
Ogiitiicii Waring Commercial Blender
Hassas Terazi RADWAG
Etiiv MIPR LAB
Rotary Evaporator Cihaz1 IKA — HB 10 basic
Vortex Cihazi WIGGENS — Vortex3000
Manyetik Karistiric WF — H380a
Otomatik pipetler Isolab, Capp
pH metre INSTRUMENTS
UV-VIS Spektrofotometre  Shimadzu UV Visible UV-
120-02
Santrifiij cihaz1 Allegra X-30R
Su banyosu MiPR LAB
Derin Dondurucu Beko
Buzdolabi Argelik
Mikroplaka Okuyucu Thermo Scientific

5.1.5. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi
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5.1.5.1. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini ile Ilgili Cozeltiler

1-

2-

3-

%?2’lik NapCO3 ¢ozeltisi: 0.20 g Na2COz tuzu erlen igerisinde 8 mL destile su
ilave edilerek ¢oziildii ve toplam hacim destile suyla 10 mL olacak sekilde
tamamlandi.

Galik asit ¢ozeltisi (Img/mL): 0.03 g gallik asit alinip 28 mL destile su ilave
edilerek ¢oziildi. Toplam hacim destile su ile 30 mL’ye tamamlandi.

Folin-Ciocalteau Reaktifi (FCR) satin alindig1 sekilde kullanildi.

5.1.5.2. FRAP indirgeme Metodu ile ilgili Cozeltiler

1-

2 mM’lik FeSO4.7H20 ¢ozeltisi: 0,0068 g FeSO4.7H20 alindi ve 12 mL destile
suda ¢oziildii.

20 mM’lik FeCls ¢ozeltisi: 0,054 g FeCls.6H20 alindi ve 10 mL destile suda
¢ozildi.

TPTZ ¢ozeltisi: 0,015 g TPTZ alind1 ve 5 mL HCI (40 mM) igerisinde ¢6ziildii.
Asetat tamponu: 0,0945 g NaCH3COO alind1 ve 40 mL destile suda ¢6ziildii.
pH metre kullanilarak pH’s1 3,6’ya ayarland1 ve toplam hacim 50 mL’ye saf su
ile tamamland.

FRAP reaktifi: 10 hacim asetat tamponu, 1 hacim TPTZ ve 1 hacim 20 mM’lik
FeCl3.6H20 ¢ozeltisi karistirilarak elde edildi.

5.1.5.3. CUPRAC Metoduna Gore Indirgeme Kapasitesi Tayini ile Tlgili

1-

Cozeltiler

1 M’lik CH3COONH4 tamponu (pH:6,5): 3,904 g CH3COONHj4 alind1 ve 30
mL saf suda ¢6ziildii, pH-metre ile pH’s1 6,5’¢ ayarland1 ve toplam hacim 50
mL’ye destile su ile tamamlanda.

7,5 mM’lik neokuprin ¢ozeltisi: 0,0078 g Neokuprin alind1 ve 5 mL etanolde
¢Ozildii.

10 mM’lik CuClz ¢ozeltisi: 0.0170 g CuCl, alind1 ve 10 mL destile suda

¢ozildi.
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4-

Butylated hydroxyanisole ¢ozeltisi: 0.014 g C11H1602 alindi ve 14 mL etanolde

¢Ozildii.

5.1.5.4. DPPH Radikalini indirgeme Aktivitesi Tayini ile Tlgili Cozeltiler

1-

0.1mM’lik DPPH ¢6zeltisi: 0,006 g DPPH alind1 ve 25 mL etanolde ¢6ziildii.

5.1.5.5. ABTS** Giderme Aktivitesi Tayini ile Tlgili Cozeltiler

1-

0,1 M’lik fosfat tamponu (pH:7,4): 2,84 g NaoHPO4 alind1 ve 180 mL destile
suda ¢o6ziindii. pH metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Toplam hacim
destile su ile 200 mL’ye tamamlandi.

2 mM’lik ABTS*" ¢ozeltisi: 75 mg ABTS, 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4 olan fosfat
tamponunda tamamen c¢Oziiniinceye kadar bir gece boyunca karistirildi.
Toplam hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisi: 50 mg K20sS; 0,1M’lik ve pH’s1 7,4
olan 40 mL fosfat tamponunda tamamen ¢ozliniinceye kadar manyetik

karistirict ile karistirildi. Toplam hacim destile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

5.1.5.6. a-Amilaz Enziminin Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler

1-

0,1 M Fosfat tamponu: pH’ s1 7,0 olan 0,1 M’ lik NaH2PO4 ve 6,7 mM’ ik
NaCl ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 0,474 g NaH2POg ile 0,0195 g NacCl tartilarak,
100 ml” ye saf su ile tamamlandi.

%1 lik Nisasta ¢ozeltisi: 0,1 g bugday nisastasi alind1 ve 0,1 M Fosfat tamponu
kullanilarak toplam hacim 10 mL’ye tamamlanip manyetik karistirici
¢cOziinmesi saglandi.

2 M’ ik NaOH ¢ozeltisi: 2 g NaOH alindi ve 25 ml destile suda ¢oziildii.

96 mM” lik 3,5- dinitrosalisilik asit ¢ozeltisi: 0,547 g 3,5- dinitrosalisilik asit
alindi1 ve 25 ml 2 M’ lik NaOH ¢o6zeltisinde ¢oziildii.

Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi: 15 g KNaCsH4Oe alind1 25 ml’ ye saf su

ile tamamlanda.
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6-

o—Amilaz enzim ¢ozeltisi: 5 mg enzim alindi1 ve 10 mL destile suda ¢oziildii.

5.1.5.7. a-Glukozidaz Enziminin Aktivite Ol¢iimlerinde Kullamlan Cézeltiler

1-

2-

0,1 M Fosfat tamponu: pH’ s1 7,0 olan 0,1 M’ ik NaH2PO4 ve 6,7 mM’ lik
NaCl ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,474 g NaH2POg4 ile 0,0195 g NaCl tartildi, 100
ml’ ye saf su ile tamamlandi.

5 mM’lik 4-B-D-glucopyranoside substrat ¢ozeltisi: 0,0088 g ilgili substrattan
tartilip 0,1M’lik 25 mL fosfat tamponu igerisinde ¢oziindii.

5.1.5.8. Karbonik Anhidraz Enziminin Aktivite Ol¢iimlerinde Kullanilan

1-

Cozeltiler

0,05 M Tris-SO4 pH:7.4 Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi: 6.055 gram Tris
950 mL distile su ile ¢ozilmiis ve 1 N HxSOs ile ¢ozelti pH’s1 7.4°¢
ayarlamistir. Distile su ile ¢ozelti hacmi 1 L’ye tamamlanmustir.

3 mM Substrat Cozeltisinin Hazirlanmasi: 27.2 mg p-nitrofenil asetat 1 mL
aseton ile ¢oziilerek hizli bir sekilde karistirilan 49 mL distile suya yavas yavas

eklenerek hazirlanmistir.

5.1.5.9. Asetilkolinestreraz Enziminin Aktivite Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Tris-HCI Tamponu (0.1 M’lik, pH 8): 0.607 g Tris ile 0,0740 g EDTA tartilip
50 mL saf suda ¢ozildii, pH’s1 8.0’a getirilerek sonra hacmi saf su ile 100
mL’ye tamamlandi. Tampon 4 °C’de muhafaza edildi ve her 2-3 giinde bir
yenilendi.

Asetiltiyokolin Iyodat Cozeltisinin Hazirlanmasi (15 mM’lik): Aliiminyum
folyo ile kaplanmis behere 0,0148 g Asetiltiyokolin iyodat alind1 ve 5 mL
distile suda ¢oziildii ve her giin taze olarak hazirlandi.

DTNB Cozeltisinin Hazirlanmasi (3 mM’lik): Aliiminyum folyo ile kaplanmis
behere 0.0001 g DTNB ile 0,0059 g sodyum sitrat tartildi ve 5 mL destile suda

coziilerek hazirlandi. Bu ¢ozelti her giin taze olarak hazirlandi.
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4. Asetilkolinesteraz Enzim Cozeltisinin Hazirlanmasi: Hazir olarak alinan
enzimden 0.28 mg 1:1 oraninda 0.28 ml tamponda ¢oziiliip seyreltilmistir. 0.5

mL’lik hacimler halinde ependorf tiiplerine alind1 ve -20 °C’de muhafaza
edildi.

5.2. YONTEMLER

5.2.1. Bitkilerin Ekstraksiyon Asamasi

Kurutulup 6giitiilmiis ve ekstre edilmeye hazir olan bitkileri 5 gram tartilip 50 mL
etanol, metanol, kloroform ve petroleteri ile muamele edildi (1/10 oraninda) (Sekil

5.2). Hazirlanan ekstreler kapakli cam beherde oda sicakliginde saklandi ve daha sonra

maserasyon yontemi ile islem gerceklestirildi.

Sekil 5.2. Kullanilan ¢6ziiciilerde bitkilerin ekstreleri.

24 saatliki beklemenin ardindan ekstreler Whatman tipi siizge¢ kagidindan siiziildii ve
bu islemi bes giin tekrar edildi. Besinci giin sonunda darasi alinmig balonlar igerisine
alinip Rotary Evaporator’de diisiik basingta (-1 atm) ve diisiik sicaklik (40 °C) altinda
¢oziiciiler uzaklastirildi (Sekil 5.3). Tiim ¢6ziictilerin uzaklastigina emin olundugunda
madde miktarlan tartildi. Ekstarktlar belirli renkte, kati madde olarak elde edildi
(Cizelge 5.4) ve oda sicakliginde agz1 kapatilarak saklandi. Solventler, kuru toz elde
etmek tizere uzaklastirildiktan sonra bu ekstraktler DMSO igerisinde ¢6ziindiiriildii ve

in vitro analizler i¢in kullanildi.
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Sekil 5.3. Ekstrelerin Rotary Evaporatérde Yogunlastirilmasi

Cizelge 5.4. Bitki ekstrelerinin elde edilen madde miktari.

Bitki Ekstreleri Hah
AOE Acik yesil
AOM Yesil
AOK Acik yesil
AOP Sar1
TAE Koyu yesil
TAM Koyu yesil
TAK Koyu yesil
TAP Yesil

5.2.2. Folin Yontemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini

Bitki ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi
(FCR) ile tayin edildi. Bu g¢alismada, fenolik bilesik olarak gallik asit standart
kullanild1. Stok ¢ozelti hazirlamak i¢in 30 mg gallik asit, 30 mL saf su i¢inde ¢oziilerek
1 mg/mL konsantrasyonunda stok ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozeltiden kalibrasyon
grafigi elde etmek iizere toplam hacim 1 ml olacak sekilde seyreltilerek 5 farkli
konsantrasyon (20 — 40 — 60 — 80 — 100 pl) hazirlanmis ve kullanilmigtir. Yonteme
gore Analiz asamalari; her bir numune/standart ¢ozeltisine sirasiyla; 0,5 mL saf su ve

100 pL 0,2 N Folin-Ciocaltaeu reaktifi eklenmistir. Karisim vortekslenip, oda
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sicakliginda 3 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, 300 pL (%2’lik)
Na,CO3z eklenerek tekrar vortekslenip, oda sicaklifinda 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. Her bir numune (60, 100 ve 200 uL’lik) ve standart konsantrasyonu igin
ti¢ farkli konsantrasyonda paralel ¢alisma yapilmistir. Ayrica her bir numune ve
standart konsantrasyonu i¢in birer numune/standart korii yapilmistir [numune/standart
+ Folin-Ciocaltaeu reaktifi ¢oziiciisii (saf su)]. Inkiibasyon siiresi sonunda,
spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda absorbans degerleri Olgiilmiistiir.
Hesaplamalarda 1ii¢ paralelin absorbans degerleri alinmis ve kor degerinden
¢ikarilmigtir. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen gallik asit esdeger
miktar1 standart grafikten elde edilen asagidaki denklem yardimiyla bulunmustur ve

gallik asit esdeger (GAE) olarak mikrogram cinsinden verilmistir.

Absorbans 760 nm) = 0,0084 x [GAE (ng)]

Toplam fenolik madde miktari, pg gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden ifade
edilmektedir.

5.2.3. Toplam Antioksidan Kapasitesinin Tayin Yontemleri

Bu ¢aligmada antioksidan kapasiteyi belirlemek amaciyla; Demir (III) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite (FRAP) yontemi, Bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite
(CUPRAC) yontemi, DPPH" radikal siipiirme kapasitesi yontemi ve ABTS™ radikali

giderme kapasitesi yontemi kullanilmustir.

5.2.3.1. FRAP indirgeme Kapasitesi Yontemi

Bu yontemde standart (FeSOa4) saf su ile seyreltilerek 5 farkli konsantrasyonu (80-72-
48-32-16 uM) hazirlandi. Her bitki ekstrelerinden (0.1 — 0.25 — 0.5 — 1 mg) alindu.
Stok ¢ozeltiler, 300 mM asetat tampon ¢ozeltisi (pH 3.6), 10 uM TPTZ (2, 4, 6-
tripiridil-s-triazin) ¢ozeltisi ve 20 uM FeCl3.6H20 (demir (III) kloriir heksahidrat)
¢ozeltisi idi. Asetat tampon soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 800 pL asetik asit
(CH3COOH) igerisine 0.0945 g sodyum asetat (NaCH3COO) ilave edildi ve ardindan
su ile 40 mL'ye seyreltilerek 300 uM asetat tamponu hazirlandi. 10 uM TPTZ
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¢oOzeltisinin hazirlanmasi i¢in 0.015 g TPTZ, 5 mL HCI i¢inde ¢oziildi. 20 uM
FeCl3.6H20 soliisyonun hazirlanmas: igin, 0.054g FeClz.6H,O 10 mL suda
¢oziindiiriildii. 25 mL asetat tamponu, 2.5 mL TPTZ soliisyonu ve 2.5 mL FeClz.6H20
soliisyonu karigtirilarak taze ¢aligma soliisyonu (FRAP soliisyonu) hazirlandi.

Yonteme gore Analiz asamalari; 6rneklerden 20 pl alinarak, 250 pul FRAP ¢ozeltisi
(sodyum asetat tamponu, TPTZ ve Demir (I1I) Kloriir (FeCl3); 10:1:1) mikroplaka
kuyucuklari igerisine aktarilarak karigtirildi. Sari-turuncu renk, yogun mavi renge doniistii.
Kor olarak su kullanildi. Elde edilen karisim 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siire sonunda spektrofotometrede absorbanslar kontrole kars1 593
nm dalga boyunda okundu. Hesaplamalarda absorbans degerleri alinarak kor
degerinden ¢ikarilmis. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen FeSOq
standart ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen standart egri yardimiyla 6rneklerin FRAP

degerlerleri “umol Fe* esdegeri / mg drnek” olarak hesaplanmustir.

5.2.3.2. CUPRAC indirgeme Kapasitesi Yontemi

CUPRAC testinde fenolik ve standart bilesiklerin Cu®* iyonu indirgeme
kapasitelerinin  belirlenmesinde Ozyiirek ve arkadaslarinin  belirttigi  ydntem
kullanilmistir [40]. Bu yontemde standartlar (GA, BHA ve Trolox) saf su ile
seyreltilerek 3 farkli konsantrasyonu (2.5 — 5 — 10 pL) hazirlandi. Her bitki
ekstrelerinden (0.1 — 0.25 — 0.5 — 1 mg) alindi. Stok ¢ozeltiler, su i¢inde hazirlanan 10
mM CuCl,.2H20 ¢6zeltisi, metanol iginde hazirlanan 7.5 mM neokuproin ¢ozeltisi ve
1 M amonyum asetat (NHsCH3CO.) tamponu (pH=6.5) idi. Cozeltiler hazirlandiktan
sonra 1 mL CuCl2.2H20 ¢ozeltisi, | mL neokuproin ¢ozeltisi ve 1 mL amonyum asetat
tampon ¢ozeltisi karistirilarak taze calisma soliisyonu (CUPRAC soliisyonu)

hazirland.

Yonteme gore Analiz asamalari; 6rneklerden 10 pl alinarak, 250 ul CUPRAC ¢ozeltisi
(CuCl2.2H20  ¢ozeltisi, neokuproin  ¢Ozeltisi, amonyum asetat tamponu
(CH3COONHq3); 1:1:1) mikroplaka kuyucuklar igerisine aktarilarak karistirilmis. Bakir
(II) iyonunun indirgenmesinden kaynaklanan sar1 renk gozlendi. Kontrol olarak 10 pL su
eklendi. Kor olarak su kullanildi. CUPRAC ¢6zeltisi kor numune harig tiim karigime ilave

edilerek ¢alkalama islemine tabi tutuldu. Elde edilen karisim 30 dakika karanlikta ve oda
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sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede absorbanslar kontrole kars1 450 nm
dalga boyunda okunmustur. Hesaplamalarda absorbans degerleri alinarak kor
degerinden ¢ikarilmis. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen (GA, BHA
ve Trolox) standart ¢ozeltileri (2,5 — 5 — 10 uL) kullanilarak elde edilen degerler ile

orneklerden elde edilen degerler karsilastirildi.

5.2.3.3. DPPH* Radikalini Siipiiriicii Etki Tayin Yontemi

Bu yéntemde DPPH c¢ozeltesi taze olarak hazirlandi. ilk olarak 0,006 g DPPH alind
ve saf etanolde ¢oziildii. Daha sonra saf etanol kullanilarak 25 mL'ye tamamlandi ve
aliminyum folyo ile kapatilarak karistiricida 6 saat karistirildi. Standart ve 6rnek igin
(0.004, 0.008, 0.02, 0.04, 0.08 mg/mL) konsantrasyonlarda hazirlanan bitki
ekstrelerinden ve 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 uL hacminde standart trolox ¢ozeltisinden

alindi.

Yonteme gore analiz asamalari; 6rneklerden 20 pl alinarak, 250 pl DPPH ¢ozeltisi
mikroplaka kuyucuklari igerisine aktarilarak karistirildi. Antioksidan bilesikler tarafindan
mor radikalrengin soluk sar1 hidrazine indirgenmesi gozlendi. Kontrol olarak 20 pL saf
etanol eklendi. Kor olarak 270 pL saf etanol kullanildi. DPPH ¢ozeltisi kor numune harig
tim karisima ilave edilerek vortekslendi. Elde edilen karisim 30 dakika karanlikta ve oda
sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okunmustur. Her bir bitki ekstrekti i¢in ekstrakt konsantrasyonlarin
absorbans degerleri Ol¢iilmiistir. 0.004 - 0.08 mg/mL konsantrasyon araliginda
absorbasyonu %50’nin altina disiirenler icin IC50 degerleri hesapland1 ve diger
ekstraktlar i¢in ¢alisilan en yiiksek konsantrasyondaki asagidaki formiil yardimiyla %

DPPH gidermesini degerleri hesaplanmustir.

% DPPH Giderme = (AbSsmek / AbSkontro1) x100
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5.2.3.4. ABTS** Radikali Giderme Aktivitesi Yontemi

Bu yontemde standart (Troloks) etanol ile seyreltilerek 6 farkli konsantrasyonu (1-2-
3-4-5-6 pL) hazirlandi. Her bitki ekstrelerinden (0.05— 0.1 —0.25 - 0.5 - 1 mg) alind.
ABTS ¢ozeltesi taze olarak hazirlandi. 75 mg ABTS alindi ve saf suda ¢oziildii. Daha
sonra saf su kullanilarak 50 mL'ye tamamlandi ve aliiminyum folyo ile kapatilarak
karistiricida 2 saat karistirildi. 50 mg potasyum perstilfat (K2S20g) 10 mL saf suda
¢oziildii. Radikalizasyon (ABTS*" olusumu) elde etmek i¢in ABTS ve potasyum
persiilfat ¢ozeltileri karistirildi (1:1 v/v) ve 6 saat karanlikta tutuldu.

Yonteme gore Analiz asamalari; 6rneklerden 20 pl alnarak, 230 pb ABTS c¢ozeltisi
mikroplaka kuyucuklar icerisine aktarilarak kanistirildi. ABTS** radikali indirgenmekte
koyu yesil-mavi renk renksize doniisiimii gozlendi. Kontrol olarak 20 pL saf etanol
eklendi. Kor olarak 250 pL saf etanol kullanildi. ABTS ¢ozeltisi kor numune harig tiim
karisime ilave edilerek vortekslendi. Elde edilen karisim 30 dakika karanlikta ve oda
sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede 734 nm dalga boyunda absorbans
degerleri belirlenmistir. Ayrica troloks standart konsuntrasyonleri de hazirlanmis ve
bunun da absorbanslari belirlenerek asagidaki formiil yardimiyla ABTS’m %

inhibisyonu hesaplanmaistir.

% inhibisyon = [AbSkontroI - AbShumune /AbSkontroI] x100

Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen Trolox standart ¢ozeltileri (0.5 — 1

—15-2 - 25 - 3 pg) kullanilarak elde edilen standart egri yardimiyla 6rneklerin

antioksidan kapasitesi pug Trolox esdegeri / mg ekstre olarak hesaplanmustir.

5.2.4. Ekstraktlarin Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

5.2.4.1. a-Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

a-Amilaz aktivitesi iizerine ekstraktlarin etkisinin belirlenmesi igin, her bitki
ekstresinden (0.005 — 0.01 — 0.025 — 0.05 — 0.1 - 0.25 — 0.5 - 1 mg igerecek sekilde)
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almmistir. Substrat ¢0Ozeltisi olarak fosfat tamponunda hazirlanmis nisasta
kullanilmistir. Cizelge 5.5°da verilen miktarlarda, o-amilaz ¢ozeltisi ve nisasta
mikroplaka kuyucuklari igerisinde 35 °C *de 10 dakika inkiibe edildi. Her ekstreye 3,5-
dinitro salisilik asit (DNS) renk reaktifi eklenip karistirilmis, daha sonra tiipler 85
°C’de 10 dk 1sitilmistir. Siire sonunda ekstreler sogutulmustur. Benzer sekilde enzim
icermeyen kor ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ornek ve kor absorbanslari 546 nm’de
okunmustur. Her bir bitki ekstrekti i¢in ekstrakt konsantrasyonlar1 % Aktiviteye kars1
grafige gecirilmis ve her bir bitki ekstrektlerine ait ACso degerleri belirlenmistir. Bu
deney, bitki ekstrelerinin a-amilaz iizerindeki aktivasyon etkilerini belirlemek ve bu
aktivasyonun farkli konsantrasyonlarda nasil degistigini degerlendirmek amaciyla

yapilmistir.

Cizelge 5.5. a-Amilaz aktivite 6l¢iimiinde ¢ozeltilerin katilma miktar1 ve sirast.

Kullanilan ¢ozeltiler  Kor kiiveti (uL) Kontrol kiiveti (uL.)  Numune kiiveti (uL)

Nisasta 50 50 50
Enzim - 50 50

35 °C ’de 10 dakika inkiibe edildi.
Ekstrakt - - 30
Dinitrosalisilik asit 100 100 100

85 °C’de 10 dk isitilmistir.

Saf su 100 50 20
Toplam hacim 250 250 250

5.2.4.2. a-Glukozidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine ekstraktlarin etkisini belirlemek i¢in her bitki ekstresinden
(0.005 - 0.01 — 0.025 — 0.05 - 0.1 - 0.25 — 0.5 - 1 mg igerecek sekilde) alinmistir.
Substrat ¢ozeltisi olarak PNPG (4-Nitrofenil B-D-glukuronid) kullanilmistir. Cizelge
5.6’da verilen miktarlarda, 96 kuyucuklu mikroplaka i¢inde bitki ekstraktlar1 (50 pL)
tizerine fosfat tamponunda ¢oziinen a-glukozidaz ¢ozeltisi (30 pL) eklendi. Daha
sonra tizerine 40 uL. PNPG (4-Nitrofenil B-D-glukuronid) ¢ozeltisi eklendi. Benzer
sekilde enzim igermeyen kor ¢ozeltisi hazirlanmistir. a-Glukozidaz aktivitesi 405
nm'de spektrofotometrik olarak belirlendi. Absorbans degeri 1 dakikada bir okundu ve

3 dakika sonunda birinci dakikadaki deger ile liglincli dakikada okunan deger
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arasindaki fark alindi. Yapilan bu deney 3 kez tekrarlandi. Her bir bitki ekstrakti i¢in
ekstrakt konsantrasyonlar1 % Aktiviteye karsi grafige gegirilmis ve her bir bitki
ekstresinin 0.001 - 0.2 mg/mL konsantrasyon araliginda %50 a-glukozidaz enzim

inhibisyonunu hesaplanmastir.

Cizelge 5.6. a- Glukozidaz aktivite 6l¢gtimiinde ¢ozeltilerin katilma miktar1 ve sirast.

Kullanilan Kor kiiveti Kontrol kiiveti Numune Kiiveti
cozeltiler (nL) (uL) (nL)
Ekstrakt - - 50

Fosfat tambonu 100 100 100
Enzim - 30 30
Substrat (PNPG) 40 40 40
Saf su 110 80 30
Toplam hacim 250 250 250

5.2.4.3. CA Aktivitesinin Belirlenmesi

Karbonik anhidraz izoenzimleri aktivite tayini esteraz aktivitesi tizerinden yapilmaistir.
Cizelge 5.7°da verilen miktarlarda, 96 kuyucuklu mikroplaka i¢inde 125 pL Tris-SO4
(pH:7.4, 0.5 M), 75 pL p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi, 30 uL saf su eklenmistir. Numune
kiivetine 125 uL Tris-SO4 (pH:7.4, 0.5 M), 75 uL p-nitrofenil asetat ¢ozeltisi, 20 uL
hCA enzimi, 30 pL ekstrakt c¢ozeltisi degisen konsantrasyonlarda eklenmistir.
Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her bir dakikada 25 °C’de 348 nm dalga
boyundaki absorbans Ol¢iimleri yapildi ve 3 dakika sonundaki absorbans degeri
belirlenerek farki alindi. Her bir bitki ekstrekti i¢in ekstrakt konsantrasyonlar1 %
Aktiviteye kars1 grafige gegirilmis ve her bir bitki ekstresinin 0.0006 - 0.12 mg/mL
konsantrasyon araliginda %50 hCA | — Il enzim inhibisyonunu hesaplanmistir. Bu
deneyin sonugclari, bitki ekstrelerinin karbonik anhidraz izoenzimlerine kars1 inhibitor
aktivitesini  belirlemek i¢in  kullanilmig ve inhibisyon oranlart ¢esitli

konsantrasyonlarda degerlendirilmistir.
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Cizelge 5.7. Karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesinde kullanilan maddeler

Kullanmilan c¢ozeltiler  Kor kiiveti (uL) Kontrol kiiveti (uL)  Numune Kiiveti (nL)

Tris-SO4 tamponu 125 125 125

p-nitrofenil asetat 75 75 75
Saf su 50 30 -

hCA enzimi - 20 20

Ekstrakt - - 30

Toplam hacim 250 250 250

5.2.4.4. AChE inhibisyonun Belirlenmesi

Asetilkolinesteraz inhibitdr aktivite tayini Ellman yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu
yontemde, substrat olarak kullanilan asetiltiyokolin iyodiiriin, asetilkolinesteraz
enzimi ile hidrolizi sonucu agiga c¢ikan tiyokolinin, Inhibisyon calismalarinda
Kullanilan DTNB (5,5- ditiyobis-2-nitrobenzoik asit) ile rengi sar1 olan organik 5-tiyo-

2 nitrobenzoata donilismektedir.

Cizelge 5.8’da verilen miktarlarda, 96 kuyucuklu mikroplaka i¢inde 125 pLL DTNB,
25 pL AChI, 50 pL tampon ve 25 pL inhibitor ¢ozeltileri ilave edildikten sonra lizerine
25 uL enzim ¢ozeltisi ilave edildi. Ornek ve kontrol ¢ozeltileri 37 °C sicakliga
ayarlanmis Elisa mikroplate okuyucuda 2 dakika boyunca inkiibe edildi ve 405 nm’de
kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) tampon
¢ozeltisi kullanildi. Absorbans degeri 1 dakikada bir okunmus ve 3 dakika sonunda
Olgiim sona erdirilmistir. Farklar alindiktan sonra absorbanslar ortalama degeri

alimmustir ve % aktivite asagidaki denkleme gore hesaplanmustir;
% Aktivite = [(AA4os kontrol - AA4os drnek) / AA4os kontrol] x 100
Bu denklemde belirtilen; AA405 kontrol: Kontrol ¢ozeltisinin 405 nm’de okunan

absorbans degerini, AA405 drnek: Ornek ¢dzeltisinin 405 nm’de okunan absorbans

degerini ifade etmektedir.
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Her bir bitki ekstrekti icin ekstrakt konsantrasyonlart % Aktiviteye karsi grafige
gecirilmis her bir bitki ekstresinin 0.0004 - 0.08 mg/mL konsantrasyon araliginda %50
AChE enzim inhibisyonunu hesaplanmistir. Bu deney, bitki ekstrelerinin
asetilkolinesteraz iizerindeki inhibitor aktivitesini belirlemek ve inhibitor etkilerini

farkli konsantrasyonlarda degerlendirmek i¢in yapilmistir.

Cizelge 5.8. AChE Enzimi Aktivite Tayini I¢in Kullanilan Reaktifler.

Kullanilan maddeler  Kor kiiveti (unL) Kontrol kiiveti (uL.)  Numune kiiveti (uL)

DTNB 125 125 125
ATChl 25 25 25
Tris HCI tampon 50 50 50
AChE enzimi - 25 25
Ekstrakt - - 20

Saf su 50 25 5
Toplam hacim 250 250 250

5.2.5. Fenolik i¢erigin LC-MS/MS ile Belirlenmesi

LC-MS/MS i¢in bitki ekstraktinin hazirlanmasi

Metanol ekstraktindan elde edilen kuru Tamarix arabica ekstraktina ferulik asit D3
(20 mg/L), rutin D3 (1 mg/L) ve quercetin D3 (5 mg/L) eklenmis ve elde edilen karisim
metanol kullanilarak belirli bir konsantrasyona (6rnegin 1000 mg/L) seyreltilmistir.
Hazirlanan ekstrakt, LC-MS/MS analizi i¢in kullanilmak tizere 6nceden 0.2 pum'lik bir

siringa filtresinden gecirilmistir.

Standart ¢Ozeltilerin hazirlanmasi

Analitik yontemi gelistirmek i¢in 53 dogal fenolik bilesigin ve 3 izotop etiketli fenolik
bilesigin (dahili standartlar olarak kullanilan) orijinal standartlar1 kullanildi. 54
standart bilesigin (igerisinde 3 izotop etiketli dahili standart da bulunan) 1000 mg/L
ana stok ¢ozeltileri, metanol iginde ¢oziilerek hazirlanmistir. Istisnai olarak epikatesin
ve epigallokatesin standartlarinin ana stok ¢ozeltileri 500 mg/L. konsantrasyonda

hazirlandi. Ayrica prosesi kolaylastirmak amaciyla 53 fenolik standardin orta stok
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cozeltileri hazirlandi. Ferulik asit D3, rutin D3 ve quercetin D3, flavonoid olmayan
bilesiklerin, flavonoid glikozitlerin ve flavonoid aglikonlarin miktarinin belirlenmesi
icin sirasiyla izotop etiketli dahili standartlar olarak kullanildi. Kalibrasyon egrisini
cizmek i¢in 53 fenolik standart ve 3 IS'nin karigimini i¢eren sekiz kalibrasyon seviyesi
hazirlandi. Ferulik asit D3 (20 mg/L), rutin D3 (1 mg/L) ve kersetin D3 (5 mg/L) her

kalibrasyon seviyesine eklendi ve her bitki numunesi analiz edildi.

Kiitle spektrometresi ve kromatograf kosullar

53 fitokimyasalin niceliksel degerlendirmesini gerceklestirmek icin bir tandem kiitle
spektrometresi ile birlestirilmis bir Shimadzu-Nexera modeli ultra yiiksek
performansli sivi kromatografisi (UHPLC) kullanildi. Ters fazli UHPLC, bir otomatik
ornekleyici (SIL-30AC modeli), bir siitun firin1 (CTO-10ASvp modeli), ikili pompalar
(LC-30AD modeli) ve bir gaz giderici (DGU-20A3R modeli) ile donatilmistir. 53
fitokimyasalin optimum ayristirilmasini saglamak ve baskilama etkilerinin iistesinden
gelmek amaciyla kromatografik kosullar optimize edildi. Agilent Poroshell 120 EC-
C18 modeli (150 mmx*2,1 mm, 2,7 um) ve RP-C18 Inertsil ODS-4 (100 mmx2,1 mm,
2um) gibi farkli kolonlar, asetonitril gibi farkli mobil fazlar (B) ve metanol, amonyum
format, formik asit, amonyum asetat ve asetik asit gibi farkli mobil faz katki maddeleri,
25°C, 30°C, 35°C ve 40°C gibi farkli kolon sicakliklar1 denenmis ve optimum kosullar
elde edilene kadar uygulanmistir. Sonug¢ olarak kromatografik ayirma, ters fazli
Agilent Poroshell 120 EC-C18 model (150 mmx2,1 mm, 2,7 um) analitik kolon
iizerinde gergeklestirildi. Kolon sicakligi 40°C'ye ayarlandi. Eliisyon gradyani, eliient
A (su+ 5 mM amonyum format + %0,1 formik asit) ve eliient B'den (metanol + 5 mM
amonyum format + %0,1 formik asit) olusuyordu. Asagidaki gradyan eliisyon profili
kullanildi: %20-100 B (0-25 dakika), %100 B (25-35 dakika), %20 B (35-45 dakika).
Ayrica solvent akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi sirasiyla 0,5 mL/dak ve 5 pL olarak

belirlendi.
Kiitle spektrometrik tespiti hem negatif hem de pozitif iyonizasyon modlarinda galisan

bir elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi ile donatilmis bir Shimadzu LCMS-8040
model tandem kiitle spektrometresi kullanilarak gergeklestirildi. LC-ESI-MS/MS
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verileri LabSolutions yazilimi (Shimadzu) tarafindan elde edildi ve islendi.
Fitokimyasallarin miktarinin belirlenmesi i¢in MRM (¢oklu reaksiyon izleme) modu
kullanildi. MRM yontemi, belirtilen 6ncii fitokimyasaldan pargaya iyon gegislerinin
taranmasina dayali olarak fitokimyasal bilesikleri se¢ici olarak tespit etmek ve 6l¢mek
i¢cin optimize edilmistir. Carpisma enerjileri (CE), optimum ftokimyasal par¢alanmay1
ve istenen iirlin iyonlarinin maksimum iletimini olusturmak i¢in optimize edildi. MS
calisma kosullar1 su sekilde uygulandi: kurutma gazi (N2) akisi, 15 L/dak;
nebulizasyon gazi (N2) akisi, 3 L/dak; DL sicakligi, 250°C; 1s1 blogu sicakligi, 400°C
ve arayiiz sicakligi, 350°C.

LC-MS/MS igin yontem dogrulama calismalari

Bu calismada, 53 parmak izi fitokimyasalini (14 flavonoid aglikon, 1 biflavonoid, 13
flavonoid glikozit, 20 fenolik asit, 3 fenolik aldehit, Bitki tiirlerinde 1 stilbenoid
glukozit ve 1 benzopiron). Gelistirilen analitik yontemin performans 6zelliklerini
belirlemek igin dis ve i¢ standart ¢ozeltilerden, giiglendirilmis ve gii¢lendirilmemis
numunelerden yararlanilmistir. Ayrica numune hazirlama ve analizler sirasinda
matriks etkilerini ve analit kayiplarini telafi ederek sonuglarin giivenilirligini arttirmak
amaciyla flavonoidler, flavonoid glikozitler ve flavonoidler i¢in déteryumlanmis i¢
standartlar olarak quercetin D3, rutin D3 ve ferulik asit D3 kullanildi. Bu baglamda
analitik yontem validasyon siireci, gilinler aras1 ve giin i¢i kesinlik (tekrarlanabilirlik),
dogruluk (geri kazanim), dogrusallik, tespit ve nicelik sinirlar1 (LOD/LOQ) ve bagil
standart belirsizlik (U) a¢isindan gergeklestirildi. Bu parametreler genellikle bir
analitik yontemin giivenilirligini ve dogrulugunu degerlendirmek icin kullanilir.
Yilmaz 2020 de yaptig1 ¢alismada, bu dogrulama g¢aligsmalariin sonuglarina iliskin
detayli bilgileri bildirilmistir [67].
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BOLUM 6
DENEYSEL SONUCLAR
6.1. TOTAL FENOLIK BILESIK MiKTARI TAYINI SONUCLARI

Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinden hazirlanan ekstraktlarini toplam
fenolik bilesik miktarmi arastirmak i¢in standart fenolik bilesik olarak gallik asit
kullanilmigtir.  Oncelikle, gallik asidin farkli konsantrasyonlarinda ¢dzeltiler
hazirlanmis ve bunlarin absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Bu 6l¢iimler kullanilarak bir
standart grafik olusturulmustur. Standart grafik {izerinden, gallik asit konsantrasyonu
ile absorbans degerleri arasinda bir matematiksel iliski bulunmus ve bir formiil elde
edilmistir. Ekstrapolasyon islemi ile bitki ekstraktlarindaki toplam fenolik bilesik
miktar1, gallik asit ekvivalenti (GAE) olarak hesaplanmistir. Standart grafik
olusturulurken kullanilan verilere dayanarak hesaplanan bir r? degeri verilmistir (r:
0,9969). Bu deger, standart grafikteki veriler arasindaki uyumu gosterir. Hazirlanan
standart grafik Sekil 6.1°de verilmistir. Bu yontem, bitki ekstraktlarinin igerdikleri
toplam fenolik bilesik miktarini gallik asit ekvivalanlari iizerinden 6lgmeye yonelik

bir standardizasyon saglar.

y = 0,0084x
R%=0,9969 L

R N N
oy N o L

Abs, A760
o
SN
[

o o o
= N W
)

o

0 20 40 60 80 100 120
Gallik asit (pg)

Sekil 6.1. Gallik asit standart egrisi.
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Toplam fenolik madde tayini yonteminde standart olarak kullanilan gallik asitin farkli
konsantrasyonlarina kars1 760 nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi Adenium
obesum ve Tamarix arabica bitkilerinden hazirlanan ekstraktlarini 1 mg’da bulunan

toplam fenolik madde miktari (TFMM) Cizelge 6.1°de verilmistir.

Cizelge 6.1. Toplam fenolik madde miktar1 (TFMM).

Ekstrakt tiirii  TFMM* (ug gallik asit /
mg ekstrakt)

TAE 111.706349 + 15.13279
TAM 105.357143 + 16.07143
TAK 105.489418 + 23.41298
TAP 23.4126984 + 0.687322
AOE 21.6269841 + 2.812985
AOM 34.5238095 + 3.600703
AOK 40.0793651 + 7.856742
AOP 13.9880952 + 2.678576

* Ortalama + SD

Bu degerler, Adenium obesum ve Tamarix arabica bitki ekstrelerinin toplam fenolik

icerigini gostermektedir (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2. Toplam fenolik madde miktar1 (TFMM).
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Ekstrelerin absorbans degerleri ve kalibrasyon denklemi kullanilarak ekstrelerdeki
toplam fenol miktarlari pg gallik asit esdegeri (GAE)/mg ekstre cinsinden
hesaplandiktan sonra en yiiksek toplam fenolik madde miktarint TAE (111.706349 +
15.13279 png GAE/ mg ekstre) ve TAK (105.489418 + 23.41298 ng GAE/ mg ekstre)
ekstrelerinde 6l¢iiliirken; en diisiik degerlere AOP (13.9880952 + 2.678576 ug GAE/
mg ekstre) ve AOE (21.6269841 + 2.812985 ug GAE/ mg ekstre) ekstrelerinde

rastlanmustir.

6.2. TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITESININ TAYIN SONUCLARI

Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinden hazirlanan ekstraktlar antioksidan
kapasiteleri analiz edilmistir. Analizi yapilan bitki ekstraktlar AOE, AOM, AOK,
AOP, TAE, TAM, TAK ve TAP 8 farkli konsantrasyondan olusmaktadir. Standart
olarak da GA, Troloks ve BHA bilesikleri kullanilmistir. Antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesinde asagidaki 4 farkli yontem kullanilmistir.

6.2.1. Ferrik Indirgeme Kuvveti (FRAP) Sonuclar:

FRAP analizi, antioksidan kapasiteyi 6l¢gmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Bu yontemde, Fe (III) 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) kompleksi, antioksidanlar
varliginda renkli Fe (II) selatina indirgenmesi esasina dayanmakta ve sadece ferrik iyonlari
indirgeyebilen maddeleri O6l¢gmektedir. Caligmada kullanilan FRAP reaktifi taze
hazirlanmistir. FRAP ¢ozeltisi, 10 umol L™t 2,4,6-tripyridyl-Striazine (TPTZ), 20 umol
L! FeCls ¢ozeltisi ve 300 pmol L™* sodyum asetat tamponundan (pH 3.6) olusur. Uygun
oranda seyreltilmis 20 pL ekstraktlar, 250 uLL FRAP ¢ozeltisi ile karistirilmis Karigim 10
dakika boyunca bekletildi. Bu siire i¢cinde antioksidanlar, Fe (III) kompleksini Fe (II)
kompleksine indirgeyerek renk degisimine neden olur. 10 dakika sonra 593 nm dalga
boyunda absorbans degeri Ol¢iilmiistiir. Bu, Fe (II) kompleksinin renk degisimini
belirlemek icin kullamlir. Analiz i¢in Fe** ¢ozeltisinin degisen konsantrasyonlari

kullanilarak bir kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 6.3).
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Sekil 6.3. Fe?* Standart Egrisi.

Bu egri, absorbans degerleri ile Fe?* konsantrasyonlar1 arasindaki iliskiyi gosterir.
Olgiilen absorbans degerleri, ¢izilen kalibrasyon egrisi kullanilarak antioksidan
kapasiteyi ifade eden bir birimde (umol Fe?" esdegeri) doniistiiriiliir. Bu grafikten elde
edilen formiilden yararlanarak numunenin antioksidan kapasitesi Fe?* esdegeri
cinsinden hesaplanir. Elde edilen sonug¢ standart ile numuneyi karsilastirma imkani

sunmaktadir.

Sonuglar (numunelerin FRAP degerleri) ayni sartlarda test edilmis standart Fe?'
esdegeri antioksidan gii¢ olarak ifade edilmistir ve “umol Fe?" esdegeri / mg 6rnek”

olarak hesaplanmistir (Cizelge 6.2).

Cizelge 6.2. Ekstraktlerin FRAP degerler.
Ekstrakt  pmol Fe?* / mg ekstrakt

AOE 0.24
AOM 0.36
AOK 0.18
AOP 0.021
TAE 1.69
TAM 0.83
TAK 1.17
TAP 0.23
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FRAP yonteminde absorbans degerleri ne kadar yiiksekse antioksidan kapasite o

kadar yiiksektir (Sekil 6.4).
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Sekil 6.4. Ferrik Indirgeme Kuvveti (FRAP) Sonuglari.

Ekstrelerin absorbans degerleri ve kalibrasyon denklemi kullanilarak ekstrelerdeki
antioksidan kapasitesi pmol Fe?* esdegeri / mg ekstre cinsinden hesaplandiktan sonra
en yiiksek antioksidan kapasite TAE (1 mg ekstrakt 1,69 mikromol Fe?" esdegeri) ve
TAK (1 mg ekstrakt 1,17 mikromol Fe?* esdegeri) ekstrelerinde 6lgiiliirken; en diisiik
degerlere AOP (1 mg ekstrakt 0,021 mikromol Fe?* esdegeri) ve AOK (1 mg ekstrakt

0,18 mikromol Fe?* esdegeri) ekstrelerinde rastlanmistir.

6.2.2. Cu?* Iyonu Indirgeme Kapasitesi (CUPRAC) Sonuclari

CUPRAC analizi, antioksidan bilesiklerin Cu®" iyonlarmi Cu" iyonlarma indirgeyerek
belirlenmesini saglayan bir yontemdir. Bu metot antioksidan bilesiklerin Cu?* iyonlarmin
Cu®ya indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Neokuprin’in Cu (II) ile olusturdugu sari
renkteki Cu (I1)-neokuproin kompleksinin 450 nm’de maksimum absorbans vermektedir.
Bu bakir(I)-neokuproin selatindan olusan sar1 rengin siddetine gore indirgeme kapasitesi
belirlenmistir. Calismada kullanilan CUPRAC reaktifi taze hazirlanmistir. CUPRAC
¢ozeltisi, 1 mL CuCl2.2H,0 ¢ozeltisi, 1 mL neokuproin ¢ozeltisi ve 1 mL amonyum

asetat tamponundan (pH 6.5) olusur. Uygun oranda seyreltilmis ekstraktlar, 250 pL
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CUPRAC cozeltisi ile karistirilmistir. Karisim 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Bu siire
icinde antioksidanlar, Cu?* iyonlarin1 Cu* iyonlarina indirgeyerek renk degisimine neden
olur. 30 dakika sonra 450 nm dalga boyunda absorbans degeri okundu. Ekstrelerin ve
standartlara ait (GA, BHA ve Trolox) Cu?*-Cu" egrileri, konsantrasyon (10-20-40 pg/mL)
ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbanslar kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 6.5 ve

6.6)
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Sekil 6.5. AO ekstraktleri, GA, Troloks ve BHA’nin bakir (II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasiteleri (CUPRAC).
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Sekil 6.6. TA ekstraktleri, GA, Troloks ve BHA’nin bakir (II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasiteleri (CUPRAC).
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Cizelge 6.3. AO ve TA ekstraktleri, GA, Troloks ve BHA’nin bakir (II) iyonu
indirgeyici antioksidan kapasiteleri (CUPRAC)*.

Bakar (II) iyonu indirgeyici Konsantrasyon (pg / mL)
antioksidan kapasitesi (CUPRAC) 10 (ng / mL) 20 (ng / mL) 40 (ug / mL)

GA 1.6142 1.7243 2.3722

BHA 0.8469 1.4525 1.9397

Troloks 0.4748 0.8846 1.3541

AOE 0.0229 0.0474 0.1064

AOM 0.0359 0.0791 0.1925

AOK 0.0229 0.0487 0.0767

AOP 0.0045 0.0121 0.0289

TAE 0.1923 0.3565 0.5947

TAM 0.0882 0.1837 0.3278

TAK 0.1477 0.2497 0.4079

TAP 0.0311 0.061 0.1053

Bu egri, konsantrasyonlar ile absorbans degerleri arasindaki iligkiyi gosterir. Bitki

ekstraktleri icin CUPRAC degerleri Cizelge 6.3’te verilmistir.

CUPRAC

2,5

1,5
OI I| I
GA BHA

Troloks  AOE AOM AOK AOP TAE TAM TAK TAP

=

(6]

M Konsantrasyon (ug / mL) 10  ® Konsantrasyon (ug / mL) 20 Konsantrasyon (ug / mL) 40

Sekil 6.7. AO ve TA ekstraktleri, GA, Troloks ve BHA nin bakir (IT) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasiteleri (CUPRAC).

Caligmamizda bitki ekstraktlerinin ve standart maddelerin Cu?* indirgeme giiciiniin
ekstre miktarina bagli olarak arttig1 gortilmektedir (Sekil 6.7). Calismamizda
ekstraktler ve standartlarin bakir iyonlarini indirgeme giicii tiim konsantrasyonlarda
GA > BHA > Troloks > TAE > TAK > TAM > AOM > AOCE > TAP > AOK > AOP

seklinde azalmaktadir.
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6.2.3. Serbest Radikal Giderme Etkisinin (DPPH-) Sonuglari

Calismada 6 mg/25 mL olacak sekilde DPPH® radikalinin metanolik ¢o6zeltisi
hazirlamigtir. Uygun oranda seyreltilmis 20 pL ekstraktlar, 250 yL DPPH ¢ozeltisi ile
karistirildiktan sonra 30 dakika beklenmis ve 517 nm’de absorbans degeri okunmustur
(Sekil 6.8 — 6.15). Ekstraktlerin konsantrasyonlara karsi absorbans degerleri kullanilarak
elde edilen grafik yardimiyla DPPH* giderimine ait 1Cso degerleri saptanmistir (Cizelge
6.4).
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Sekil 6.8. TAE ekstraktinin DPPH* radikalini indirgeme giicii.
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Sekil 6.9. TAM ekstraktinin DPPH* radikalini indirgeme giicii.
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Sekil 6.10. TAK ekstraktinin DPPH* radikalini indirgeme giicii.
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Sekil 6.11. TAK ekstraktinin DPPH* radikalini indirgeme giicii.

120 y = 100e4716x

100 ¢-0.9, ] -

................... ]

S| el
S|
: ()
{12 60
E
2 40

20

0
O 000 0,04 0,06 0,08 0,1
[AOE], mg/ml

Sekil 6.12. AOE ekstraktinin DPPH* radikalini indirgeme giicii.
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Sekil 6.13. AOM ekstraktinin DPPH" radikalini indirgeme giicti.
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Sekil 6.14. AOK ekstraktinin DPPH" radikalini indirgeme giicii.
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Sekil 6.15. AOK ekstraktlerinin DPPH radikalini indirgeme giicii.
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Bu egrleri, konsantrasyonlar ile absorbans degerleri arasindaki iligkiyi gosterir.
Calismalar sonucunda 0.004 - 0.08 mg/mL konsantrasyon araliginda absorsiyonu
%50’nin altina disiirenler i¢in ICsp degerleri hesaplandi (Cizelge 6.4). Diger
ekstraktlar i¢in calisilan en yiiksek konsantrasyondaki % inhibisyonu verildi. Buna
gore TAP, AOE, AOM, AOK ve AOP degerleri sirasiyla (%21.84, %33.98, %44.93,
%19.67, %3.28) kadar DPPH giderdigi bulunmustur.

Cizelge 6.4. Ekstrelerin %DPPH gidermesini degerleri.
Bitkiek. TAE TAM TAK TAP AOE AOM AOK AOP

1Cso 21.6 359 432 - - - - i
(ng/ml)

Sonuglar, her bir bitki ekstre i¢in farkli konsantrasyonlarda % DPPH giderme
degerlerini sagladig: goriildi (Sekil 6.16). Bu degerler, bitki ekstrelerinin antioksidan

kapasitesini yansitir.
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Sekil 6.16. Serbest Radikal Giderme Etkisinin (DPPH") Sonuglart.

Tamarix arabica TAE, TAM ve TAK ekstraktlari, konsantrasyona bagli olarak 6nemli
giderim etkilerine sahiptir. Kapsamli karsilastirma, Tamarix arabica'nin hem TAE'nin
hem de TAM'in DPPH testinde diger ekstraktlara kiyasla daha giiglii temizleme etkileri
gosterdigi belirlendi.
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6.2.4. Katyon Radikali Giderme Aktivitesi (ABTS**) Sonuclar:

Calismada kullanilan ABTS reaktifi taze hazirlanmigtir. Uygun oranda seyreltilmis 20 pL
ekstraktler, 230 uL ABTS ¢ozeltisi ile karistirildiktan sonra 30 dakika beklenmis ve 743
nm’de absorbanslar olgiilerek inhibisyon yiizdeleri Troloks analitinden elde edilen
sonuclarin kullanimiyla olusturulan Troloks kalibrasyon egrisinin kullanim1 ile Troloks’a

esdeger (TE) olarak hesaplanmustir (Sekil 6.17).
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Sekil 6.17. Trolox Standart Egrisi.
Bu grafikten elde edilen formiilden yararlanarak numunenin antioksidan kapasitesi

trolox esdegeri cinsinden hesaplandi (Cizelge 6.5). Deger ne kadar yiiksek ise
antioksidan kapasite o kadar yiiksektir (Sekil 6.18).

Cizelge 6.5. Ekstraktlerin Trolox esdegeri.

Eks. (ng) Trolox esdegeri (ug)*

AOE 0,14+0.014
AOM 0,295+0.057
AOK 0,046+0.0023
AOP 0,0444+0.0034
TAE 0,852+0.053
TAM 0,548+0.054
TAK 0,674+0.060
TAP 0,517+0.125

* Ortalama + SD
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Sekil 6.18. Katyon Radikali Giderme Aktivitesi (ABTS*") Sonuglari.

Bu yontemde, bitki ekstrelerinin ABTS"" radikallerini nasil giderdigini belirlemek igin
bir antioksidan etkinlik tespiti gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, troloksa
esdeger olarak ifade edilerek antioksidan kapasitenin nicel bir degeri elde edilmistir.
Ekstrelerin absorbans degerleri ve kalibrasyon denklemi kullanilarak ekstrelerdeki
antioksidan kapasitesi pug Trolox esdegeri / ug ekstre cinsinden hesaplandiktan sonra
en yiiksek antioksidan kapasite TAE (1 ug TAE ekstrakti 0,852 ug Trolox esdeger) ve
TAK (1 pg TAK ekstrakti 0,674 pg Trolox esdeger) ekstrelerinde 6lgiiliirken; en diisiik
degerlere AOP (1 pug AOP ekstrakti 0,0444 pg Trolox esdeger) ve AOK (1 png AOK
ekstrakt1 0,046 pg Trolox esdeger) ekstrelerinde rastlanmistir.

6.3. ENZIM AKTIVITE OLCUM SONUCLARI

6.3.1. a-Amilaz Aktivi Ol¢iim Sonugclar:

Bu ¢alismada doygun substrat (nisasta) konsantrasyonunda bitki ekstrelerinin a-amilaz
enzim aktivitesi lizerine etkileri calisilmistir. Belirlenen nisasta konsantrasyonlarinda,
her bir bitki ekstresi i¢in a-amilaz enzim aktivitesi ol¢iilmiistiir. Deneylerin sonunda
olusan reaksiyon iirlinlerinin absorbanst 546 nm dalga boyunda Ol¢lilmiistiir.

Absorbanslart 546 nm’de okunduktan sonra her bir bitki ekstrakti igin ekstrakt
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konsantrasyonlar1 % Aktiviteye karst grafigi ¢izilmistir (Sekil 6.19 - 6.26). %50 nin

tizerinde aktivasyon etkisi gdsteren ekstraktlar icin ACso degerleri hesaplandi.

Q. ---------- y =577,65x + 104,94
2=0,9434

Activity, %

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
[TAE], mg/mi

Sekil 6.19. a-Amilaz enzimi tizerine aktivasyon gosteren TAE ekstreleri i¢in aktivite
(%) grafigi.
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Sekil 6.20. a-Amilaz enzimi lizerine aktivasyon gosteren TAM ekstreleri igin aktivite
(%) grafikleri.
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Sekil 6.21. a-Amilaz enzimi tizerine aktivasyon gosteren TAK ekstreleri igin aktivite
(%) grafikleri.
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Sekil 6.22. a-Amilaz enzimi iizerine aktivasyon gosteren TAP ekstreleri i¢in aktivite
(%) grafikleri
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Sekil 6.23. a-Amilaz enzimi tizerine aktivasyon gosteren AOE ekstreleri igin aktivite
(%) grafikleri.
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Sekil 6.24. o-Amilaz enzimi lizerine aktivasyon gosteren AOM ekstreleri igin aktivite
(%) grafikleri.
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Sekil 6.25. a-Amilaz enzimi tizerine aktivasyon gosteren AOK ekstreleri igin aktivite
(%) grafikleri.
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Sekil 6.26. a-Amilaz enzimi lizerine aktivasyon gosteren AOP ekstreleri i¢in aktivite
(%) grafikleri.

Bu grafikler {izerinden her bir bitki ekstresinin a-amilaz enzim aktivasyonu

belirlenmistir. Calismalar sonucunda ACso degeri hesaplanmistir (Cizelge 6.6).
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Cizelge 6.6. Ekstrelerin a-Amilaz enzim aktivasyonu degerleri.

Bitki ek. TAE TAM TAK TAP AOE AOM AOK AOP

ACso 78 - 2716 2201 - - 93 -
(ng/ml)

Sonuglar, bitki ekstrelerinin a-amilaz enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini

gostermektedir (Sekil 6.27).
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Sekil 6. 27. Ekstraklarin a-Amilaz i¢gin ACso degerleri.

Tiim ekstrelerin AC50 degerleri hesaplanmistir. AOE, AOP ekstreleri etki
gostermemistir. Diger ekstrelerin a-Amilaz enzim aktivasyonu i¢in hesaplanan AC50
degerleri TAE ekstresi i¢in 78 pg/ml, TAM ekstresi i¢in 156 pg/ml, TAK ekstresi i¢in
27.6 pg/ml, TAP ekstresii¢cin 22 ng/ml, AOM ekstresi i¢in 42.8 pg/ml ve AOK ekstresi
icin 93 pg/ml olarak tespit edilmis. Bu bulgular uyarinca a-Amilaz enzimini in vitro

olarak aktivite etme potansiyeli en yiiksek olan ekstrenin TAM oldugu belirlenmistir.

6.3.2. a-Glukozidaz Aktivite Ol¢iim Sonuclari

Bu ¢alismada, a-glukozidaz 6lgtimleri i¢in olarak aktivite 6l¢timlerinde, birinci, ikinci
ve liglincli dakikada absorbans degerleri belirlendi ve baslangig ile ii¢lincii dakikada
okunan deger arasindaki fark alindi. Yapilan bu deney 3 kez tekrarlandiktan sonra
absorbanslerin ortalamasi1  belirlendi. Her bir bitki ekstrakti igin ekstrakt

konsantrasyonlar1 % Aktiviteye kars1 grafigi ¢izilmistir (Sekil 6.28 — 6.35) ve ve her
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bir bitki ekstresinin 0.001 - 0.2 mg/mL konsantrasyon araliginda %50 a-glukozidaz

enzim inhibisyonunu hesaplanmistir.
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Sekil 6.28. a-Glukozidaz enzimi iizerine inhibisyon gosteren TAE ekstreleri igin
aktivite (%) grafigi.
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Sekil 6.29. o-Glukozidaz enzimi {izerine inhibisyon gosteren TAM ekstreleri igin
aktivite (%) grafigi.
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Sekil 6.30. a-Glukozidaz enzimi tizerine TAK ekstreleri i¢in aktivite (%) grafigi.
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Sekil 6.31. a-Glukozidaz enzimi iizerine TAP ekstreleri i¢in aktivite (%) grafikleri.
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Sekil 6.32. a-Glukozidaz enzimi tizerine AOE ekstreleri i¢in aktivite (%) grafigi.
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Sekil 6.33. a-Glukozidaz enzimi iizerine AOM ekstreleri i¢in aktivite (%) grafigi.
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Sekil 6.34. a-Glukozidaz enzimi tizerine AOK ekstreleri i¢in aktivite (%) grafigi.
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Sekil 6.35. a-Glukozidaz enzimi iizerine AOP ekstreleri igin aktivite (%) grafigi.

Tez kapsaminda calisilan ekstrelerin 0.001 - 0.2 konsantrasyon araliginda % o-

glukozidaz enzim inhibisyonu sonuglart %50’ nin Cizelge 6.7’°de verilmistir.
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Cizelge 6.7. Ekstrelerin a-Glukozidaz enzim inhibisyonu sonuglari.

Bitki ek. TAE TAM TAK TAP AOE AOM AOK AOP

ICso (ng/ml)  49.9 104.1 ; - i i i i

Inhibisyon % 96.68 % 71.29 % 44.22 - - - % 35.2

Sonuglar, bitki ekstrelerinin a-glukozidaz enzim inhibitesi {izerindeki etkilerini

gostermektedir (Sekil 6. 36).
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Sekil 6.36. a-Glukozidaz Inhibisyon Sonuglari.

Bu egrleri, konsantrasyonlar ile absorbans degerleri arasindaki iliskiyi gosterir.
Calismalar sonucunda 0.001 - 0.2 mg/mL konsantrasyon araliginda absorsiyonu
%50’nin altina diistirenler i¢in IC50 degerleri hesaplandi (Cizelge 6.4). Diger
ekstraktlar i¢in calisilan en yiiksek konsantrasyondaki % inhibisyonu verildi. Buna
gore TAE, TAM, TAK ve AOP degerleri sirasiyla (% 96.68, % 71.29, % 44.22, %
35.2) inhibisyona neden oldugunu gostermistir. Bu bulgular uyarinca gore ao-
glukozidaz enzimini in vitro olarak inhibe etme potansiyeli en yiiksek olan ekstrenin

TAE oldugu belirlenmistir.

6.3.3. CA Aktivite Ol¢iim Sonuclar

Karbonik anhidraz aktivite dl¢tim i¢in birinci, ikinci ve {igiincii dakikada absorbans

degerleri belirlendi ve baslangig ile ii¢lincli dakikada okunan deger arasindaki fark
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alindi. Yapilan bu deney 3 kez tekrarlandiktan sonra absorbanslarin ortalamalari
alindi. Her bir bitki ekstrekti i¢in ekstrakt konsantrasyonlar1 % Aktiviteye kars1 grafige
gecirilmis (Sekil 6.37 - 6.53) ve her bir bitki ekstrektlerine ait 0.0006 - 0.12 mg/mL
konsantrasyon araliginda % enzim inhibisyonu hesaplanmistir. %50°nin iizerinde

inhibisyon etkisi gosterenler i¢in ICso degerleri hesaplanmustir.

Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA | enzim Aktiviteye (%) grafikleri Sekil (6.37 -
6.44)’da gosterilmistir.
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Sekil 6.37. AOE Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA | enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.38. AOM Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA | enzim inhibisyonu (%)

grafigi.
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Sekil 6.39. AOK Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA | enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.40. AOP Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA | enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.41. TAE Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA | enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.42. TAM Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA | enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.43. TAK Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA | enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.44. TAP Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA | enzim inhibisyonu (%)
grafigi.

Tez kapsaminda ¢alisilan ekstrelerin 0.0006 - 0.12 konsantrasyon araliginda % hCa |

enzim inhibisyonu sonuglar1 %50’nin Cizelge 6.8’de verilmistir.

Cizelge 6.8. Ekstrelerin hCA | enzim inhibisyonu sonuglari.

Bitki ek. TAE TAM TAK TAP AOE AOM AOK AOP

%Inhibisyon %59.21 % 76.11 % 77.38 %8866 %7585 %784 %545 % 96.24

1Cso (ng/ml) 49.3 52.83 52.55 20.96 31.04 58.5 98.2 12.72

Sonuglar, bitki ekstrelerinin hCA | enzim inhibitesi tizerindeki etkilerini

gostermektedir (Sekil 6.45).
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Sekil 6.45. hCA | enzim inhibisyonu sonuglari.

Inhibisyon etkisi gdsteren tiim ekstrelerin 0.0006 - 0.12 konsantrasyon araliginda %
enzim inhibisyonu hesaplanmistir. TAE, TAM, TAK, TAP, AOE, AOM, AOK ve
AOP degerleri sirasiyla (% 59.21, % 76.11, % 77.38, % 88.66, % 75.85, % 78.4, %
54.5, % 96.24) inhibisyonu neden oldugunu gostermistir. Bu bulgulara gére hCA |
enzimini in vitro olarak inhibe etme potansiyeli en yiiksek olan ekstrenin AOP elde

edilen ekstre oldugu belirlenmistir.

Ekstrelerin hCA 11 enzimi igin konsantrasyona kars1 Aktivite (%) grafikleri Sekil (6.46
- 6.53)’da gosterilmistir.
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Sekil 6.46. AOE Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA 1l enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.47. AOM Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA Il enzim inhibisyonu (%)
grafigi.

75



120

100 @. o
)
80 e y - 1008'8'133)(
$ ............ RZ - 0,9487
>0 | e
= ‘@...
3 e
= T
Q| e
< e
40 | e
®
20
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
[AOK], mg/ml

Sekil 6.48. AOK Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA 1l enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.49. AOP Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA Il enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.50. TAE Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA Il enzim inhibisyonu (%)
grafigi.

120

y = 100e—6,373x

80 | e R?=0,9583

60

Activity, %

B
o

20

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
[TAM], mg/mi

Sekil 6.51. TAM Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA 1l enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.52. TAK Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA 1l enzim inhibisyonu (%)
grafigi.
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Sekil 6.53. TAP Ekstrelerin konsantrasyona karst hCA 1l enzim inhibisyonu (%)
grafigi.

Tez kapsaminda galigilan ekstrelerin 0.0006 - 0.12 konsantrasyon araliginda % hCA |1

enzim inhibisyonu sonuglar1 %50’nin Cizelge 6.9°de verilmistir.
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Cizelge 6.9. Ekstrelerin hCa II enzim inhibisyonu sonuglart.

Bitki ek. TAE TAM TAK TAP AOE AOM AOK AOP

%Inhibisyon % 84.85 % 50.91 % 97.13 % 89.28 % 28.65 % 20.78 % 64.29 % 62.70

ICso (ng/ml)  46.24  108.76 21.98  35.36 - - 8523  79.01

Sonuglar, bitki ekstrelerinin  hCA |l enzim inhibitesi tizerindeki etkilerini

gostermektedir (Sekil 6.54).
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Ekstrakt

Sekil 6.54. hCA 11 enzim inhibisyonu sonuglari.

Inhibisyon etkisi gosteren tiim ekstrelerin 0.0006 - 0.12 konsantrasyon araliginda %
enzim inhibisyonu hesaplanmistir. TAE, TAM, TAK, TAP, AOE, AOM, AOK ve AOP
degerleri sirastyla (% 84.85, % 50.91, % 97.13, % 89.28, % 28.65, % 20.78, % 64.29,
% 62.70) inhibisyonu neden oldugunu gostermistir. Bu bulgular uyarinca hCA 11
enzimini in vitro olarak inhibe etme potansiyeli en yiiksek olan ekstrenin TAK oldugu

belirlenmistir.
6.3.4. AChE Aktivite Ol¢ciim Sonuclar:

Bitkileri ekstrelerinin asetilkolinesteraz enzim aktivitesi tizerine etkileri ¢alisilmstir.
Her bir bitki ekstrakti icin ekstrakt konsantrasyonlar1 % Aktiviteye karsi grafigi
cizilmistir (Sekil 6.55 - ) ve her bir bitki ekstresinin 0.001 - 0.2 mg/mL konsantrasyon

araliginda %50 a-glukozidaz enzim inhibisyonunu hesaplanmuistir.
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Sekil 6.55. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren AOE ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafigi.
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Sekil 6.56. AChE enzimi {izerine inhibisyon gosteren AOM ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafigi.
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Sekil 6.57. AChE enzimi tizerine inhibisyon gosteren AOK ekstreleri i¢in aktivite (%)

grafigi.
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Sekil 6.58. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren AOP ekstreleri icin aktivite (%)
grafigi.
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Sekil 6.59. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren TAE ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafigi.
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Sekil 6.60. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren TAM ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafigi.
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Sekil 6.61. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren TAK ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafigi.
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Sekil 6.62. AChE enzimi lizerine inhibisyon gosteren TAP ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafigi.

Tez kapsaminda caligilan ekstrelerin 0.0004 - 0.08 konsantrasyon araliginda % AChE

enzim inhibisyonu sonuglar1 %50°nin Cizelge 6.10°de verilmistir.
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Cizelge 6.10. Ekstrelerin AChE enzim inhibisyonu sonuglari.

Bitki ek. TAE TAM TAK  TAP  AOE AOM AOK AOP

%Inhibisyon % 92.65 % 96.08 % 27.37 % 35.93 % 36.08 % 27.16 % 65.64 % 67.42

ICso (ng/ml)  20.62  16.52 - - - - 4741 4483

Sonuglar, bitki ekstrelerinin  hCA |l enzim inhibitesi tizerindeki etkilerini

gostermektedir (Sekil 6.54).
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Sekil 6.63. AChE enzim inhibisyonu sonuglari.
Inhibisyon etkisi gosteren tiim ekstrelerin 0.0004 - 0.08 konsantrasyon araliginda %
enzim inhibisyonu hesaplanmistir. TAE, TAM, TAK, TAP, AOE, AOM, AOK ve AOP
degerleri sirastyla (% 92.65, % 96.08, % 27.37, % 35.93, % 36.08, % 27.37, % 65.64,
% 67.42) inhibisyonu neden olmasini géstermistir. Bu bulgulara gére AChE enzimini in

vitro olarak inhibe etme potansiyeli en yiiksek olan ekstrenin TAM oldugu

belirlenmistir.

6.4. LC-MS/MS KROMATOGRAFISI ILE ELDE EDILEN SONUCLARI

6.4.1. Yontem Dogrulama Cahismalari

Yimaz (2020) tarafindan gelistirilen LC-MS/MS yonteminin analitik dogrulama

calismalari, yontemin giivenilirligini ve dogrulugunu degerlendirmek igin bir dizi
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parametre kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu parametreler arasinda giinler arasi ve
giin i¢i hassasiyet (tekrarlanabilirlik), dogruluk (geri kazanim), dogrusallik gibi temel

performans 6zellikleri yer almaktadir.

6.4.2. 53 Fitokimyasalin LC-MS/MS Tespiti

Tamarix arabica bitkisini incelemek i¢in onaylanmig LC-MS/MS yo6ntemi kullanildi.
Tamarix'in metanol ekstraktinda gelistirilen yontemle kullanilan 53 fitokimyasaldan
cok sayida fenolik bilesik (50) ve fenolik olmayan bilesik (3) varlig1 arastirildi. Sekil
6.64 ve 6.65’teki 53 standart fitokimyasalin LC-MS/MS-TIC (toplam iyon
kromatogramlar1)  kromatogramlarini  ve  Tamarix'in  metanol  ekstraktini
gostermektedir. Tamarix arabica ekstraktinin ilgili LC-MS/MS kantitatif analiz

verileri Cizelge 6.19°da sunulmaktadir.
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Sekil 6.64. Standart fenolik bilesiklerin TIC (Toplam Iyon Kromatogramr)
kromatograma (67).
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Sekil 6.65. Tamarix arabica ekstraktinin gelistirilmis LC-MS/MS yontemiyle analiz
edilen TIC (Toplam Iyon Kromatogrami) kromatogrami.

Cizelge 6.11. Tamarix arabica’nin metanol ekstraktindaki fitokimyasallarin LC-
MS/MS (mg/g ekstrakt) ile kantitatif taranmasi.

Analitler TAM ekstresinin fenolik
bilesik miktarlar1 (mg/g)

Quinic acid / Kinik asit Algilanmadi

Fumaric aid / Fumarik asit Algilanmadi

Aconitic acid / Akonitik asit Algilanmadi
Gallic acid / gallik asit 5.029

Epigallocatechin / Epigallokatesin Algilanmadi
Protocatechuic acid / Protokatekuik asit 0.826

Catechin / Katesin Algilanmadi

Gentisic acid / Gentisik asit Algilanmadi

Chlorogenic acid / Klorojenik asit Algilanmadi
Protocatechuic aldehyde / Protokatekuik aldehit 0.398
Tannic acid / Tannik asit 16.653

Epigallocatechin gallate / Epigallokatekin galat Algilanmadi

Cynarin / sinarin Algilanmadi

4-OH Benzoic acid / 4-OH Benzoik asit Algilanmadi

Epicatechin / Epikatesin Algilanmadi

Vanilic acid / Vanilik asit Algilanmadi
Caffeic acid / Kafeik asit 0.638

Syringic acid / Siringa asidi Algilanmadi

Vanillin / Vanilin Algilanmadi

Syringic aldehyde / Siringa aldehit Algilanmadi

Daidzin / Daidzin Algilanmadi

Epicatechin gallate / Epikatesin galat Algilanmadi
Piceid / Piceid 0.293
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p-Coumaric acid / p-Kumarik asit

Uygulanamaz

Ferulic acid-D3-Ish / Ferulik asit-D3-1Sh Algilanmadi
Ferulic acid / Ferulik asit Algilanmadi
Sinapic acid / Sinapik asit Algilanmadi

Coumarin / Kumarin Algilanmadi
Salicylic acid / Salisilik asit Algilanmadi
Cyranoside / sinarosit 1.03

Miguelianin 10.082
Rutin-D3-1S Uygulanamaz
Rutin Algilanmadi
Isoquercitrin / izokersitrin 0.812
Hesperidin Algilanmadi
0-Coumaric acid / o-Kumarik asit Algilanmadi
Genistin Algilanmadi
Rosmarinic acid / Rosmarinik asit Algilanmadi
Ellagic acid / Ellagik asit 12.618
Cosmosiin / kozmosin 0.359
Quercitrin / Kuersitrin Algilanmadi
Astragalin 0.896
Nicotiflorin / Nikotiflorin Algilanmadi
Fisetin Algilanmadi
Daidzein Algilanmadi
Quercetin-D3-1S Uygulanamaz
Quercetin / Kuersetin 0.41
Naringenin 0.52
Hesperetin 0.021
Luteolin 0.608
Genistein Algilanmadi
Kaempferol 0.436
Apigenin 0.152
Amentoflavone Algilanmadi
Chrysin / Krizin Algilanmadi
Acacetin / akasetin 0.166

Tamarix arabica bitkisinin metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatografisi ile
belirlenen kromatografik sonuglara gore, en fazla bulunan fenolik bilesiklerin
miktarlar1 su sekildedir: tannik asit (16.653 mg/g ekstre), ellagik asit (12.618 mg/g
ekstre) ve miquelianin (10.082 mg/g ekstre).

Bu sonuglara gore, Tamarix arabica bitkisinin metanol ekstresinde en yiiksek
konsantrasyona sahip olan fenolik bilesik tannik asittir. Onu sirasiyla ellagik asit ve
miquelianin takip etmektedir. Bu bulgular, bitkinin potansiyel biyoaktif bilesenleri
hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilir ve bitkinin potansiyel saglik yararlar1 veya

endiistriyel kullanim alanlar1 hakkinda bilgi verebilir.
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BOLUM 7

TARTISMA

Sifali bitkiler, eski ¢aglardan beri g¢esitli insan hastaliklarinin tedavisinde ve toplumun
gelismesinde hayati bir rol oynamistir [68]. Giiniimiizde insan organizmalarina gida
bileseni olarak veya spesifik koruyucu ilag olarak saglanan, antioksidan oOzellikler
sergileyen maddelere artan bir ilgi vardir. Sonug olarak, antioksidanlar gida koruma
teknolojisinin ve cagdas saglik hizmetlerinin onemli bir pargasi haline gelmistir.
Antioksidatif ve farmakolojik oOzelliklere sahip olan bitkilerin fenolik bilesiklerin,
ozellikle fenolik asitlerin ve flavonoidlerin varligiyla iliskili oldugu iyi bilinmektedir [36].
Fenolikler veya polifenoller antioksidan, antimutajenik, antitlimor, antiaterojenik ve
kardiyoprotektif dahil olmak iizere &nemli biyolojik aktivitelere sahiptir. Onceki
arastirmalar Adenum obesium ve Tamarix arabica'nin ana etken maddesinin fenoller ve
polifenolikler oldugunu ortaya g¢ikarmisti [8,24]. Bu c¢alismada Adenium obesum ve
Tamarix arabica'nin ekstraktlart TFMM belirlendi. TFMM degerleri mg gallik asit
esdegeri (GAE)/1gram ekstre cinsinden ifade edildi. Sonuglar, TFMM degerlerinin su
sirayla azaldigini gostermektedir: TAE (111.706349 + 15.13279 mg GAE/1 g ekstre) >
TAK (105.489418 + 23.41298 mg GAE/1 g ekstre) > TAM (105.357143 £ 16.07143 mg
GAE/1 g ekstre) > AOK (40.0793651 + 7.856742 mg GAE/l g ekstre) > AOM
(34.5238095 + 3.600703 mg GAE/1 g ekstre) > TAP (23.4126984 + 0.687322 mg GAE/1
g ekstre) > AOE (21.6269841 + 2.812985 mg GAE/l g ekstre) > AOP (13.9880952 +
2.678576 mg GAE/1 g ekstre). Bu degerler, bitkisel ekstraktlarin toplam fenolik bilesik
icerigi agisindan farklilik gosterdigini ve bu bitkilerin potansiyel olarak antioksidan ve

diger biyolojik aktiviteler sergileyebileceklerini gostermektedir.

Uzerine arastirma yapilan bitkilerin antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in; Fe3+-Fe2+
indirgeme kapasitesi (FRAP metodu), Cu2+-Cu+ indirgeme kapasitesi (CUPRAC
metodu), ABTSe+ radikal giderme aktivitesi ve DPPHe radikal giderme aktivitesi

kullanildi. Bir¢ok rapor, dogal bitki ekstraktlarmin indirgeme giiclinlin antioksidan
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aktiviteleriyle iliskili olabilecegini gostermistir [36,37]. Dogal bir bitki ekstraktinin
antioksidan etkisi ile indirgeme giicii arasindaki iliskinin aydinlatilmasi i¢in indirgeme
gliciinlin arastirilmas1 gerekmektedir. Antioksidan maddelerin indirgeme kapasitesini
belirlemek i¢in bu tez kapsaminda kuprik iyonlarmi (Cu2+) kuprdz iyonlarina (Cut)
indirgeme kapasitesine gore CUPRAC metodu ve Fe3+-TPTZ indirgeme aktivitesine gore
FRAP metodu olmakla iki farkli metotla calisildi. Elde ettigimiz sonuglara gore, bu
yontemlerde numunelerin konsantrasyonunun atmasi ile indirgeme kapasitesinin arttig1
belirlendi. FRAP analizi, bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitesini degerlendirmek i¢in
kullamlir. Orneklerdeki antioksidan miktari, Fe2+ esdegeri (umol Fe2+/g drnek gibi)
seklinde ifade edilmistir. Yiiksek Fe2+ esdegerleri, yiiksek antioksidan kapasiteyi gosterir.
[38,39]. Bu ¢alismada, Adenium obesum ve Tamarix arabica'nin ekstraktlarinin ferrik iyon
azaltici aktiviteleri umol Fe (IT)/mg ekstrakt olarak hesaplandi. FRAP degerlerinin sonucu
benzer bir sira gosterdi: TAE (1 mg ekstrakt 1.69 mikromol Fe2+ esdegeri) > TAK (1 mg
ekstrakt 1.17 mikromol Fe2+ esdegeri) > TAM (1 mg ekstrakt 0.83 mikromol Fe2+
esdegeri) > AOM (1 mg ekstrakt 0.36 mikromol Fe2+ esdegeri) > AOE (1 mg ekstrakt
0.24 mikromol Fe2+ esdegeri) > TAP (1 mg ekstrakt 0.23 mikromol Fe2+ esdegeri) >
AOK (1 mg ekstrakt 0,18 mikromol Fe2+ esdegeri) > AOP (1 mg ekstrakt 0.021 mikromol
Fe2+ esdegeri). CUPRAC metodunda kullanilarak yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuclar GA, BHT ve Troloks gibi gida ve ila¢ endiistrisinde ¢ok fazla kullanilan sentetik
antioksidanlarla karsilastirildi. Bu karsilastirma sonucu tez kapsaminda calisilan bitki
ekstraktlarinin bakir indirgeme kapasitesinin sentetik antioksidanlardan diisiik oldugu
tespit edilmistir. Calismamizda ekstraktler ve standartlarin bakir iyonlarini indirgeme
giicli tiim konsantrasyonlarda GA > BHA > Troloks > TAE > TAK > TAM > AOM >
AOE > TAP > AOK > AOP seklinde azalmaktadir. Bu sonuglara gore, TAE ekstraktinin
en gilicli antioksidan aktiviteyi gosterdigi ve genel olarak Adenium obesum bitkisinin daha

yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu sdylenebilir.

Antioksidan kapasite belirlemek amaciyla kullanilan metotlar1 hidrojen atomu transferi ve
elektron transferi mekanizmasina dayanan metotlar olarak siiflandirmak miimkiindiir
[27]. Literatiirde ¢ok sayida antioksidan kapasite metodu bulunmakta olup bu ¢aligmada
kullanilan DPPH ve ABTS metodu elektron transferi mekanizmasina dayanan
yontemlerdir [36]. DPPH, dogal antioksidanlarin serbest radikal siiplirme aktivitelerini
incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan kararli bir serbest radikaldir [31]. Serbest

radikaller viicutta birgok 6nemli hastalikta rol oynarlar. Bundan dolayi serbest radikalleri
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temizleme giicii onemli bir antioksidan 6zelliktir [35]. Calismamizda Adenium obesum ve
Tamarix arabica bitki ekstraktlarinin bes farkli derisimdeki DPPH radikal siipiirme
aktivitesi arastirilmistir. Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinin DPPH radikal
giderme aktivitesi konsantrasyonla artmistir. Adenium obesum ve Tamarix arabica bitki
ekstraktlarinin 0.004 - 0.08 mg/ml konsantrasyon araliginda TAE, TAM, TAK, TAP,
AOE, AOM, AOK ve AOP degerleri sirasiyla %89.07, %80.17, %72.91, %21.84, %33.98,
%44.93, %19.67, %3.28 kadar DPPH gidermesi sagladig1 bulunmustur. Bu sonuglar, TAE
ekstraktinin en giicli DPPH radikal siipirme aktivitesini sergiledigini ve Tamarix
arabica'nin ¢esitli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerinin de yiiksek DPPH radikal stipiirme
aktivitesine sahip oldugunu gosteriyor. Bu, bitki ekstraktlarinin antioksidan &zelliklere
sahip oldugunu ve potansiyel olarak serbest radikallerle miicadele edebilecegini
diisiindiirmektedir. ABTS radikal siipiirme aktiviteleri deneyi her zaman toplam
antioksidan aktiviteler i¢in bir yontem olarak kullanilmistir. Bu g¢alismada, Adenium
obesum ve Tamarix arabica'nin ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi pg Trolox esdegeri
/ ng ekstrakt olarak hesaplandi. En yliksek antioksidan kapasite TAE (1 ug TAE ekstrakti
0,852 pg Trolox esdeger) ve TAK (1 pg TAK ekstrakti 0,674 nug Trolox esdeger)
ekstrelerinde dlgtiliirken; en diisiik degerlere AOP (1 pg AOP ekstrakti 0,0444 pg Trolox
esdeger) ve AOK (1 pg AOK ekstraktt 0,046 pg Trolox esdeger) ekstrelerinde
rastlanmistir. Bu sonuclar, TAE ve TAK ekstrelerinin digerlerine gore daha yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip oldugunu ve bu bitki ekstraktlarinin potansiyel olarak serbest

radikallerle miicadelede etkili olabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismada; kullanilan bitkisel materyallerin metanol, etanol, kloroform ve petroleteri
ile ekstraktlarinin alfa-glukozidaz, alfa-amilaz, karbonanik anhidraz ve asetilkolinesteraz
enzimleri tizerine etkilerinin olup olmadigi incelenmistir. Alfa amilaz ve alfa glukozidaz
nisastanin parcalanmast ve bagirsakta emiliminde ayri ayr1 anahtar enzim
konumundadirlar. Bu enzimlerin inhibe edilmeleriyle kandaki glukoz seviyesinin artisinda
onemli Olgiide azalma olacaktir. Bu durum Tip 2 diyabete bagli hipergliseminin
yonetilmesinde 6nemli bir strateji olabilir [62]. Tez kapsaminda arastirma materyali olarak
secilen Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinden hazirlanan ekstrelerin in-vitro
antihiperglisemik etkileri arastirilmistir. Adenium obesum ve Tamarix arabica ekstraktlar
enzim aktivasyonu ve inhibisyonu bakimindan degerlendirildiginde; a-amilaz enzimini in
vitro olarak aktivite etme potansiyeli TAP ekstre en yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu

bulgular, o6zellikle TAP'min a-amilaz enzimi iizerinde giiclii bir aktivasyon etkisi
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gosterdigini ve bu bitki ekstresinin potansiyel olarak karbonhidrat sindirimini artirma
yetenegi oldugunu diistindiirebilir. a-glukozidaz enzimini in vitro olarak inhibe etme
potansiyeli TAE ekstre en yiiksek oldugu gézlenmistir. Bu bulgular, bu bitki ekstrelerinin
potansiyel olarak karbohidrat metabolizmasini diizenleme yetenegi oldugunu
disiindiirebilir ve potansiyel tibbi uygulamalarim1 degerlendirmek i¢in 6nemli bilgiler
saglayabilir. Ozellikle TAEnin a-glukozidaz enzimi iizerinde giiclii bir inhibisyon etkisi
gosterdigini ve bu bitki ekstresinin potansiyel olarak diyabetle iligkili kan sekerini kontrol
etme yetenedi oldugunu diisiindiirebilir. ileriki calismalar, bu bitki ekstrelerinin aktif
bilesenlerini ve aktivasyon mekanizmalarinm1i daha ayrintili bir sekilde anlamak igin

yapilabilir.

Alzheimer hastaliginin tedavisinde kolinesteraz inhibitdrleri kullanilmaktadir [63] ve bu
hastalarin beyninde azalmis olan asetilkolin aktivitesi ve miktarin1 arttirmak amaciyla
kolinesteraz inhibitorleri de genis bir kullanima sahiptir [64]. Alzheimer hastalarinin
plazma ve beyin hipokampusunda karbonik anhidraz-II seviyelerinin saglikli bireylere
gore 1.24 kat arttig1 goriilmiistiir. Bu tespit sonrasi, plazma karbonik anhidraz-11 seviyeleri
ile Alzheimer hastalig1 arasinda kesin bir iligki oldugu da gosterilmistir [65]. Bu bilgiler
1s1ginda, calismamizdaki bitki ekstreleri ve elde edilen molekiillerin her iki aktivite
yoniinden degerlendirilmesine karar verilmistir. Karbonik anhidraz (hCA I ve hCA II)
enzimlerini inhibe etme potansiyeli, Adenium obesum ve Tamarix arabica bitki
ekstraktlar iizerinde degerlendirilmis ve 0.0006 - 0.12 konsantrasyon araliinda elde
edilen % enzim inhibisyonu asagidaki gibidir: hCA 1 Enzim Inhibisyonu igin; (TAE:
%59.21, TAM: %76.11, TAK: %77.38, TAP: %88.66, AOE: %75.85, AOM: %78.4,
AOK: %54.5, AOP: %96.24) ve hCA 1I Enzim Inhibisyonu i¢in; (TAE: %84.85, TAM:
%50.91, TAK: %97.13, TAP: %89.28, AOE: %28.65, AOM: %20.78, AOK: %64.29,
AOP: %62.70). Bu sonuglara gore, 6zellikle hCA I enzimini in vitro olarak en etkili
sekilde inhibe eden bitki ekstresinin AOP oldugu, hCA Il enzimini inhibe etme potansiyeli
en yiiksek olan ekstre ise TAK oldugu belirlenmistir. Asetilkolinesteraz (AChE) enzimini
inhibe etme potansiyeli, Adenium obesum ve Tamarix arabica bitki ekstraktlar {izerinde
degerlendirilmis ve 0.0004 - 0.08 konsantrasyon araliinda elde edilen % enzim
inhibisyonu asagidaki gibidir: (TAE: %92.65, TAM: %96.08, TAK: %27.37, TAP:
%35.93, AOE: %36.08, AOM: %27.37, AOK: %65.64, AOP: %67.42). Bu sonuglara
gore, AChE enzimini in vitro olarak en etkili sekilde inhibe eden bitki ekstresinin TAM

oldugu belirlenmistir. AChE inhibisyonu, sinir iletimi ile ilgili bir enzimin kontrol altina
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alimmasi bakimindan 6nemli olabilir ve bu tiir potansiyel etkiler, bitki ekstrelerinin sinir

sistemi saglig1 lizerindeki olas1 etkilerini anlamak i¢in degerlendirilebilir.

Polifenolik bilesikler, antioksidan, antiinflamatuar, antikanser ve antimikrobiyal etkiler
gibi koklii biyolojik ozelliklere sahip Onemli bir fitokimyasal kategorisidir [66].
Flavonoidler, tanenler, fenolik asitler ve lignanlar gibi farkli alt gruplar altinda
siniflandirilirlar. Sekil 7.1’de en 6nemli Tamarix spp.mnin fitokimyasallarinin yapisini

gostermektedir [24].

Sekil 7.1. Tamarix spp.nin en 6nemli fitokimyasallarinin yapisi. a: quercetin, b:
tamarixetin, c: kaempferol, d: isorhamnetin, e: ellagik asit, f: siringik asit,
g: gallik asit.

Tamarix flavonoidlerinin ¢ogu flavonol yapiya sahiptir, yani sabit 3 hidroksiflavon
yapisina sahiptirler; naringenin gibi flavanonlar ve diger flavonoid yapilarin varlig ise
siirl gériinmektedir. Tamarix tiirleri her {i¢ yapiya da sahip birkag¢ fenolik asit igerir.
Bu bitkilerin neredeyse tiim kisimlar1 fenolik asitler icerir; ancak odunsu kisimlarda
tanimlamalar1 daha baskindir. Kafeik asit, ellagik asit, ferulik asit, gallik asit, p-
kumarik asit ve siringik asit, daha once kanitlanmig farmakolojik ve biyolojik
aktiviteleri olan, Tamarix tiirlerinde yaygin olarak bulunan ve dolayisiyla bu bitkinin
tedavi edici 6zelliklerinde rol oynayabilen, iyi bilinen fenolik asitlerdir [25]. Bu
calismada, Tamarix arabica metanol ekstresinin LC-MS/MS kromatografisi ile

belirlenen fenolik bilesikler tayin edilmis. Kromatografik metot sonucu fenolik bilesik
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miktarlar1 en fazla bulunan ti¢ fenolik bilesik sirasiyla tannik asit (16.653 mg/g ekstre),
ellagik asit (12.618 mg/g ekstre) ve miquelianin (10.082 mg/g ekstre) oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglara gore, tannik asit, Ellagik asit ve Miquelianin'in en baskin
fenolik bilesikler oldugu belirlenmistir. Bu bilesikler, Tamarix tiirlerinin farmakolojik
ve biyolojik aktivitelerinden sorumlu olabilir ve bitkinin tedavi edici 6zelliklerine
katkida bulunabilir. Fenolik asitler, antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser gibi
cesitli biyolojik etkilerle iliskilendirilmigtir. Bu bulgular, bitkinin biyolojik 6zellikleri
ve potansiyel terap6tik kullanimlar1 hakkinda degerli bir anlay1s saglar. Ayrica, fenolik
bilesiklerin konsantrasyonlarinin belirlenmesi, bitkinin hangi 6zelliklerinin 6ne
ciktigin1 ve hangi potansiyel saglik yararlarinin bulundugunu anlamamiza yardime1

olabilir.
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BOLUM 8

SONUCLAR

Yemen halk tibbinda kullanilan Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinden elde
edilen etanol, metanol, kloroform ve petroleteri ekstraktlarinin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi, total fenolik tayini, a-amilaz enzim aktivitesi, a-glikozilaz,
hCA1, hCAll ve asetilkolinesteraz enzim inhibisyonlar1 ve fenolik igeriklerinin LC-

MS/MS kromatografisi ile belirlenmesi tizerine arastirmalar yapilmistir.

Tamarix arabica (Ilgin), kurak alanlar da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli iklimlerde kolayca
yetistirilen yenilebilir bir halofittir. Geleneksel olarak Asya ve Afrika iilkelerinin yerel
halki tarafindan cesitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Tamarix arabica i¢in
cesitli farmakolojik aktiviteler gosterilmistir; ancak ¢ok az ticari takviye edici bu bitkiyi
formiilasyonlarinda kullanmistir. Tamarix arabica'nin sinirli kullaniminin nedenlerinden
biri, bu tiirlerin tedavi edici ve toksikolojik Ozelliklerine iliskin klinik ¢alismalarin
bulunmamasidir. Literatiir taramamizda 1lgin hakkinda herhangi bir insan g¢aligmasi
bulamadik. Daha 6nce tartisildigi gibi, Tamarix arabica'nin antihiperglisemik, antikanser,
antimikrobiyal ve antiinflamatuar etkiler gibi bazi farmakolojik 6zellikleri, metodolojik
sorunlar nedeniyle bu derlemeye dahil edilen ¢aligmalara gore hala sorgulanabilir. Bu
ortaya konan biyolojik aktivivtelerine ragmen, geleneksel tipta heniiz bilimsel olarak
degerlendirilmemis bir¢ok tedavi edici Ozelligi bulunmaktadir. Karaciger ve dalak,
geleneksel tip ve etnofarmakolojik ¢aligmalara gére Tamarix arabica'nin iki ana hedef
organidir; bu nedenle Tamarix arabicamin karaciger ve dalak defektleri iizerindeki
etkisine iligkin klinik Oncesi degerlendirmeler Onerilmektedir. Yara iyilesmesi, 1lgin
otunun heniiz genis ¢apta arastirilmayan bir diger 6zelligidir; oysa bu tiirler antioksidan,
antiinflamatuar ve biiziicii etkileri olan flavonoid ve tanenlerin yiiksek igerigi nedeniyle
uygun yara iyilestirici ajanlar olabilir. Tamarix arabica'nmin fitokimyasal profili, bu
bitkilerin geleneksel tipta belirtildigi gibi dis eti iltihab1 ve periodontitte de faydal
oldugunu gdstermektedir. Bu nedenle yara iyilesmesi ve periodontoloji uygulamalar

klinik calismalarda degerlendirilmesi gereken uygun oncelikler olarak gortinmektedir.
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Calismamizda, Tamarix arabica bitkisinin tannik asit, ellagik asit ve miquelianin gibi
yiiksek fenolik bilesikler igerdigini gosterilmistir ve bitki ekstraktlari etkili antioksidan
aktivite gostermislerdir. Yaptifimiz bu tez calismasinda diyabet hastaligla iliskileri
olan a-amilaz ve a-glukozidaz ve Alzheimer hastaligla iliskileri olan karbonikanhidraz
ve asetilkolinesteraz enzimleri iizerine inhibisyon etkileri c¢aligilmistir. Tamarix
arabica ckstraktlarin alfa-amilaz ve alfa-glukozidaz enzimleri iizerine etkilerinin az
oldugu gozlenmistir. Antidiyabetik etki bakimindan en yiiksek deger TAE ve TAM
ekstrelerine ait oldugu bulunmustur. Karbonik anhidraz ve asetilkolinesteraz enzimini tiim
bitki ekstraktlar1 farkli oranlarda inhibe etmistir. Boylece, bu enzimlerin yiiksek
aktiviteleri ile iliskilendiren birtakim hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak Tamarix arabica

bitkisinin literatiire kazandirilmasi miimkiin olabilecektir.

Adenium obesum (Forssk.) (Aile Apocynaceae), yaygin olarak 'Col Giilii' olarak bilinen,
oncelikle bir siis bitkisidir. Bu bitkinin tiim pargalar1 (lateks dahil) geleneksel tipta ciltteki
sisliklerin, yaralarin, kulak agrisinin, rinit, bel soguklugunun ve bulasict hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu bitkinin farkli kisimlar1 geleneksel olarak Orta Dogu
bolgesinde yaralardan cilt hastaliklarina, eklem agrilarindan kas agrilarina kadar cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. A. obesum, genis bir biyolojik aktivite
yelpazesi gosteren zengin bir kardiyak glikozit kaynagidir. Adenium obesum ¢ok ¢esitli
biyolojik aktiviteler gosteren Onemli bir tibbi bitkidir. Bitki antikanser, antiviral,
antibakteriyel, tripanosidal, akarisidal, yumusakca oldiiriicli, antioksidan ve psisidal
aktiviteler sergiler. Calismamizda, Adenium obesum bitki ekstraktlari etkili antioksidan
aktivite gostermislerdir. Yaptigimiz bu tez ¢aligmasinda diyabet hastaligla iligkileri
olan a-amilaz ve a-glukozidaz ve Alzheimer hastaligla iligkileri olan karbonikanhidraz
ve asetilkolinesteraz enzimleri iizerine inhibisyon etkileri g¢aligilmistir. Tamarix
arabica ekstraktlarin alfa-amilaz ve alfa-glukozidaz enzimleri iizerine etkilerinin az
oldugu gozlenmistir. Antidiyabetik etki bakimindan en yiiksek deger AOM ve AOP
ekstrelerine ait oldugu bulunmustur. Karbonikanhidraz ve asetilkolinesteraz enzimini tim
bitki ekstraktleri farkli oranlarda inhibe etmistir. Bdylece, bu enzimlerin yliksek
aktiviteleri ile iligskilendiren birtakim hastaliklarin tedavisinde ilag olarak Tamarix arabica

bitkisinin literatiire kazandirilmasi miimkiin olabilecektir.
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Sonug olarak bu tez ¢alismasinda Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinden
elde edilen etanol, metanol, kloroform ve petroleteri ekstraktlarmin antioksidan
aktiviteleri c¢esitli metotlarla arastirilmistir. Elde edilen sonuglar sentetik
antioksidanlar olan BHA, BHT ve troloks ile karsilastirilmistir. Calismalarda bitki
ekstraktlar1 etkili antioksidan aktivite gostermislerdir. Genel olarak numunelerimizin
antioksidan aktivitesinin, sentetik antioksidanlarin aktivitelerinden daha az oldugu
goriilmiistiir. Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinden elde edilen etanol,
metanol, kloroform ve petroleteri ekstraktlarinin a-glukozidaz, karbonikanhidraz ve
asetilkolinesteraz enzimlerini inhibe ettigi tespit edilmistir. Tez ¢aligmasindan elde
ettigimiz sonuglardan yola ¢ikarak Adenium obesum ve Tamarix arabica bitkilerinin
gelecekte farmakolojik uygulamalarda, ilag iiretimi ve dizaynt agisindan
kullanilabilecegi ve dogal antioksidan kaynagi olarak da hastalarin diyet listelerine

eklenebilecegini ortaya koymaktadir.
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