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Bu ¢alismada, Quercus brantii L. tizerinde, olusumu Andricus quercustozae, Andricus cecconii
tarafindan indiiklenen ve Quercus infectoria tizerinde, olusumu Andricus quercusramuli tarafindan
indiiklenen gallerin metanol ekstrelerinin enzim inhibisyon ve antioksidan aktiviteleri aragtirilmistir.

Enzim inhibisyon aktivitesi; asetil ve biitiril kolinesteraz, tirozinaz ve ireaz enzim
inhibisyonlarinin spektrofotometrik 6lciimilyle belirlendi. Ekstrelerin toplam fenolik miktarlar1 gallik
asite, toplam flavonoit miktarlari kersetine esdeger olarak tayin edildikten sonra antioksidan aktiviteleri
DPPH serbest radikali giderim, ABTS katyon radikali giderimi ve CUPRAC yontemleri kullanilarak
belirlendi.

Kolinesteraz enzim inhibisyonu sonuglarina gore; ekstrelerin asetilkolinesteraz enzim
inhibisyonunda aktif olmadigi, biitiril kolinesteraz enzim inhibisyonunda ise aktivite gosterdikleri
sonucuna vartlmistir. En yiiksek aktiviteyi %31.33+1.25 inhibisyon orani ile A. quercustozae gal ekstresi
gostermistir. Tirozinaz enzim inhibisyonu sonuglarina gore en yiiksek aktiviteyi %61.16+0.72 inhibisyon
oram1 ile A. quercustozae gal ekstresi gostermistir. Ureaz inhibisyon aktivite sonucunda, A. quercustozae
gal ekstresinin %40.98+1.41 oraninda aktivite gosterdigi, A. quercusramuli ve A. cecconii gal
ekstrelerinin ise aktivite gostermedigi sonucuna ulasilmigtir. Ekstrelerin toplam fenolik igeriklerinin
toplam flavonoit igeriklerinden yiiksek oldugu saptanmustir. Ekstreler genel olarak yiiksek antioksidan
aktivite gdstermistir. Oyle ki; baz1 ekstreler pozitif kontrollerden daha yiiksek aktivite gdstermistir.

Bu tez ¢aligmasi ile A. quercustozae, A. cecconii ve A. quercusramuli gal ekstreleriyle s6z
konusu biyolojik aktiviteler a¢isindan ilk kez arastirilmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Andricus, antioksidan aktivite, enzim inhibisyonu, gal, Quercus
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In the current study, the enzyme inhibition and antioxidant activity of the methanol extract of
galls induced by the Andricus quercustozae and Andricus. cecconii on Quercus brantii L. and Andricus
quercusramuli on Quercus infectoria were investigated.

The enzyme inhibition activity was determined by spectrophotometric measurement of acetyl-
butyryl cholinesterase, tyrosinase and urease enzyme inhibitions. Total phenolic and total flavonoid
contents of the extracts were determined as gallic acid and quercetin equivalents, respectively and their
antioxidant activity was carried out by using three different methods; DPPH free radical scavenging
activity, ABTS cation radical scavenging activity and CUPRAC assays.

As a result of the cholinesterase inhibition activity, while the extracts were not active on
acetylcholinesterase enzyme inhibition, they showed activity in the inhibition of butyrylcholinesterase
enzyme. According to the results, the highest activity showed by A. quercustozae gall extract with an
inhibition rate of 31.33 £ 1.25%. The highest tyrosinase enzyme inhibition activity recorded by A.
quercustozae gal extract with an inhibition rate of 61.16 + 0.72%. As a result of the urease inhibition
activity, A. quercustozae gal extract showed activity (40.98 + 1.41%), whereas A. quercusramuli and A.
cecconii gal extracts did not show activity. Total phenolic contents of the extracts were found to be higher
than total flavonoid contents. Extracts showed high antioxidant activity in general. That is, some extracts
showed higher activity than positive controls.

In this thesis, A. quercustozae, A. cecconii and A. quercusramuli gall extracts were investigated
for the first time in terms of mentioned biological activities.

Key Words: Andricus, antioxidant activity, enzyme inhibition, gall, Quercus
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1. GIRIS

Tiirkiye’nin sahip oldugu flora zenginligi, tiirlerin sahip oldugu genetik
varyasyonun yayilis alani, iklimsel degisiklikler, habitatlarin ¢esitliligi ve alanin jeolojik
tarihi gibi bir¢cok etken tarafindan belirlenir. Gal; olusumu bitki ilizerinde virisler,
bakteriler, mantarlar, nematodlar, eklembacaklilar ve hatta diger bitkiler tarafindan
tetiklenen anormal biiyiimelerdir. Gal indiiklemesi, bitki hiicresel mekanizmalarini ele
gecirerek tamamen farkli 6zellik ve fonksiyonlara sahip yeni bitki yapilar1 olusumunu
icerir. Bocekler (esek arisi, tatarcik sinegi, sinekler, yaprak bitleri, akarlar, hasarat
bocekleri, asma biti, aga¢ biti vb.) yumurtalarini bitki kisimlarina birakarak gal
olusumunu indiiklerler. Ortaya ¢ikan larvalar bitki parcalariyla beslenir ve gal
olusumuna neden olur.

Zengin flora icinde bir¢ok yiiksek yapili bitkilerin dogal icerigi, sentetik
antioksidan maddelerin yan etkilerine karsi 6nemli bir alternatif olmustur. Dogal
kaynaklarin kullanimina doniis ile birlikte dogal antioksidan madde arayislari hiz
kazanmig bilim adamlar1 dogal kaynakli ilaglar1 arastirmaya onem vermistir. Ayrica
enzim inhibitorii potansiyeline sahip dogal bilesikler de ila¢ endiistrisi agisindan ilgi
cekici olmustur. Enzim inhibitorleri bulasici, metabolik, kardiyovaskiiler, norolojik
hastaliklar ve kanser gibi pek c¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ¢ok ¢esitli ilaglara
dahil edilmistir (Copeland ve ark., 2007).

Demansin en sik goriilen tiirii Alzheimer hastaligidir (AH). AH, bilissel yetenek
kayiplar1 ve agir davranis bozukluklar1 seklinde tanimlanir. Kisinin 6liimiine yol agan
ilerleyici norodejeneratif bir beyin hastaligidir (Xie ve ark., 2013). Son yillarda, AH'nin
gercek nedeni hakkindaki belirsizlik, AH'nin tedavisi i¢in ¢ok cesitli deneysel ilaglarin
gelistirilmesine, AH'nin karmagsiklign da Dbircok farkli terapotik —stratejinin
gelistirilmesine yol agmustir. Kolinesteraz inhibitorleri (ChEI) ve Memantin (MEM)
semptomlar1 gegici olarak iyilestiren AH i¢in onaylanmis ilaglardir. AH tedavisi i¢in su
anda dort ilag mevcuttur: galantamin, rivastigmin, donepezil ve memantin. Ilk iigii
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleridir. Halen, AH'min tedavisi ve Onlenmesi
acisindan etkili bir tedavi yoktur. Popiilasyonda AH'nin yiikselmesi goz Onilinde
bulunduruldugunda, hastalik diizenleyici ajanlarin gelistirilmesine acil ihtiyag vardir.

Tirozinaz, bakir iceren bir enzim olup deri ve sa¢ rengini belirleyen melanin
biyosentezinde kilit rol oynamaktadir. Melanin hiperpigmentasyonu ile iliskili deri

hastaliklarinin tedavisinde tirozinaz inhibisyonunun klinik olarak kullanimi1 s6z



konusudur. Ayrica kozmetikte cilt rengini agma etkisi ile de 6nem arz etmektedir.
Tirozinaz aktivitesini inhibe etmek igin kojik asit gibi bir¢ok sentetik inhibitor
gelistirilmis olmasma ragmen bunlarin uzun periyotta toksik etkilerinin bulunmasi,
alternatif olarak dogal inhibitorlerin belirlenmesine yonelik ¢alismalar1 hizlandirmistir
(Tocco ve ark., 2009).

Ure, zirai uygulamalarda en yaygin kullanilan giibredir. Ureaz inhibitorlerinin
tarimsal uygulamalarda kullanimi, gida arzim  yeterli miktarlarda saglama
stratejilerinden biri olarak uzun siiredir arastirllmaktadir. Bunun nedeni, diinya ¢apinda
en ¢ok kullanilan azotlu (N) giibrelerden biri olan iire, hizl1 bir sekilde toprak yiizeyinde
ireazla hidrolize olan ve c¢evreye % 70 N kayip veren bir hidrolize maruz kalmasidir.
Ureaz aktivitesi tarim endiistrisi yaninda tipta da 6nemli viral bir belirtectir. Ureazlar,
bobrek taslar1 ve enfeksiyonlarin olusmasina ayrica hepatik komaya da neden
olmaktadir (Mobley, 1995). Bu tiir hastaliklarin tedavisinde iireaz enzimini inhibe
edebilecek iireaz inhibitdrleri iizerinde galisilmaktadir (Onado ve ark., 1990). Insanlarda
ve hayvanlarda iireaz iceren patojenlerin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde
kullanilacak ilaglarin gelistirilebilmesi i¢in {ireaz inhibitorii {izerinde yapilacak
calismalar olduk¢a onemlidir (Amtul ve ark., 2002). Son yillarda bu amag igin ¢esitli
bitki ekstrelerinin {ireaz enzimi tizerine inhibisyon etkileri aragtirilmaktadir (Hemminga
ve Duarte, 2000).

Serbest radikal, bir atomik yoriingede eslesmemis bir elektron iceren bagimsiz
varliga sahip herhangi bir molekiiler tiir olarak tanimlanabilir. Eslesmemis bir
elektronun varlig1 ¢ogu radikalin sahip oldugu bazi ortak 6zelliklerle sonuglanir. Bir¢cok
radikal kararsiz ve oldukga reaktiftir. Bir molekiile elektron verebilir veya molekiilden
elektron alabilir, bu nedenle oksidan veya indirgeyici gorevi goriirler (Cheeseman ve
Slater, 1993). Serbest radikallerin hedefleri viicuttaki her tiirlii molekiilii igerir. Bunlar
arasinda lipitler, niikleik asitler ve proteinler ana hedeflerdir. Serbest radikallerin hiicre
icinde 6nemli makro molekiillere saldiris1 sonucu hiicre hasar1 ve homeostatik bozulma
gelisir. 1ki ana 6liim nedeni olan kanser ve ateroskleroz belirgin “serbest radikal”
hastaliklaridir. Oksidatif stresin simdi tiim enflamatuar hastaliklara (artrit, vaskiilit,
glomertilonefrit, lupus eritematéz, yetiskin solunum yolu hastaliklar1 sendromu),
iskemik hastaliklar (kalp hastaliklari, inme, intestinal iskemi), hemokromatoz,
kazanilmig immiin yetmezlik sendromu, afiziye Onemli bir katki yaptig

distiniilmektedir.



Antioksidanlar, diisiik miktarlarda, oksitlenebilir  bir  substrat ile
karsilastirildiginda, substratin oksitlenmesini geciktirebilen veya dnleyebilen molekiiller
olarak tanimlanabilir (Becker ve ark., 2004). Serbest radikallere kars1 koruma, diyet
antioksidanlarimin bolca alinmasiyla arttirilabilir. Antioksidan igeren yiyeceklerin ve
Ozellikle de antioksidan besinlerin hastaliklarin 6nlenmesinde biiyiilk oneme sahip
olabilecegini gosteren dnemli kanitlar vardir. Bununla birlikte, bilim adamlar1 arasinda,
tek bir antioksidandan ziyade, antioksidanlarin bir kombinasyonunun uzun vadede daha
etkili olabilecegine dair bir fikir birligi vardir. Antioksidanlar dejeneratif hastaliklarin
baslangicini erteleyerek veya Onleyerek yasam kalitesini iyilestirmede biiyiikk yarar

saglayabilirler.

Lipid oksidasyonu, istenmeyen gida maddeleri ve potansiyel olarak toksik
bilesiklerin olusumu nedeniyle gida endiistrisi i¢in bir Oneme sahiptir. Gida
oksidasyonunu dnlemenin bir yolu, antioksidanlarin kullanilmasidir. Giliniimiizde gida
endiistrisinde kullanilan sentetik antioksidanlarin birkag zararli saglik etkisine sahip
oldugu bulunmustur. Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve biitillenmis hidroksil toluen
(BHT) gibi sentetik antioksidanlarin, laboratuvar hayvanlarinda kanserojen ve karaciger
hasarindan sorumlu olduklar1 diistiniilmektedir. Bu degisiklikler kansere, ateroskleroza
ve kardiyovaskiiler hastaliklara katkida bulunur (Braca ve ark., 2002). Bu anlamda,
dogal antioksidanlara, ozellikle bitki kaynakli antioksidan bilesiklere artan bir ilgi
vardir. Bitkilerin tibbi yararlar1 arasindaki antioksidan oOzellikleri, viicuttaki serbest
radikallerin neden oldugu sayisiz oksidatif hasarin 6nlenmesinde veya azaltilmasindaki
rollerinden dolay artan ilgi gérmiistiir (Abiy, 2005).

Bu c¢alismada; Sirvan/Siirt ¢evresinde Andricus quercusramuli, Andricus
quercustozae, Andricus ceconii arilarmin Quercus infectoria ve Quercus brantii L. bitki
tirleri tizerinde olusturdugu gallerin metanol ekstrelerinin enzim inhibisyon ve
antioksidan aktiviteleri arastirilmasi amaglanmistir. Literatiire baktigimizda galler ile
yapilmis bu tarz ¢alismalardaki yiiksek biyolojik aktiviteler dikkat cekmektedir. Se¢mis
oldugumuz tiirler ile ilgili daha 6nce higbir arastirma yapilmamis olmasi ¢alismamizin

0zgiin degerini arttirmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Quercus (Mese) Cinsi
Tiirkiye, sadece tiir zenginliginden degil aym1 zamanda yiliksek genetik
cesitliliginden dolay1 Akdeniz'in en 6nemli bolgelerinden biridir. Bunun nedenleri,
Anadolu'nun ¢ok karmasik jeolojik tarihi, heterojen topografya, ¢esitli iklimler, ¢esitli
fitocografik bolgelerin varligi ve Avrupa ile Asya arasindaki yeri ile agiklanmustir
(Ciplak ve ark., 1993; Avci, 1993; Ciplak, 2003, 2004; Korkmaz ve ark., 2010).
Fagaceac familyasina iiye olan Quercus cinsi diinyada 531 tiirle temsil
edilmektedir. Bu tiirlerin 250’si Amerika, 125’1 Asya, geri kalan1 ise Avrupa, Kuzey
Afrika ve Mikronezya habitatinda yetisir (Govaerts ve Frodin, 1998). Tiirkiye'de yetisen
18 farkli tiirli ve ayrica birgok alttiir ¢cesidi ve melezleri vardir.
Mese tiirleri ahsabin anatomik yapilarina, meyve olgunlasma donemlerine, yaprak ve
kabuklarin 6zelliklerine gére ii¢c ana gruba ayrilir. Bunlar;
» Ak mese
» Kirmizi mese

» Herdem yesil mese

Calismamiza konu olan Quercus infectoria ve Quercus brantii L. iki ¢enekliler
(Dicotyledonae) sinifina Kayingiller (Fagaceae) ailesine ve Meseler (Quercus) cinsine
aittir. Akmeseler grubu i¢inde yer alan Q. infectoria (mazi1 mesesi) i1liman kislarda
yapragini tamamen dokmeyen, 10 metre ylikseklige kadar erisebilen kiigiik agac ya da
cali gorinimiindedir (Sekil 2.1.). Tiirkiye disindaki dogal yayilis alan1 Giiney Avrupa,
Suriye ve iran’dir. Tiirkiye’de yetisen iki alttiiriinden biri olan Quercus infectoria subsp.
infectoria Trakya, Marmara ve Bati Karadeniz Bodlgeleri’'nde yayilis gosterirken;
Quercus infectoria subsp. boissieri alttiirii ise Bati, Giiney, Orta, Dogu ve Giineydogu
Anadolu Bolgeleri’nde yayilis gostermektedir (Mamikoglu, 2011).

Kirmizi Meseler grubu iginde yer alan Q. brantii (Dogu Anadolu mesesi) bazi
kaynaklarda Iran palamut mesesi olarak da adlandirilmaktadir. Kisin yapragimi doken,
genis tepeli, kalin dalli, 10 metre yiikseklige kadar erisebilen bir agactir (Sekil 2.2.).
Iran, Kafkasya, Dogu ve Giineydogu Anadolu’da 350-1700 metre yiikseklikler arasinda
dogal yayilim gosterir. Malatya, Elazig, Siirt, Sanlrfa, Bitlis, Diyarbakir, Mardin,



Hakkari ve Kahramanmaras Iran palamut mesesinin yetistigi illerdir (Mamikoglu, 2011,

Kilig, 2015).

Sekil 2.1. Q. infectoria (Kilig, 2015) Sekil 2.2. Q. brantii (Kilig, 2015)

2.1.2. Gal Nedir?

Gal; olusumu bitki iizerinde viriisler, bakteriler, mantarlar, nematodlar,
eklembacaklilar ve hatta diger bitkiler tarafindan tetiklenen anormal biiylimelerdir. Gal
indiiklemesi, bitki hiicresel mekanizmalarini ele gegirerek tamamen farkli 6zellik ve
fonksiyonlara sahip yeni bitki yapilar1 olusumunu igerir. Bitkilerde gal olusumuna sebep
olan birgok viriis, bakteri (Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi)
mantarlar  (Puccinia, Exobasidium, Ustilago, Pythium, Phytophthora,
Hyaloperonospora, Albugo, Taphrina vs.) ve nematodlar (Meloidogyne spp.)
tanmimlanmuistir (Bhattacharya ve ark., 2010; Uhlikova ve ark., 2016). Ayrica, bocekler
de (esek arisi, tatarcik sinegi, sinekler, yaprak bitleri, akarlar, hagarat bocekleri, asma
biti, aga¢ biti vb.) yumurtalarin1 bitki kisimlarina birakarak gal olusumunu indiiklerler.
Ortaya ¢ikan larvalar bitki pargalariyla beslenir ve gal olusumuna neden olur. Cesitli
formlarda ortaya ¢ikan galler, fitokimyasal olarak normal bitki dokularindan farklidir.
Gal olusumuna neden olan eklembacaklilar, konak bitkinin normal sartlarda

iretmeyecegi bir dizi fitokimyasallarin salgilanmasima sebep olur. Bu ikincil



metabolitlerin, isgalcilere karsi savunma amacli salgilandig1 diigliniilmektedir. Mese,
¢inar, karaagac, sogiit, pongam yagi, agelya, aloe, feslegen ve seftali gal olusumuna
yatkin bitkilerdendir (Martinson ve ark., 2015; Patela ve ark., 2018). Bir¢ok etnobotanik
caligma gallerin ¢esitli hastaliklarin hafifletilmesinde kullanildigini rapor etmektedir.
Mese, fistik, sumak gibi bitkilerin yaygin galleri terdpatik uygulamalarda kullanilir.
Cogu galler diizensiz, ¢omak, kiire, kavisli, kirmizibiber, karnabahar sekillidirler.
Bazilarinin  goriiniisleri ise meyveyi andirdigindan  ‘elma’ olarak  yanlis
isimlendirilmektedir (Patela ve ark., 2018).

Gal olusturan mikroorganizmalar arasinda bocekler 13.000 tiir ile temsil edilip,
afit, tatarcik sinegi, yaprak arisi, mazi arisi tiirlerini igine almaktadir (Shorthouse ve
ark., 2005). Tiim bunlarin arasinda en kompleks gal yapisi tatarcik sinegi ve mese mazi
arilar1 tarafindan olusturulur (Stone ve ark., 2003). Mese mazi arilari Hymenoptera
takimi ve 1400 tiir ile temsil edilen Cnipidae familyasina aittir. Tiirk Cynipidae fauna
calismalar1 ¢ok smirlidir. Bugiline kadar; Alkan (1952), Cynipidae familyasinin bes
cinsinden 24 tiir, Bas (1973), bes cins ve 348 tiir, Kiyak ve Katilmig (2008) 7 cinsinden
30 tiir kaydetmistir. Melika ve ark. (2001), Iran ve Tiirkiye'den yeni bir Cynipidae tiirii
ve Melika ve ark. (2004) Tiirkiye, Yunanistan ve Iran'dan yeni bir tiir bildirmistir.
Tiirkiye'nin Cynipidae faunasinin kontrol listesi Katilmis ve Kiyak (2008) tarafindan
yaymlanmig olup, Tiirkiye'de 81 tiriin varligi belirtilmistir. Kemal ve Kocak (2010)
Van ve ¢evresindeki Cynipidae faunasini incelemisler ve yakin zamanda Mutun ve Ding
(2011) tarafindan yapilan bir arastirmada, Cynipidae faunasina yeni bir Cynipid tiirii
eklenmis ve sayilar1 90'a ¢ikmistir.

Cnipidae familyas1 300 Andricus tiirii, 150 Callirhytis tiirii ve 100 Neuroterus
tiirli ihtiva eder. Andricus cinsi ise Tirkiye’de 21 tiirle temsil edilmektedir (Kiyak ve
ark., 2008). Bu cins, hem konak-bitki kullaniminda hem de gal formunda varyasyon
boyunca gal bolgesinde 6nemli bir ¢esitlilik gostermektedir. Farkli Andricus tiirleri,
yiiksek karakteristik ve kompleks gal yapisini indiikler ve cinsin, esas olarak Quercus
ve Fagaceae familyasindaki ilgili cinsler iizerinde konake1 bitkilerinde ¢ok ¢esitlilik
gosteren galler olusturdugu bilinmektedir (Cook ve ark., 2002).

Calismamiza konu olan Andricus quercustozae ve Andricus cecconii mese
tirlerinden Quercus brantii L. {izerinde; Andricus quercusramuli ise Quercus infectoria
tizerinde gal olusumunu indiiklemektedir.

Gal ekstreleri lizerine yapilan bilimsel arastirmalar, biyoaktif bilesenleri

tanimlayarak, altta yatan biyolojik mekanizmalar1 agiklamistir. Gallerdeki baskin



fitokimyasallar, triterpen, gallik asit, etil gallat, katesin, epikatesin, tanik asit ve
reginedir. Gal dokulari normal bitki dokularindan daha yiiksek oksidatif stresle
karsilagir. Yiksek polifenollerin, antosiyaninlerin, flavonoitlerin ve tanenlerin
iiretilmesi oksidatif stresi gidermek i¢in ¢aba olarak nitelendirilir (Huang ve ark., 2015).

Mese tiirleri yaban arilari tarafindan gal olusumuna yatkin bitkilerdir. Q.
infectoria gallerinin alkolik ekstrelerinin, oral veya topikal uygulamadan sonra in vivo
anti-inflamatuar etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Enflamasyon siirecinde artan
parametrelerin (histamin, serotonin, prostaglandin E2 (PGE2), makrofajlar, notrofiller)
ekstre uygulamasindan sonra azaldigi bildirilmis olup ekstrenin NO ve O, radikallerini
stiptirdiigii ifade edilmistir (Kaur ve ark., 2004).

Q. infectoria gal ekstresinin ise antioksidan aktiviteye sahip oldugu MTT
yontemiyle belirlenmistir. Makrofajlarin ekstre ile inkiibasyonu, hiicreleri oksidatif
strese karsi korumus ve antioksidatif etki, tanik asit ve gallik asit gibi polifenollere
atfedilmistir (Kaur ve ark., 2008).

Mese gallerinin tanenleri halk arasinda kadin saghg: ile ilgili konularda
kullanilir. Q. infectoria’nin metanol ekstresinin hastane enfeksiyonuna sebep olan
Enterococcus faecalis iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu disk diflizyon
yontemiyle belirlenmis olup MIK degerinin 16.6 pg/ml oldugu bildirilmistir (Nagesh ve
ark., 2012).

Q. infectoria galleri dogum enfeksiyonlari, dis agris1 ve dis eti iltihabi
tedavilerinde kullanilir. Galin metanol ve aseton ekstrelerinin agar-kuyucuk difiizyon
yonteminde, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus salivarius ATCC
13419, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 ve Fusobacterium nucleatum ATCC
25586 gibi oral patojenler iizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmis
olup MIK degerleri 0.16 ila 0.63 mg/ml arasinda oldugu ifade edilmistir (Basri ve ark.,
2012).

Durna Dastan ve ark. (2012) bazi mese ve giil tiirlerinin galli ve galsiz
bireylerindeki total protein igerigini arastirmiglardir. Calismalarinda galli bireylerdeki
total protein miktarinin, galsiz bireylere gore anlamli derecede fazla oldugunu
saptamiglardir. Aylara gore protein igerigindeki farkliliklar1 ise mesenin eyliil,
kusburnunun ise agustos ayinda daha fazla protein igerigine Sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Ferreira ve ark. (2014), Clusia lanceolata bitkisinin galli ve galsiz

yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin kimyasal igerigi ve antioksidan aktivitesini



arastirmiglardir. Buna gore galli yapraklarda antiokidan aktivitesinin galsiz yapraklara
gore daha yiiksek oldugu ve yine toplam fenol ve flavonoit icerik agisindan da galli
yapraklarin daha yiiksek degerde oldugu sonucuna ulagmustir.

2.2. Alzheimer Hastalig1 ve Kolinesteraz inhibitorleri

Yaslilarda demansin en yaygin problemi olan Alzheimer hastaligi (AH),
o0grenme ve hafiza, dil becerileri, okuma ve yazma, ¢evre, etkilesim gibi ¢esitli alanlarda
entelektiiel kapasitenin karakteristik olarak bozulmasina neden olan kronik, yavas
ilerleyen norodejeneratif bir hastaliktir. Hastalikta davranigsal rahatsizliklara yol agan
kisilik degisiklikleri yaygindir. Hastalar giinlik yasam aktivitelerini ger¢eklestirme
yeteneklerini kaybeder, daha ileri evrelerde temel biyolojik fonksiyonlarda bozukluk ve
norolojik degisiklikler goriliir (Tariot, 1994). AH, adin1 1906'da Alman bir psikiyatrist
olan Alois Alzheimer'den almistir. Akil hastaligina benzeyen semptomlar gosteren elli
yaslarinda Auguste D adli bir hastanin 6liimiinden sonra yapilan beyin otopsisi,
giintimiizde amiloid plaklar olarak adlandirilan yogun birikintileri ve ndrofibriler
yumaklar (NFT'ler) ad1 verilen biikiilmiis lifleri ortaya ¢ikardi (Mufson ve ark., 2015;
Kuo ve Rajesh, 2017). Alzheimer dernegi raporunda, gelismis iilkelerde 65 yasin
tizerindeki kisilerde hastalik %13'lik bir yayginlik gdstermektedir. Bu yas grubunda
besinci en biiylik 6liim nedenidir. Avrupa'da, tedaviye ihtiya¢ duyan hastalarin tahmini
sayist 7-8 milyon, ABD'de 4-5 milyon ve diinya ¢apinda 24 milyondur. 2020 yilinda
yaslanmaya bagli olarak 42 milyon kisinin bu hastaliktan muzdarip olacagi
beklenmektedir (Leon ve ark., 2013). Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, dniimiizdeki on yil
icinde yaygimligin 2050 yilinda 114 milyon hastaya ulagsmasi beklenmektedir (Folch ve
ark., 2016).

Kolinesteraz inhibitorleri (ChEI) ve Memantin (MEM) semptomlar1 gegici
olarak iyilestiren AH icin onaylanmis ilaglardir. AH tedavisi i¢in su anda dort ilag
mevcuttur: galantamin, rivastigmin, donepezil ve memantin. ilk {icii asetilkolinesteraz
(AChE) inhibitorleridir. Halen, AH'nin tedavisi ve 6nlenmesi ag¢isindan etkili bir tedavi
yoktur. Popiilasyonda AH'nin ylikselmesi géz Oniinde bulunduruldugunda, hastalik
diizenleyici ajanlarin gelistirilmesine acil ihtiya¢ vardir. Tanim geregi bu ajanlar,
hastaligin  patofizyolojisinde meydana gelen kritik olaylar1 inhibe ederek
norodejenerasyonun ilerlemesini azaltan ilaglardir (Aprahamian ve ark., 2013).

AH, beyin bolgelerinde 6grenme, hafiza, davranis ve duygusal tepkilerle ilgili
asetilkolin seviyelerinin azalmasiyla kolinerjik sistem kaybiyla iligkilidir. Noropatolojik

olarak AH, beta-amiloid (Ab) plaklarinin, nérofibril yumaklarin ve bazal 6n beyin



kolinerjik noronlarinin dejenerasyon / atrofisinin varligi ile karakterize edilir (Roberson
ve Harrell, 1997). Bazal 6n beyin kolinerjik hiicrelerinin kaybi, asetilkolinin (ACh)
sinaptik mevcudiyetinde azalma ile sonuglanir ve AH'de bilissel bozulmaya neden olur
(Bartus ve ark., 1982; Dunnett ve Fibiger, 1993). Farkli beyin bolgelerinde Ab birikimi
AH'nin indiiksiyonu i¢in kritiktir ve birikimi serbest radikal olusumu, iltihaplanma,
kalsiyum bozuklugu ve noronal fonksiyon bozukluguna yol agan noronal hiicre zari
hasarini igeren bir dizi biyokimyasal olay ile sonuglanir.

AH yo6netimi i¢in ¢esitli terapotik yaklasimlar, Ab {iretimini veya agregasyonunu
azaltmaya veya ¢ikarilmasini arttirmaya yoneliktir (Hardy ve Selkoe, 2002)

Viicudumuzda asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) olmak
tizere iki tip kolinesteraz vardir. AChE oOncelikle kanda ve sinir sinapslarinda
bulunurken BChE oncelikle karacigerde bulunur. Ikisi arasindaki en biiyiik fark
substratlardir. AChE, asetilkolini (ACh), BChE ise biitirilkolini (BCh) daha hizli
hidrolize eder. BCh, AChE reseptorlerini BChE reseptorlerinden ayirt etmek igin
kullanilan sentetik bir bilesiktir. AH tedavisi i¢in mevcut olan ilaglarin ¢ogu hem
AChE'yi hem de BChE'yi hedef alir, ancak bazilar1 digerlerinden daha segicidir
(Vasconcelos ve ark., 2007). Calismalar, AChE'nin Ab'nin toplanma aktivitesi de dahil
olmak tizere bir¢ok katalitik olmayan eylemden de sorumlu oldugunu gostermistir. Bu
nedenle, AChE inhibisyonunun, beyin bolgelerinde ACh'nin sinaptik mevcudiyetinde
bir artis ve Ab birikiminde azalma nedeniyle AH'min etkili yonetimi i¢in kritik bir hedef
oldugu belgelenmistir. Buna gore, AChE'ye, yani katalitik ve periferik bolgelere cift
baglanma gosteren bilesikler, AHmin etkin yonetimi i¢in yeni terapotik ajanlari temsil
eder (Castro ve Martinez, 2001; Giacobini, 2003; Preet ve ark., 2012). Kognisyonda
onemli olan kolinerjik sinyalleme, AH'da yavag yavas kaybolur, bu nedenle ilk basamak
tedavisi, asetilkolin diizeylerini arttirmak icin asetilkolinesteraz inhibitorleri ile
semptomlari tedavi etmektir (Snezana ve ark., 2018).

Literatiirii inceledigimizde AChE inhibe edici aktivitesi olan ve bununla
baglantili olarak AH gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecek
bir¢ok bitki oldugu rapor edilmistir. Yapilan bu ¢aligmalarin bir kismi Cizelge 2.1.’de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.1. Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesine sahip bitkiler (Mukherjee ve ark., 2007)

Bitkinin ad1 Kullamlan Ekstre cesidi Aktivite (%inhibisyon, Referans
Kisim ve konsantrasyon)
Bacopa monniera Linn. Tiim bitki Etanol 42.9+1.2 (0.1 mg/ml) Das ve ark.  (2002)
. . . Kloroform:
Corydalis solida Linn. Tiim bitki 87.56+1.24 (1 mg/ml) Orhan ve ark. (2004)
metanol(1:1)
o L Kloroform:
Fumaria vaillantii Lois. Tiim bitki 94.2340.47(1 mg/ml) Orhan ve ark. (2004)
metanol(1:1)
Fumaria capreolata Kloroform:
. Tiim bitki 96.89+0.17 (1 mg/ml) Orhan ve ark. (2004)
Linn. metanol(1:1)
Glaucium corniculatum Kloroform:
. Tiim bitki 86.55+0.67 (1 mg/ml) Orhan ve ark. (2004)
(Linn.) J.H.Rudolph. metanol(1:1)
Myricaria elegans
Anten Metanol %74.8 (0.2 mg/ml) Ahmad ve ark. (2003)
Royle
Rhododendron luteum Kloroform:
Tiim bitki 76.3240.58(1mg/ml) Orhan ve ark. (2004)
Sweet. metanol(1:1)
Rhododendron Kloroform:
) ) Tiim bitki 93.03+1.12 (1 mg/ml) Orhan ve ark. (2004)
ponticum Linn. metanol(1:1)
Rhodiola rosea Linn. Hillhouse ve ark.
Tim bitki Metanol 42.00+3.20 (10 g/)
(2004)
Etanol
. L 68.2+15.6 (2.5 mg/ml) Perry ve ark.
Salvia officinalis Linn. Tiim bitki %95 Ugucu
5 52.440.8 (0.1 mg/ml) (1996,2000,2001)
yag
Stephania suberosa Ingkaninan ve ark.
Kok Metanol 91.93£10.80 (0.1mg/ml)
Forman. (2003)
Tabernaemontana .
o Ingkaninan ve ark.
divaricata Kok Metanol 93.50+0.37 (0.1 mg/ml)

2003
(Linn.) R. Br. Ex ( )

2.3. Melanin Pigmenti ve Tirozinaz Enzimi

Cilt ve sa¢ renklenmesi melanin pigmentinden kaynaklanir. Melanin iiretimi,
deri, sa¢ folikiilleri ve retinanin pigment epitelyumunda dagilmis melanositlerde
tirozinaz, tirozinaz iligkili protein (TRP) -1 ve 2 gibi melanojenik enzimler tarafindan
diizenlenir (Hearing, 1999; Costin ve Hearing, 2007).

Melanin 1s1ga karst korunumda o6nemli rol oynar (Riley, 2003). Derideki
melanin, UV absorbe etme yeteneginden dolayr insan cildinin UV’ye Kkarsi
savunmasinda onemlidir (Lukiewicz, 1972; Todd ve ark., 1993; Archambault ve ark.,
1995; Chakraborty ve ark., 1996; Hengshan, 2006). Insan viicudunda melanin iceriginin
asir1 iretimi, epidermiste g¢esitli cilt sorunlarina yol agan hiperpigmentasyona neden
olmaktadir (Ahn, 2006; Unver ve ark., 2006). Buna karsilik, melanin {iretiminin

eksikligi cilt yaslanmasi ve gri saglara neden olur. Deri veya sa¢ pigmentasyon siireci
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deri ylizeyinde keratinositlerin UV ile uyarilmasiyla baslatilir (Yoshida ve ark., 2000).
Ardindan keratinositlerin habercileri (histamin, a-melanositipzilleme hormon (a-MSH)
ve prostaglandin) serbest birakmasiyla haberciler melanosit iizerindeki reseptorlerle
baglanirlar. Melanozomda biyosentez edilen melanin, keratinositlere tasinir ve burada
biriktirilir. Buna paralel olarak, sa¢ pigmentasyonu melanositin digina salinan ve sa¢
matriksinde biriken melanine bagli olarak gelisir. Melanosit, sa¢ kili gdvdesinin
pigmentasyonunu saglamak i¢in sa¢ kokiinde lokalize olur (Slominski ve Paus, 1993;
Slominski ve ark., 2005; Yamauchi ve Mitsunaga, 2016).

Cilt beyazlatma ajanlari, insan cildindeki melaninin fazla birikmesinin neden
oldugu deri hastaliklarinin tedavisinde tercih edilir. Tirozinaz aktivitesini ve
ekspresyonunu inhibe etmek, cilt beyazlatici ajan gelistirme c¢aligmalarinda hedeftir.
Simdiye kadar dogal kaynaklardan cok sayida aktif beyazlatici ajanlar izole edilip
tanimlanmugtir.

Tirozinaz aktivitesi ¢esitli yontemler ile Olgiilebilir (Munoz ve ark., 2006).
Bunlar;

*O-Kuinonlar1 yakalayan ve kromoforik yapilar iireten niikleofilik reaktiflerin
kullanilmas1

*Askorbik asit gibi indirgeyici ajanlar kullanarak, kuinonlarin oksidasyonun
Olclilmesi

*Oksijen tliketiminin 6l¢iilmesi

*Dogrudan o-kuinonlarin veya iirlinlerinin olusumunun 6lgiilmesi

Fenollerin tirozinaz subtrati gibi davranip kinon olusumunu saglayarak
depigmentasyona sebep olabilecegi kesfedildikten sonra bu sistemin antimelanomada
hedef terapdtik strateji olarak irdelenmesine yol agmistir (Riely ve ark., 1975; Morgan
ve ark., 1981; Naish ve ark., 1988; Riely, 1991;).

Kamferol, kersetin ve morin gibi bazi flavonoitler tirozinaza karsi inhibitor
aktivite gosterirken katesin ve ramnetin gibi diger flavonoitler kofaktdr veya substrat
gibi davranirlar (Kim ve Uyama, 2005).

Jung ve ark. (1995) tirozinaz inhibisyon aktivitesine sahip dogal inhibitorleri
tanimlamak adina 129 yenilebilen bitki ile 15 kimyasal bilesigin taramasini
yapmislardir. Test edilen bitkiler arasinda turp tomurcugu, kirmizi hindiba, ¢oban
cantast ve yesil sogan %50 ve alti; Cin turpu, sarimsak, nameko, shiitake, oyster
mantarlari, kirmizibiber ve avokado %350 ve fiizeri tirozinaz inhibisyon aktivitesi

gosterdigi bildirilmistir.
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Sabudak ve ark. (2013) Trifolium echinatum Bieb.’ten izole ettikleri fenolik
bilesiklerin tirozinaz inhibisyon aktivitelerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda pozitif
kontrol olarak kullandiklar1 kojik asit ve L-mimosinden daha yiiksek aktivite elde
ettiklerini bildirmislerdir.

Larik ve ark. (2017) kendilerinin sentezledigi yeni mantar kaynakli tirozinaz
inhibitoriiniin aktivitesini kojik asit ile kiyasladiklarinda carpict oranda yiiksek aktivite
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Yeni sentezlenen bilesigin ICsy degerini 1.586+0.01
mM, Kkojik asitin 1Csq degerini ise 16.051£1.27 mM olarak belirlemislerdir.

Fu ve ark. (2014) Artokarpus communis ekstresinin melanin igerigini diisiirdiigi
ve tirozinaz inhibisyon aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir.

Oh ve ark. (2010) Schisandra chinensis’ten elde ettikleri 1-O-metil-
fruktofuranozun melanin sentezini ve tirozinaz aktivitesini inhibe ettigini ortaya
koymuslardir.

2.4. Ure ve Ureaz Enzimi

Tarihte benzersiz bir role sahip olan iire, Friedrich Wohler tarafindan inorganik
bilesenlerden sentezlenen ilk organik bilesiktir (W&hler, 1828). Ure, protein ve amino
asit katabolizmasinin endojen bir iiriiniidiir. Ornegin, insan idrarinda giinde yaklasik 20
- 35 g iire atilir. Bitkiler icin eksojen bir amonyak kaynagi olan {ire ayrica giibre olarak
biiyiik miktarlarda kullanilir. Bu bilesik hidrolitik olarak stabil olup enzimatik olmayan
hidroliz yar1 omrii 3.6 yildir ve bu basit siirecin mekanizmasi hala tartismalidir
(Krajewska, 2009; Yao ve ark., 2013). Dogada iire, birgok alt tiniteli nikel bagimli
metalloenzim olan lireaz enzimi (iire aminohidrolaz EC3.5.1.5) katalizi ile hidrolize
edilir. Bu tepkime Katalizsiz gerceklesen reaksiyona oranla 1014 kat daha hizh
gerceklesir (Callahan ve ark., 2005; Real-Guerra ve ark., 2013). Kiiresel nitrojen
dongiisiiniin bu en O6nemli enzimi, iireyi amonyak ve daha sonra kendiliginden
karbondioksite doniisecek olan karbamata diiniistiiriir. Ureaz, 1926'da James B. Summer
tarafindan kristalize edilerek saf bir proteinin bir enzim olarak islev gorebilecegi
bildirilen ilk enzimdir (Sumner, 1926).

Bakteriler, mantarlar, mayalar ve bitkiler biiyiime ve gelismeleri i¢in gerekli
olan azot kaynagim temin etmek iizere iireaz sentezlerler. Ureaz ayn1 zamanda gesitli
patojenik bakterilerde bulunan bir viriilans faktoriidiir. Bu nedenle, bir konake1
organizmada kolonilesmede ve dokularda bakteri hiicrelerinin idame edilmesinde esas
olmasi sasirtict degildir. Enzimin aktivitesi, idrarda tas gOriinimii, kateterde bloke,

piyelonefrit, amonyak ensefalopati, hepatik koma ve gastrit gibi ¢esitli sonuglara yol
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acmaktadir (Konieczna ve ark., 2012). En ¢ok calisilan bakteriyel iireazlardan biri,
gastrit ve peptik lilserasyon ve mide kanserine neden olan Helicobacter pylori tireazidir
(Mobley, 2001; Hassan ve Sudomova, 2017).

Ureazin cesitli ve énemli rolleri bu enzimin, genetik, biyokimya ve fizyoloji
alanlarinda diinyanin dort bir yanindaki aragtirmacilarin odak noktast olmasini
desteklemektedir (Maroney ve Ciurli, 2014; Hausinger ve Karplus, 2016; Krajewska,
2016). Ureaz inhibisyonuna dayanan stratejiler, iireaz sentezleyen bakterilerin neden
oldugu hastaliklar1 tedavi etmek ve giibre olarak kullanilan iireden azot kaybini
azaltmak icin timit verici bir ara¢ olarak kabul edilir. Bu nedenle, iireaz inhibitorleri
tizerine yapilan arastirmalarin yakin zamanda artmig olmasi sasirtict degildir (Amtul ve
ark., 2002; Kosikowska ve Berlicki, 2011; Upadhyay, 2012; Macegoniuk, 2013;
Modolo ve ark., 2015).

Bitki ve fungal iireazlari, 90 kDa agirliginda 6zdes alt birimlerin olusturdugu
homo-oligomerik proteinler iken, bakteri iireazlari, farkli molekiiler kiitledeki iki (ab)
veya ii¢ (abc) alt biriminin olusturdugu cesitli komplekslerin multimeridir. Ureaz alt
birimlerinin sayisi, kaynaklarina gore degismektedir. Enzimin yapisinin aydinlatmasi
lizerine yapilan ¢alismalar enzimin alt birimlerinin sayisindaki farkliliga ragmen, nikel
(Il) iyonlarinin yakimindaki aktif merkez yapisinin korundugunu ve ayni katalitik
aktivite mekanizmasini indiikledigini ortaya koymustur (Khan ve ark., 2009; Benini ve
ark., 2013; Mazzei ve ark., 2016).

Ureazin mikrobiyal patojenlerin viriilansindaki énemi gdz oniine alindiginda,
Ozellikle mide ve idrar enfeksiyonlarinin tedavisi icin ilaclarin gelistirilmesinde en
onemli hedeflerden biri oldugu diisiiniilmektedir (Follmer, 2010; Flores Mireles ve ark.,
2015). Simdiye kadar, {ireaz inhibitorleri yalnizca nikel (II) iyonlarinin yakinindaki aktif
merkeze saldiracak veya {ireazlarin substratin1 taklit edecek sekilde tasarlanmistir
(Benini ve ark., 2004; Follmer, 2010; Kosikowska ve Berlicki, 2011). Muazzam ¢aba
gosterilmesine ragmen, idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in antibiyotiklerle birlikte
klinik olarak sadece anti lireaz aktiviteye sahip bir bilesik olan asetohidroksamik asit
(AHA) kullanilmistir (Fishbein ve ark., 1965; Kosikowska ve Berlicki, 2011). Ne yazik
ki bu bilesigin kemik iliginin biyosentezinin inhibisyonu ve yiiksek dozlarda
embriyolarin malformasyonu gibi olumsuz yan etkileri bildirilmistir (Williams ve ark.,
1984). Bu nedenle, antimikrobiyal ajanlar i¢in bir hedef olarak iireazin potansiyeli

heniiz tam olarak arastirilmamastir.
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Bilgin Sokmen ve ark. (2016)’nin, Cystoseiraceae ailesine ait Cystoseira
barbata (Stackhouse) C. agardh (C. barbata) deniz yosununun anti-iireaz ve anti-
elastaz inhibisyon 6zelliklerinin belirlenmesini amagladiklar1 ¢alismalarinda, C. barbata
yosununun elastaz ve lireaz inhibitor aragtirmalari ile ilgili ilk kayit olup, calismada elde
edilen sonuglara gore C. barbata yosununun alternatif bir anti-elastaz ve anti-iireaz
kaynag1 olarak kullanilabilecegini agiklamiglardir.

Nabati ve ark. (2012) Iran’da iireaz aktivitesine kars1 yaygin olarak kullanilan
sifali bitkileri incelemislerdir. Calismanin sonucunda Sambucus ebulus (1Cs0:57 pg/ml)
ve Rheum ribes (1Cs0:92 pg/ml ) bitki ekstrelerinin lireaz enzimi {izerine inhibisyon
etkisi gosterdigini bildirmislerdir.

Shabana ve ark. (2010) Japonya’nin Osaka kentinden toplamis olduklar1 125
cesit bitki ve sebzelerin farkli ¢oziiclilerdeki {ireaz inhibisyonlarini arastirmislar ve bes
ornegin (mas fasulyesi, ananas, tar¢in, avokado kabugu ve guava) %71-100 araliginda
tireaza kars1 yiiksek aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

2.5. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikal, bir atomik yoriingede eslesmemis bir elektron iceren bagimsiz
varliga sahip herhangi bir molekiiler tiir olarak tanimlanabilir. Eslesmemis bir
elektronun varlig1 ¢ogu radikalin sahip oldugu bazi ortak 6zelliklerle sonuglanir. Bir¢cok
radikal kararsiz ve oldukga reaktiftir. Bir molekiile elektron verebilir veya molekiilden
elektron alabilir, bu nedenle oksidan veya indirgeyici gorevi goriirler (Cheeseman ve
Slater, 1993). Bir¢ok hastalik durumunda; oksijen iceren serbest radikallerin ¢ogu
hidroksil radikali, siiperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, singlet (tekli) oksijen,
hipoklorit, nitrik oksit radikali ve peroksinitrit radikalidir. Bunlar DNA, proteinler,
karbonhidratlar ve lipitler gibi 6nemli makro molekiillere zarar veren olduk¢a reaktif
tirlerdir (Young ve Woodside, 2001). Serbest radikallerin 6nemli makro molekiillere
saldirist sonucu hiicre hasar1 ve homeostatik bozulma gelisir. Serbest radikallerin
hedefleri viicuttaki her tiirlii molekiilii i¢erir. Bunlar arasinda lipitler, niikleik asitler ve
proteinler ana hedeflerdir.

ROS ve serbest radikaller, insan viicudundaki normal temel metabolik siireclerde
veya X 1sinlari, ozon, sigara dumani, hava kirleticileri ve endiistriyel kimyasallar gibi
dis kaynaklar sebebiyle tiireyebilirler (Bagchi ve Puri, 1998). Serbest radikal olusumu,
hiicrelerde enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarin bir sonucu olarak stirekli
meydana gelir. Solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin sentezinde ve sitokrom

P-450 sisteminde yer alan enzimatik reaksiyonlar viicutta serbest radikal kaynagi olarak
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bilinmektedir (Liu ve ark., 1999). Asagida serbest radikal iireten bazi igsel ve dissal
kaynaklar siralanmigtir (Ebadi, 2001).

I¢sel Kaynaklar Digsal Kaynaklar

v" Mitokondri v Sigara dumani

v' Ksantin oksidaz v" Cevresel kirleticiler

v" Peroksizomlar v" Radyasyon

v’ lltihap v Baazi ilaglar, pestisitler
v’ Fagositoz v’ Endiistriyel ¢oziiciiler
v' Arsidonat yolaklar v' Ozon

v’ Egzersiz

v Iskemi / reperfiizyon hasar

Serbest radikal reaksiyonlarinin viicutta yasla birlikte biriken progresif olumsuz
degisiklikler iiretmesi beklenir. Yagla ilgili bu “normal” degisiklikler herkes ig¢in
oldukca yaygindir. Bununla birlikte, bu ortak diizende iist iiste binen genetik ve serbest
radikal hasarin1 modiile eden ¢evresel farkliliklar tarafindan etkilenen modellerdir.
Bunlar, belirli yaslarda ortaya ¢ikan, genetik ve gevresel faktorler tarafindan belirlenen
hastaliklar olarak kendini gosterir. Iki ana 6liim nedeni olan kanser ve ateroskleroz
belirgin “serbest radikal” hastaliklaridir. Oksidatif stresin simdi tiim enflamatuar
hastaliklara (artrit, vaskiilit, glomeriilonefrit, lupus eritematdz, yetiskin solunum yolu
hastaliklar1 sendromu), iskemik hastaliklar (kalp hastaliklari, inme, intestinal iskemi),
hemokromatoz, kazanilmis immiin yetmezlik sendromu, afiziye 6nemli bir katki yaptig1
diisiiniilmektedir. Siiper oksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve nitrik oksit
gibi reaktif oksijen ve azot tiirleri ile bunlarin biyolojik metabolitleri kanserojenezde de
onemli bir rol oynar. Serbest radikallerin DNA ile reaksiyonu sonucu zincir kiriklari,
baz modifikasyonu ve DNA protein ¢apraz bag olusumunu igceren DNA hasarina neden
olur. Cok sayida arastirmaci, serbest radikallerin karsinojenez, mutasyon ve

transformasyonda rol oynadigin1 savunmaktadir.
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Mekanik anlamda, bir antioksidan bir hidrojen vericisi veya bir elektron vericisi
olarak tanimlanabilir (MacDonald ve ark., 2006). Termodinamik olarak, bir
antioksidanin etkisi bag enerjilerine ve standart indirgeme potansiyellerine baghdir. Bu
parametreler, belirli bir radikalin belirli bir antioksidan tarafindan sondiiriiliip
sondiiriilemeyecegini diislindiiriir (Becker ve ark., 2004).

Gida endiistrisinde, antioksidan ‘kiiciik miktarlarda, yaglar gibi kolayca
oksitlenebilen = maddelerin  oksidasyonunu 6nemli Ol¢iide Onleyecek veya
geciktirebilecek bir madde’ olarak tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, lipitler okside
olabilecek tek makro molekiil degildir. Biyolojik sistemlerde, DNA ve proteinler de
oksidasyon islemlerine karsi duyarlidir. Sonu¢ olarak, antioksidanlar, diisiik
miktarlarda, oksitlenebilir bir substrat ile karsilagtirildiginda, substratin oksitlenmesini
geciktirebilen veya Onleyebilen molekiiller olarak tanimlanabilir (Becker ve ark., 2004).
Diger bir tanim ile, bir antioksidan, spesifik oksitleyici bir enzimi veya diger
molekiillere zarar veren oksitleme ajanlari ile reaksiyona giren bir maddeyi ifade eder.

Insan viicudu, serbest radikallerin ve diger oksidanlarin zararli etkilerine kars
koyan, dogal enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerine
sahiptir. Serbest radikallere karsi koruma, diyet antioksidanlarinin bolca alinmasiyla
arttirilabilir. Antioksidan igeren yiyeceklerin ve oOzellikle de antioksidan besinlerin
hastaliklarin 6nlenmesinde biiylik 6neme sahip olabilecegini gosteren dnemli kanitlar
vardir. Bununla birlikte, bilim adamlar1 arasinda, tek bir antioksidandan ziyade,
antioksidanlarin bir kombinasyonunun uzun vadede daha etkili olabilecegine dair bir
fikir birligi vardir. Antioksidanlar dejeneratif hastaliklarin baslangicini erteleyerek veya
onleyerek yasam kalitesini iyilestirmede biiyiik yarar saglayabilirler. Ayrica, saglik
hizmeti sunumunun maliyetinde 6nemli bir tasarruf potansiyeline sahiptir.

Antioksidanlarin etki mekanizmalarini agsagidaki sekilde dzetleyebiliriz;

» Lokalize oksijen konsantrasyonlarinin azaltilmasi

A\

Baslatici radikalleri (HO', O;) temizleyerek zincir baslatmay1 6nlemek

> Metal iyonlarma baglanarak; HO iyonlari, Fe,” / Fes” / O, gibi tiirler
tiretmeyecek duruma getirmek

» Peroksitleri, alkoller gibi radikal olmayan iiriinlere dontistiirerek ayristirmak

» Siirekli hidrojen transferini 6nlemek i¢in peroksil ve alkoksil radikalleri gibi ara

radikalleri siipiirerek zincir kirma reaksiyonu
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Zincir kirma antioksidanlar1 genellikle fenoller veya aromatik aminlerdir. ilk ii¢
mekanizma ile hareket eden antioksidanlar “Onleyici antioksidanlar” olarak
adlandirilirken, son iki mekanizma tarafindan etkilenenler “birincil antioksidanlar”
olarak kabul edilir (Deshpande ve ark., 1995).

Lipid oksidasyonu, istenmeyen gida maddeleri ve potansiyel olarak toksik
bilesiklerin olusumu nedeniyle gida endiistrisi i¢in bir Oneme sahiptir. Gida
oksidasyonunu 6nlemenin bir yolu, antioksidanlarin kullanilmasidir. Giiniimiizde gida
endiistrisinde kullanilan sentetik antioksidanlarin birka¢ zararli saglik etkisine sahip
oldugu bulunmustur. Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve biitillenmis hidroksil toluen
(BHT) gibi sentetik antioksidanlarin, laboratuvar hayvanlarinda kanserojen ve karaciger
hasarindan sorumlu olduklari diisiiniilmektedir. Bu degisiklikler kansere, ateroskleroza
ve kardiyovaskiiler hastaliklara katkida bulunur (Braca ve ark., 2002). Bu anlamda,
dogal antioksidanlara, Ozellikle bitki kaynakli antioksidan bilesiklere artan bir ilgi
vardir. Bitkilerin tibbi yararlari arasindaki antioksidan ozellikleri, viicuttaki serbest
radikallerin neden oldugu sayisiz oksidatif hasarin dnlenmesinde veya azaltilmasindaki
rollerinden dolayi artan ilgi gormiistiir (Abiy, 2005).

Bitkiler ¢ok zengin fenolik bilesik kaynagi olarak bilinir. Dogada ¢ogunlukla
glikozitler olarak goriiliirler. Fenoller, fenolik asitler ve flavonoitlerin en 6nemli oldugu
devasa dogal bilesikler grubunu temsil eder. Bitki fenolleri, in vitro antioksidan aktivite
sergiler; zincir kirici, peroksil radikal toplayicilar olarak hareket ederek lipid
peroksidasyonunu inhibe eder. iki bitisik hidroksil grubu olan fenoller demir ve bakir
gibi gecis metali iyonlarmi baglayabilir. Ayrica, fenoller reaktif oksijen tiirlerini
(hidroksil radikalleri, peroksinitrit ve hipoklordz asit) dogrudan sarar. Bazen fenoller,
gecis metali iyonlarini azaltarak pro-oksidan olarak hareket edebilirler (Halliwell ve
Gutteridge, 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal ve Ekstraksiyon Yontemi

Andricus quercusramuli, Andricus quercustozae, Andricus ceconii arilariin
Quercus infectoria ve Quercus brantii L. tiirleri iizerinde olusturdugu gal &rnekleri
Ekim 2016’da Nergizli‘den (Sirvan/Siirt) Entomolog Dr. Erdem SEVEN tarafindan
toplanip teshis edildi. Laboratuvara getirilen 6rnekler (Sekil 3.1.) larva ve bocek

kalintilarindan temizlendikten sonra kurutulup toz haline getirildi.

83

A. quercusramuli A.quercustozae A. cecconii

Sekil 3.1. Gallerin gériiniimii

Ardindan metanol ile masere edilerek (6 kez), evaporatér yardimiyla ¢oziicii

uzaklastirilip ekstreler elde edildi. Her Ornegin kuru agirliklart Cizelge 3.1. de

verilmigtir.
Cizelge 3.1. Gallere ait kuru agirliklar
Gal olusumunu indiikleyen Kuru agirhk
Mese tiirii
ar1 tiirii (9)
Quercus infectoria Andricus quercusramuli 33
Quercus brantii L. Andricus quercustozae 30

Quercus brantii L. Andricus cecconii 11
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3.2. Ekstrelerin Enzim Inhibisyon Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ekstrelerin, asetil ve biitiril kolinesteraz, tirozinaz ve iireaz enzim inhibisyon
aktiviteleri literatiirde belirtilen yontemler kullanilarak belirlendi.
3.2.1. Asetil ve Biitiril Kolinesteraz Enzim inhibisyon Aktivitesi

Asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz inhibisyon aktiviteleri Ellman metodu
olarak (Ellman ve ark., 1961) bilinen spektrofotometrik yontem temel alinarak olgiildii
(Kivrak ve ark., 2009). Enzim olarak asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimleri,
substrat olarak asetil tiyokolin iyodiir ve butiril tiyokolin iyodiir, aktivitenin élgtimii igin
sar1 renkli 5,5- ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), kontrol olarak etanol, pozitif
kontrol olarak ise galantamin kullanildi.

Analiz icin gerekli ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir;

e 0.1 MHPO,4 ¢ozeltisi: 1.56 g H,PO, tartilip 100 ml distile suda ¢ozildii.

e 0.1 MHPO.Z ¢ozeltisi: 3.556 g HPO,? tartilip 200 ml distile suda ¢oziildii.

e 0.1 M pH=8 tampon ¢ézeltisi: 94.7 ml HPO4* ve 5.3 ml H,PO,4 ¢ozeltilerinden
alindiktan sonra 100 ml distile su eklenerek hazirland:.

e 0.1 M pH=7 tampon ¢ézeltisi: 3.9 ml H,PO, ve 6.1 ml HPO,* ¢ozeltilerinden
alinarak 10 ml distile su eklenerek hazirlandi.

e 5,5- ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ¢ozeltisi: 16 mg DTNB 1 ml pH=7
tampon ¢o6zeltisinde ve 7.5 mg NaHCO3; 1 ml pH=7 tampon ¢ozeltisinde
cozildikten sonra iki ¢ozelti karistirildi. Hazirlanan bu ¢ozelti karisimi, 2 ml
pH=7 tampon ¢ozeltisi ile 4 ml’ye tamamlandi. Kullanma asamasinda 4 ml
pH=8 tampon ¢ozeltisi ilave edildi.

e Asetil tiyokolin iyodir (Acl): 32.8 mg Acl alinarak, 8 ml distile su eklendi.
Kullanma agsamasinda 8 ml pH=8 tamponu ile hacmi 16 ml’ye tamamlandi.

e Butiril tiyokolin iyodir (Bcl): 4 mg Bcl alinarak, 8 ml distile su eklendi.
Kullanma agsamasinda 8 ml pH=8 tamponu ile hacmi 16 m1’ye tamamlandi.

o Asetilkolinesteraz (AChE) Enzimleri: 1.17 mg AChE enzimi alinarak 5 ml pH=8
tampon ¢ozeltisinde ¢ozildi ve 1’er ml’lik bes boliime ayrildi. Her biri igin
0.235 mg/ml’lik konsantrasyon saglanmis oldu. Her birinden de, 125 ul’lik
hacimler seklinde 8 esit enzim ¢ozeltileri elde edildi. Her bir 125 ul’lik 6rnekte
0.02925 mg enzim bulunur. 125 pl’lik enzim ¢ozeltisine 460 pl pH=8 tampon
cozeltisi eklendi. 585 ul ¢ozelti 25 pl’lik 23 kiiciik siselere doldurulup ve daha
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sonra kullaniimak tzere derin dondurucuda bekletildi. Stok c¢ozeltiler
kullanilmadan énce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle 2150 ul’ye tamamlandi.

e Biitirilkolinesteraz (BChE) Enzimleri: 1 mg BChE enzimi alinarak 5 ml pH=8
tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 300 pl’lik stoklar olusturulup kiigiik
siselere dolduruldu ve daha sonra kullanilmak tizere derin dondurucuda
bekletildi. Stok c¢ozeltiler kullanilmadan 6nce 1800 upul pH=8 tampon
cozeltisinden eklenerek kullanima hazir hale getirildi.

Yontem:

0.13 ml 8 pH a sahip tampon ¢ozeltisi

0.01 ml 6rnek ve 0.02 ml AChE ( ya da BChE)

ilk okuma gergeklestirilir
sonra 30°C de 15 dk inkiibasyondan

0.02 mI DTNB ve 0.02 ml Acl (ya da Bcl)

\l/ 30°C de 10 dk inkiibasyon

412 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma

Antikolinesteraz aktivitesi, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplandi:
%I = (Axontrol — Asmek! Akontror) X100

3.2.2. Tirozinaz Enzim Inhibisyon Aktivitesi

Tirozinaz inhibitorleri genel olarak tirozin gibi bir monofenolik substrat
varliginda veya L-dopa gibi bir difenolik substrat varliginda incelenir ve inhibisyon
aktivitesi dopakrom olusumuna dayanarak degerlendirilir.

Tirozinaz enzim inhibisyon aktiviteleri Hearing metodu olarak (Hearing, 1987)
bilinen spektrofotometrik yontem temel alinarak 6l¢iildii. Pozitif kontol olarak kojik asit
kullanildi.
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Analiz icin gerekli ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir;

e Tirozinaz enzimi: 1mg enzim 250 ul’de (ph=6,8 tamponu) ¢oziiliir. 50 pl’lik
porsiyonlara ayrilarak kullanilacagi zaman 2000-3000 pl araliginda uygun
seyreltme yapilir.

e L-dopa: 8.4 mg DOPA 5ml distile suda ¢oziiliir.

Yontem:

150 pl tampon (pH=6.8)

10 ul 6rnek/ kontrol (4000 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden)

20 pl enzim

3 dk karigtirilir ve ilk okuma yapilir,
10 dk 37 C de inkiibasyon

20 ul L-Dopa

\L 10 dk 37 C de inkiibasyon

475 nm de spektrofotometrede okuma

3.2.3. Ureaz Enzim Inhibisyon Aktivitesi

Ureaz inhibisyon aktivitesini belirlemek igin Mobley’in metodu kullanild:
(Mobley ve Hausinger, 1989). Ureaz enzim inhibisyon aktivitesi icin, ekstreler iireaz
enzimi ile etkilestirildikten sonra substrat olarak iire kullanildi ve reaksiyon sonucunda
olusan amonyak spektroskopik olarak belirlendi. Pozitif kontrol olarak tiyotire
kullanildi.

Analiz icin gerekli ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir;

e 0.01 M Fosfat tamponu (pH=8.2): 0.01 M NaH,PO, ve 0.01 M Na,HPO,

tampon ¢ozeltileri uygun oranlarda karistirilarak pH 8.2°ye ayarlanir.

e Ureaz enzimi: 1mg iireaz enzimi 1 ml tampon ¢ozeltide ¢dziiliir. 50 pl’lik
porsiyonlara ayrilarak kullanilacagi zaman 2000-3000 pl aralifinda uygun

seyreltme yapilir.
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e Substrat: Substrat olarak 0.1 M iire ¢ozeltisi (pH= 8.2 fosfat tamponunda)
kullanilir.

e Fenol reaktifi:
%1°lik fenol reaktifi i¢in; 200 mg fenol tartilarak 10 ml distile suda ¢oziiliir ve %2’lik
fenol reaktifi elde edilmis olur. Sonraki seyreltmelerle son konsantrasyon %1 ‘lik
olacaktir.
%0.005’1lik sodyum nitroprussid i¢in; 1 mg sodyum nitroprussid tartilarak 10 ml distile
suda ¢ozilir ve %0.01°lik ¢ozelti elde edilmis olur. Sonraki seyreltmelerle son
konsantrasyon %1 ‘lik olacaktir.
Hazirlanan iki ¢6zelti bire bir (1:1) oraninda karistirilir.

o Alkali reaktifi:
%0.5 NaOH i¢in; 100 mg NaOH tartilarak 10 ml suda ¢oziiliir.
%0.1 NaOCl i¢in; %10’luk NaOCl’den 0.1105 ml alinarak 10 ml distile suya eklenir.

Hazirlanan iki ¢ozelti bire bir (1:1) oraninda karistirilir.

Yontem:

10 pl 6rnek (4000 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden)

!

25 uliireaz (pH 8.2 fosfat tamponunda)

l

50 pl iire (substrat pH=8.2 fosfat tamponunda)

l

Ik okuma

15 dk 30°C de inkiibasyon

45 ul fenol reaktifi

70 pl alkali reaktifi

20 dk 30°C’de inkiibasyon

630 nm’de kinetik okuma
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3.3. Ekstrelerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi
Ekstrelerin antioksidan aktivitelerini belirlemek igin DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi yontemi, ABTS yontemi (katyon radikali giderim aktivitesi) ve
CUPRAC yontemi (bakir (IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) olmak tizere ii¢
farkli yontem calisilmistir. Ayrica ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit igerikleri
uygun yontemlerle belirlenmistir.
3.3.1. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Flavonoit Iceriginin Belirlenmesi
Ekstrelerin icerdigi toplam fenolik madde miktarini tayin etmek icin Folin-
Ciocalteu Fenol reaktifi (FCR) kullanilarak gallik asite esdeger olarak belirlendi
(Slinkard ve Singleton, 1977).
Analiz icin gerekli ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir;
o % 2’lik Sodyum karbonat ¢ozeltisi: 2 g Na,COs, son hacim 100 ml olacak
sekilde distile suda ¢oziildii.
e Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSO,):
Satin alindig: sekilde kullanildi.
e Gallik asit ¢ozeltisi: Belli miktarda gallik asit tartilarak etanolde ¢6ziiliip

konsantrasyonu 100 pg/ml’ye ayarlanmistir.

Yontem:

Farkli hacimlerde alinan gallik asit ¢ozeltisi/ekstre

|

Distile su ile hacim 4.7 m1’ye tamamlanir

|

0.1 ml FCR

\L 3 dk sonra

0.3 ml Na,CO3 ¢ozeltisi
\l/ 2 saat sonra

760 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma

Analiz sonrasinda gallik asite ait absorbans degerleri kullanilarak asagidaki
standart gallik asit egrisi ¢izildi. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 egriden elde

edilen denklemden yararlanilarak belirlendi.
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Absorbans= 0.0356 gallik asit (ug) - 0.0047 (R*=0.997)
0,3

0,25 /
0,2

0,15

0,1

Absorbans (760 nm)

Konsantrasyon (pg/ml)
Sekil 3.2. Gallik asit 6l¢ii grafigi

Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlari kersetine esdeger olarak aliminyum
nitrat yontemi ile belirlendi (Moreno ve ark., 2000).
Analiz icin gerekli ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir;

e 9% 107 luk Aliiminyum nitrat ¢ozeltisi: 17.6 g AI(NOz)3.9H,0 100 ml’lik balon
jojeye koyuldu ve bir miktar distile su ile ¢oziildii. Céziinme tamamlandiktan
sonra distile su ile hacmine tamamland.

e 1 M Potasyum asetat ¢ozeltisi: 9.6150 g CH3COOK 100 ml’lik balon jojeye
koyuldu ve bir miktar distile su ile ¢6ziildii. Coziinme tamamlandiktan sonra
distile su ile hacmine tamamlandi.

o Kersetin ¢ozeltisi: 25.8 mg kersetin 25 ml etil alkolde ¢oziilerek 1000 pg/ml ’lik
konsantrasyonda kersetin ¢ozeltisi hazirland.

Yontem:

Farkli hacimlerde alinan kersetin ¢ozeltisi/ekstre

\

%80’lik etanol ile hacim 4800 pl’ye tamamlanir

100 ul 1 M potasyum asetat ¢ozeltisi
\l/ 1 dk sonra

100 pl %10’luk Aliiminyum nitrat ¢ézeltisi
| 40dksonra

415 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma
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Analiz sonrasinda kersetine ait absorbans degerleri kullanilarak asagidaki
standart kersetin egrisi ¢izildi. Ekstrelerin toplam flavonoit madde miktar1 egriden elde
edilen denklemden yararlanilarak belirlendi.

Absorbans= 0.0619 kersetin (ng) - 0.0043
(R?=0.9991)

14

1,2

0,6

0,4

Absorbans (415 nm)

0,2

5 10 15 20 25

-0,2

Konsantrasyon (pug/ml)
Sekil 3.3. Kersetin 6l¢ii grafigi

3.3.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yéntemi
DPPH yo6ntemi antioksidan bilesiklerinin kararli bir serbest radikal olan DPPH
radikalini tutuculugunun Ool¢iilmesine dayanmaktadir. DPPH radikalinin maksimum
absorbans yaptigt 515 nm’deki absorbans degerleri UV  goriiniir bolge
spektrofotometresi kullanilarak oOl¢iilmiistiir. DPPH radikalinin belirli bir dalga
boyundaki absorbans degerlerindeki diisiis miktarlarinin antioksidan kapasitesi ile dogru
orantili olmasindan yola c¢ikilarak toplam antioksidan kapasitesi hesaplanmigtir.
Absorbans degerindeki diisiisle paralel olarak ¢dzelti rengi koyu mor renkten sar1 renge
donmektedir. Yontem diisiik maliyetli, kolay uygulanabilir ve toplam antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir yontemdir.
DPPH serbest radikal giderim aktivitesini belirlemede Blois’in (1958)
gelistirdigi yontem kullanildi.
Analiz i¢in gerekli ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir;
e 0.1 mM DPPH ¢ozeltisi: 4 mg DPPH tartilarak 100 ml metanolde ¢oziildii.
e BHT (2,6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen) ¢ozeltisi: 10 mg BHT 10 ml etanol iginde
¢oziilerek 1000 pug/ml ’lik BHT ¢ozeltisi hazirlandi.
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e BHA (2- t-bitil-4-hidroksianisol) cozeltisi: 10 mg BHA 10 ml distile suda
¢oziilerek 1000 ug/ml ’lik BHA ¢ozeltisi hazirlandi.

e AA (Askorbik asit) ¢ozeltisi: 10 mg askorbik asit 10 ml distile suda ¢oziilerek
1000 pg/ml ’lik askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Yontem:

1 ml farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre/pozitif kontrol

|

4 ml DPPH ¢ozeltisi

\l/ 30 dk karanlikta bekletilir
517 nm dalga boyunda spektrototometrik okuma yapilir

Ayni islem pozitif kontrol olarak kullanilan BHT, BHA ve askorbik asit icin de
uygulandi. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine yerlestirilerek
inhibisyon yiizdesi (%Il) hesaplandi.

%Inhibisyon = (Axontrol — Asmek! Akontrol) X100
Axontrol -kontrol tiipiintin (test bilesikleri disinda tim reaktifleri igeren tiip) absorbans
degerini, Asmek 15€ her bir konsantrasyon icin hazirlanan tiipiin absorbans degerini ifade
etmektedir.
3.3.3. ABTS Katyon Radikal Giderim Aktivitesi Yontemi

Kromojenik bir redoks radikali olan ABTS [2,2'-azinobis(3- etilbenzotiyazolin
6-siilfonat)] ayn1 zamanda kararli bir radikaldir. ABTS hem suda hem organik
¢oziiclilerde ¢oziindiiginden hem hidrofilik hem de hidrofobik antioksidan aktivite
tayininde kulanilabilir bir renk giderimi yontemidir. Orijinal yontemde ABTS radikal
katyonu, H,O; ile metilmiyoglobinin reaksiyona girmesiyle olusan ferrilmiyoglobin ile
ABTS arasindaki etkilesimden olusmaktadir (Rice Evans ve Miller, 1984). ABTS™
radikal ¢o6zeltisi mavi-yesil renklidir ve karakteristik absorbsiyon spektrumu 414, 645,
734 ve 815 nm’de maksimum absorbans vermektedir (Re ve ark., 1999).

Ekstrelerin  ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlenir (Re ve ark., 1999).

Analiz i¢in gerekli ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir;
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7 mM ABTS katyon radikali: 19.2 mg ABTS tartilarak 5 ml suda ¢6ziildii.

Uzerine toz halinde 3.3 mg potasyum peroksi disiilfat (K»S,0g) eklenip

karistirlldi. Karanlikta oda sicaklhiginda 12-16 saat beklendi. Bekleme siiresi

sonunda ¢ozelti kullanilmaya baslamadan 6nce 734 nm’de absorbans degeri

~0.70 olacak sekilde seyreltildi.

e BHT (2,6-di-t-bstil-1-hidroksitoluen) ¢ozeltisi: 10 mg BHT 10 ml etanol igide
¢oziilerek 1000 pug/ml ’lik BHT ¢ozeltisi hazirlandi.

e BHA (2- t-bstil-4-hidroksianisol) ¢ozeltisi: 10 mg BHA 10 ml distile suda
¢oziilerek 1000 pg/ml ’lik BHA ¢ozeltisi hazirlandi.

e (AA) Askorbik asit ¢ozeltisi: 10 mg askorbik asit 10 ml distile suda ¢6ziilerek

1000 pg/ml ’lik askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Yontem:
1 ml farkli konsantrasyonlardaki ekstre/pozitif kontrol
4 ml ABTS
\L 30 dk karanlikta bekletilir

734 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma

Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars: degerlendirildi. ABTS katyon

radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesapland:.
% Inhibisyon = (Axontrol — Asmek) / Akontrot X 100

Her bir 6rnekten ti¢ paralel calisma yapildi. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA ve
askorbik asit kullanild:.
3.3.4. CUPRAC Yéntemi (Bakir (IT) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi)

Apak ve calisma arkadaglan tarafindan kromojenik bir yiikseltgen olan Cu(II)-
neokuproin (Nc) reaktifi kullanilarak, plazma antioksidanlari, flavonoitler, gida
polifenolleri, C vitamini ve E vitamini i¢in basit, genis alanda uygulanabilen bir
antioksidan kapasite tayin yontemi gelistirilmistir. Bu reaktif, kararli, ucuz, kolay
ulagilabilen, hidrofilik ve lipofilik antioksidanlara cevap verebilen bir reaktiftir. Toplam
antioksidan kapasite (TAC) tayininde kullanilan bu yontem diinya literatiirtine CUPric
Reducing Antioxidant Capacity: CUPRAC (bakir(Il) iyonu indirgeme antioksidan
kapasite) adiyla 2004 yilinda kazandirilmigtir. Uygun konumlanmig fenolik hidroksiller,
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CUPRAC redoks reaksiyonu ile tekabiil eden kinon yapilarina doniisiir ve bu redoks

reaksiyonu sonucunda olusan Cu(I)-Nc kelati, 450 nm’de maksimum absorbans verir.

Olusan renk, metal—ligand yoniinde bir yiik aktariminin sonucudur (Apak ve ark.,

2004).

Analiz i¢in gerekli ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir;

Bak:r (I1) Klorzr dihidrat ¢ozeltisi:42.62 mg CuCl,.2H,0 tartilarak 25 ml
suda ¢ozildi.

Amonyum asetat tamponunu: 1.927 g NH4OAc tartilarak 25 ml suda
¢ozildi, pH= 7’ye ayarlandi.

Neokuproin ¢ozeltisi: 76.6 mg neokuproin tartilarak 50 ml %9611k etanolde
¢ozildi.

BHT (2,6-di-t-buitil-1-hidroksitoluen) ¢ozeltisi: 10 mg BHT 10 ml etanolde
¢oziilerek 1000 png/ml ’lik BHT ¢ozeltisi hazirlandi.

BHA (2- t-buitil-4-hidroksianisol) ¢ézeltisi: 10 mg BHA 10 ml distile suda
¢oziilerek 1000 pg/ml ’lik BHA ¢o6zeltisi hazirlandi.

(AA) Askorbik asit ¢ozeltisi: 10 mg askorbik asit 10 ml distile suda ¢oziilerek
1000 pg/ml ’lik askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi.

Yontem:

1 ml CuCl,

y

1 ml Neokuprin

y

1 ml NH,CH3COO

\

1 ml farkl konsantrasyonlarda hazirlanan ekstre/pozitif kontrol

\l/ 1 saat beklenir

450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma

Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. Her bir 6rnekten

tic paralel caligma yapildi. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA ve AA kullanild.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon Yontem Bulgular:
Cizelge 4.1.’de gallerden elde edilen ekstre miktar1 ve ylizde verim orani sunulmustur.
Buna gore; A. quercustozae galinden %11.56, A. cecconii galinden %5.66, A.

quercusramuli galinden %5.20 oraninda verim elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Gallere ait kuru agirlik, ekstre miktarlar1 ve ylizde verim sonuglari

Gal olusumunu Kuru agirhk Elde edilen % Verim
indiikleyen ar1 tiirii (9) ekstre miktari (g)

A. quercusramuli 33 1.7162 5.20
A.quercustozae 30 3.47 11.56
A. cecconii 11 0.6234 5.66

4.2. Enzim Inhibisyon Aktivitesi Bulgular
4.2.1. Asetil ve Biitiril Kolinesteraz Enzim inhibisyonu Bulgulari

Cizelge 4.2. gal ekstreleri ve pozitif kontroliin asetil ve biitiril kolinesteraz
enzim inhibisyonlarimi1 ifade etmektedir. Ekstrelerin asetil kolinesteraz enzim
inhibisyonunda aktivite gostermezken, biitiril kolinesteraz enzim inhibisyonunda
aktivite gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek aktiviteyi %31.334+1.25 inhibisyon orani ile
A. quercustozae gal ekstresi gostermistir. A. quercusramuli ve A. cecconii gal ekstreleri
strasiyla %7.42+0.26 ve %8.58+0.52 inhibisyon oraniyla diisiik aktivite gostermistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan galantamin ise AChE inhibisyonunda %82.85 + 0.21,
BChE inhibisyonunda %81.33+1.04 oraninda aktivite gostermistir.

Cizelge 4.2. Gal ekstreleri ve pozitif kontroliin asetil ve biitiril kolinesteraz enzim inhibisyonu sonuglar1®

o Ornekler AChE BChE
Bitkiler (%Inhibisyon) (%Inhibisyon)
Q. infectoria A.quercusramull Aktif degil 7 424026

gal ektresi
Q. brantii L. A.quercustozae o g
gal ektresi Aktif degil 31.33+1.25
Q. brantii L. A cecconi Aktif degil R 580,50
gal ektresi
Galantamin 82.85+0.21 81.33+1.04

a:Konsantrasyonlar 200 pg/ml’dir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4.2.2. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu Bulgular

Cizelge 4.3. gal ekstreleri ve pozitif kontroliin tirozinaz enzim inhibisyonlarini
ifade etmektedir. En yiiksek aktiviteyi %61.16+0.72 inhibisyon oram1 ile A.
quercustozae gal ekstresi gostermistir. A. quercusramuli ve A. cecconii gal ekstreleri
sirastyla %51.784+0.61 ve %55.86+0.28 inhibisyon oraniyla yakin aktivite gostermistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan  kojik asitin tirozinaz enzim inhibisyonunun

%95.0540.37 oraninda oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Gal ekstreleri ve pozitif kontroliin tirozinaz enzim inhibisyonu sonuglar1®
_

Bitkiler Ornekler Tirozinaz (%Iinhibisyon)
Q. infectoria A quercusramull 51.7840.61
gal ekstresi
Q. brantii L. A. quercustozae
gal ekstresi 61.1620.72
Q. brantii L. A. cecconil 55 8640 28
gal ekstresi
Kojik asit 95.05+0.37

a: Konsantrasyonlar 200 pg/ml’dir. Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

4.2.3. Ureaz Enzim Inhibisyonu Bulgular

Cizelge 4.4.°de gal ekstrelerinin tiireaz inhibisyon aktivitesi sonuglar
degerlendirildiginde A. quercustozae gal ekstresinin %40.98+1.41 oraninda aktivite
gosterdigi, A. quercusramuli ve A. cecconii gal ekstrelerinin ise aktivite gostermedigi
sonucuna ulasilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan tiyoiirenin {ireaz enzim

inhibisyonu %98.37+0.40 oraninda oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Gal ekstreleri ve pozitif kontroliin {ireaz enzim inhibisyonu sonuclar1®

Bitkiler Ornekler Ureaz (%Inhibisyon)
Q. infectoria A quercusramull Aktif deil
gal ekstresi
Q. brantii L. A. quercustozae
gal ekstresi 40.98+1.41
Q. brantii L. A cecconii Aktif degil
gal ekstresi
Tiyotire 98.37+0.40

a. Konsantrasyolar 200 pg/ml’dir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4.3. Antioksidan Aktivite Bulgular
4.3.1. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoeit Miktar Tayini Bulgulari
Cizelge 4.5. gal ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoit i¢erik sonuglarini ifade
edilmektedir. Tiim ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla
gallik asit ve kersetine esdeger olarak belirlenmistir. Buna gore;
e 1 mg A. quercusramuli gal ekstresindeki gallik asite esdeger toplam
fenolik madde miktarinin 51.54+ 0.13 g, kersetine esdeger toplam

flavonoit miktarinin ise 12.08+ 0.03 pg oldugu,

e 1 mg A. quercustozae gal ekstresindeki gallik asite esdeger toplam
fenolik madde miktarinin 438.24+ 0.86 pg, kersetine esdeger toplam
flavonoit miktarinin ise 49.24+ 0.69 pg oldugu,

e 1 mg A. cecconii gal ekstresindeki gallik asite esdeger toplam fenolik
madde miktarinin 176.54 + 0.87 pg, kersetine esdeger toplam flavonoit
miktarinin ise 22.85 + 0.64 pg oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Toplam fenolik ve flavonoit ierik sonuglari®

Bitkiler Ornekler Fenolik icerik . Flavonoit icerik
(ngGAs/mg ekstre) (ngQEs/mg ekstre)°
Q. infectoria A. quercusramuli 51.54+0.13 12.08+ 0.03
gal ekstresi
Q. brantii L. A. quercustozae 438.24+ 0.86 49.24+ 0.69
gal ekstresi
Q. brantii L. A. cecconii 176.54 + 0.87 22.85+0.64
gal ekstresi

a: Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
b: Gallik asite esdeger fenolik icerik (y=0.0356x-0.0047 R*=0.997)
c: Kersetine esdeger flavonoit igerik (y=0.0619x-0.0043 R?=0.9991)

4.3.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi Bulgular:

Cizelge 4.6. gal ekstreleri ve pozitif kontrollerin DPPH serbest radikali giderim
aktivitesi yontemiyle belirlenen antioksidan aktivite sonuglarini igermektedir. Gal
ekstreleri ve pozitif kontrollerin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi farkli

konsantrasyonlarda belirlendi. Bunlar;
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e A.quercusramuli igin, 10 farkli konsantrasyon (5, 10, 20, 50, 100, 300, 500, 600,
800, 1000 pg/ml),

e A.quercustozae i¢in, 7 farkli konsantrasyon (1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 ug/ml),
e A.cecconii i¢in, 6 farkli konsantrasyon (5, 10, 20, 30, 40, 50 ug/ml).

e BHT i¢in, 7 farkli konsantrasyon (5, 10, 20, 50, 100, 200, 1000 ug/ml),
e BHA ig¢in, 6 farkli konsantrasyon (2, 5, 10, 20, 50, 100 ug/ml),

e AA igin, 4 farkli konsantrasyon (2, 5, 10, 20 pg/ml).

A.quercusramuli’nin gal ekstresi 1000 pg/ml konsantrasyonda %91.40+0.01
inhibisyon, A.quercustozae’nin gal ekstresi 20 ug/ml konsantrasyonda %97.03+0
inhibisyon, A.cecconii’nin gal ekstresi 50 pg/ml konsantrasyonda %90.23+0.08
inhibisyon degerleriyle en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

BHT 1000 pg/ml konsantrasyonda %52.95+0.02 inhibisyon, BHA 100 pg/mi
konsantrasyonda %95.40+0.8 inhibisyon, AA ise 20 ug/ml konsantrasyonda
%96.1340.03 inhibisyon degerleriyle en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

Tim gal ekstreleri pozitif kontrol olarak kullanilan BHT’den daha yiiksek
aktivite gostermistir. Gal ekstreleri kendi aralarinda siralandiginda aktivite siralamasinin
A.quercustozae >A.cecconii >A.quercusramuli seklinde oldugu goriilmektedir. En
yiiksek aktiviteyi 20 ug/ml konsantrasyonda A.quercustozae galinin gosterdigi (%97.03)
ve ayni konsantrasyondaki AA’dan (%96.13) daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Ekstre ve pozitif kontroller arasinda ayni1 konsantrasyon baz alinarak aktivite
siralamas1 yapacak olursak 20 pg/ml konsantrasyonda A.quercusramuli — galinin
%29.2240.02, A.quercustozae galinin %97.03+0, A.cecconii galinin %46.17+0.01,
BHT’nin %4.90+0.02+0, BHA’'nin  %382.64+0.03, AA’nin ise %96.13+0.03 oraninda
inhibisyona sahip oldugu goriilmektedir. Bu bulgular 1s18inda ekstre ve pozitif kontrol
aktivite siralamasi A.quercustozae >AA >BHA >A.cecconii >A.quercusramuli >BHT

seklindedir.
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A.quercusramuli %l A.quercustozae %l A.cecconii %I BHT %l BHA %l AA %l

5 pg/ml 18.05+0.02 1 pg/ml 9.77+0.02 5 pg/ml 3.05£0.04  5pg/ml 1.70+0 2pg/ml 14.90£0.05 2pg/ml  31.66+0.02

10 pg/ml 23.49+0.02 2 pg/ml 23.94+0.02 10pg/ml  16.83£0.02 10pg/ml  2.40£0.01  S5Spg/ml  50.03£0.01 5 pg/ml 42.83+0

20 pg/ml 29.22+0.02 3 ng/ml 32.30+0.02 20 pg/ml 46.17+0.01 20 pg/ml 4.90+0.02 10 pg/ml  70.28+0.01 10 68.19+0.09
pg/ml

50 pg/ml 38.68+0 4 pg/ml 37.30+0 30 pg/ml 61.93+0 50 pg/ml 12910 20 pg/ml  82.64+0.03 20 96.13+0.03
pg/ml

100 pg/ml 45.55+0.04 5 pg/ml 55.48+0 40 pg/ml 78.30+0 100 pg/ml  26.42+0.01 50 pg/ml  94.35+0.01

300 pg/ml 59.10+0.02 10 pg/ml 92.46+0 50 pg/ml 90.23£0.08 200 pg/ml  48.94+0.02 100 pg/ml  95.40+0.8

500 pg/ml 85.07+0.01 20 pg/ml 97.030 1000 52.95+0.02

pg/ml

600 pg/ml 88.95+0

800 pg/ml 89.38+0

1000 pg/ml 91.40+0.01

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4.3.3. ABTS Yontemi (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi) Bulgularn

Cizelge 4.7. gal ekstreleri ve pozitif kontrollerin katyon radikali giderim
aktivitesi yontemiyle belirlenen antioksidan aktivite sonuglarini belirtir. Gal ekstreleri
ve pozitif kontrollerin katyon radikali giderim aktivitesi yontemine gore antioksidan
aktiviteleri farkl1 konsantrasyonlarda belirlendi. Bunlar;

e A.quercusramuli i¢in, 9 farkli konsantrasyon (2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100
pg/ml),

e A.quercustozae icin, 8 farkli konsantrasyon (0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1, 1.5, 2, 2.5
pg/ml),

e A.cecconii i¢in, 8 farkli konsantrasyon (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 25 ug/ml).
e BHT i¢in, 6 farkli konsantrasyon (1, 2, 3, 5, 10, 20 pg/ml),

e BHA ig¢in, 8 farkli konsantrasyon (5,10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 pg/ml),
e AA ig¢in, 4 farkl konsantrasyon (1, 2, 3, 4 pg/ml).

A.quercusramuli’nin gal ekstresi 100 pg/ml konsantrasyonda %97.22+0
inhibisyon, A.quercustozae’nin gal ekstresi 2.5 pg/ml konsantrasyonda %98.66+0.9
inhibisyon, A.cecconii’nin gal ekstresi 25 ug/ml konsantrasyonda %97.75+0.04
inhibisyon degerleriyle en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

BHT 20 pg/ml konsantrasyonda %95.32+0.07 inhibisyon, BHA 100 pg/ml
konsantrasyonda %95.72+0.09 inhibisyon, AA 4 pg/ml konsantrasyonda %99.30+.0.3
inhibisyon degerleriyle en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

Tiim gal ekstreleri pozitif kontrol olarak kullanilan BHA’dan daha iyi aktivite
gostermistir. Gal ekstreleri kendi aralarinda siralandiginda ise aktivite siralamasi
A.quercustozae >A.cecconii >A4.quercusramuli seklindedir. A.quercustozae gal ekstresi
tim pozitif kontrollerden daha yiiksek aktiviteyi gostermistir. 100 pg/ml
konsantrasyonunda A.quercusramuli gal ekstresinin gosterdigi etkinin (%97.22+0), ayni
konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan BHA’dan (%95.72+0.09) daha yiiksek
ve yine bu yontemde 25 pg/ml konsantrasyonunda A.cecconii gal ekstresinin gosterdigi
etkinin (%97.75+0.04), ayn1 konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan BHT den
(%95.32+0.07) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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A.quercusramuli %l A.quercustozae %l A.cecconii %l BHT %l BHA %l AA %l
2 pg/ml 3.32+0.05 0.1 pg/ml 11.33+0.08 0.5 pg/ml 5.92+0.05 1 pg/ml 17.25£0.01 5 pg/ml 6.49+0.09 1 pg/ml 27.28+0.08
5 pg/ml 13.81+0.04 0.3 pg/ml 19.09+0.05 1 pg/ml 12.14+0.02 2 ng/ml 40.34+0.04 10 pg/ml  7.23+0.01 2 ng/ml 50.56+0.01
10 pg/ml 18.67+0.02 0.5 pg/ml 38.01+0.3 2 pg/ml 25.33+0.1 3 pg/ml 67.74+0.02 20 pg/ml  15.14+0.04 3 pg/ml 77.94+0.06
20 pg/ml 30.12+0.02 0.7 ng/ml 41.49+0 3 pg/ml 30.04+0 5 pg/ml 86.79+0.02 30 pg/ml  21.18+0.03 4 pg/ml 99.30+.0.3
30 pg/ml 44.5+0.09 1 pg/ml 55.79+0.6 4 pg/ml 38.82+0.4 10 pg/ml 90.47+0.03 40 pg/ml 37.81+0
40 pg/ml 61.25+0.01 1.5 pg/ml 77.76+0.7 5 pg/ml 52.02+0.08 25 pg/ml  95.32+0.07 50 pg/ml  51.70+0.03
50 pg/ml 65.02+0.01 2 ng/ml 86+0.3 10 pg/ml 90.74+0.6 75 png/ml  91.51+0.05
75 pg/ml 85.74+0 2.5 pg/ml 98.66+0.9 25 ng/ml  97.75+0.04 100 95.72+0.09
pg/ml
100 pg/ml 97.22+0

Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.
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4.3.4. CUPRAC Yéntemi (Bakir (IT) iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi)
Bulgular:

Cizelge 4.8. gal ekstreleri ve pozitif kontrollerin CUPRAC yontemiyle
belirlenen antioksidan aktivite sonuc¢larini belirtir. Gal ekstreleri ve pozitif kontrollerin
bakir(IT) iyonu indirgeme antioksidan aktiviteleri farkli konsantrasyonlarda belirlendi.
Bunlar;

e A.quercusramuli i¢in, 8 farkli konsantrasyon (10, 20, 50, 75, 100, 150, 200, 250
pg/ml),

e A.quercustozae i¢in, 9 farkli konsantrasyon (1, 2, 3,4, 6,7, 8,9, 10 pg/ml),

e A.cecconii i¢in, 10 farkli konsantrasyon (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50
ug/ml).

e BHT i¢in, 10 farkli konsantrasyon (1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 ug/ml),

e BHA i¢in, 9 farkli konsantrasyon (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 pg/ml),

e AA ig¢in, 6 farkl konsantrasyon (2, 5, 10, 20, 50, 100 pg/ml).

Bu yontemde; kontrole karst degerlendirilen Orneklerde artan absorbans
degeri artan antioksidan aktiviteyi ifade etmektedir.

A. quercusramuli’nin gal ekstresi 250 pg/ml konsantrasyonda 1.22+0.07
absorbans degeri, A.quercustozae’nin gal ekstresi 10 pg/ml konsantrasyonda
1.24+0.08 absorbans degeri, A.cecconii’nin gal ekstresi 50 pg/ml konsantrasyonda
1.84+0.19 absorbans degeri ile en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

BHT 10 pg/ml konsantrasyonda 2.04+0.15 absorbans, BHA 90 pg/ml
konsantrasyonda 2.24+0.05 absorbans, AA 100 pg/ml konsantrasyonda 3.70+0.13
absorbans degerleri ile en yiiksek aktiviteyi gostermistir.

Sonuglara gore bu yontemde gal ekstreleri kendi aralarinda siralandiginda
aktivite siralamasi A.quercustozae >A.cecconii >A.quercusramuli seklinde olmustur.
Ekstre ve pozitif kontroller arasinda ayni konsantrasyon baz alinarak aktivite siralamasi
yapacak olursak 10 pug/ml konsantrasyonda A.quercusramuli gali  0.14+0,
A.quercustozae gali 1.2+0.08, A.cecconii gali 0.40+0.02, BHT 2.04+0.15, BHA
0.07+0.01, AA ise 0.32+0.02 absorbans degeri gostermislerdir. Bu bulgular 1s181inda
aktivite siralamasit BHT >A4.quercustozae >A.cecconii >AA >A.quercusramuli >BHA

seklindedir.
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Cizelge 4.8. Ekstre ve pozitif kontrollerin CUPRAC yontemiyle belirlenen absorbans degerleri

A.quercusramuli  Absorbans A.quercustozae Absorbans A.cecconii  Absorbans BHT  Absorbans BHA  Absorbans AA Absorbans

10 pg/ml 0.14+0 1 pg/ml 0.19+0.5 5 pg/ml 0.29+0.04 1 pg/ml 0.024+0.02 10 0.07+0.01 2 pg/ml 0.28+0.12
pg/ml

20 pg/ml 0.18+0 2 pg/ml 0.28+0.01 10 pg/ml 0.40+0.02 2 pg/ml 0.38+0.012 20 0.11+0 5 pg/ml 0.31+0.05
pg/ml

50 pg/ml 0.31+0.02 3 pg/ml 0.40+0.07 15 pg/ml 0.6+0.01 3 pg/ml 0.61+0.11 30 0.37+0.03 10 0.32+0.02
pg/ml pg/ml

75 pg/ml 0.44+0.03 4 pg/ml 0.53+0.5 20 pg/ml 0.79+0 4 pg/ml 0.79+0.04 40 0.53+0.45 20 1.78+0.16
pg/ml pg/ml

100 pg/ml 0.53+0.02 6 pg/ml 0.69+0.3 25 pg/ml 0.86+0 5 pg/ml 1.02+0.14 50 0.77+0.06 50 3.52+0.06
pg/ml pg/ml

150 pg/ml 0.73+0.13 7 ng/ml 0.88+0.3 30 pg/ml 1.05+0.08 6 pg/ml 1.39+£0.13 60 0.83+0.02 100 3.70+0.13
pg/ml pg/ml

200 pg/ml 0.77+0.05 8 ng/ml 0.99+0.8 35 pg/ml 1.16+0.07 7 ng/ml 1.55+0.04 70 0.98+0.23
pg/ml

250 pg/ml 1.22+0.07 9 pg/ml 1.04+0.09 40 pg/ml 1.35+0.07 8 ng/ml 1.68+0.06 80 1.29+0.37
pg/ml

10 pg/ml 1.2+0.08 45 png/ml 1.45+0.13 9 pg/ml 1.75+0.10 90 2.24+0.05

pg/ml

50 pg/ml 1.84+0.19 10 pg/ml  2.04+0.15

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Yeni, aktif biyolojik bilesiklerin elverigli bir kaynagi olarak bitkiler, igerdikleri
bilesenleri yapisal diizeyde belirlemek i¢in analiz edilmektedir. Bu yeni bilesikler, yeni
bitkisel ilaclarin kesfi agisindan oldukca onemlidir.

Kolinerjik hipoteze gore, bilissel islev bozuklugu kolinerjik néronlarin kaybina
baglidir. Bu nedenle, asetilkolini (Ach) metabolize eden kolinesteraz enzimini bloke
etmek, bilisi arttiran Ach seviyelerinin artmasina yardimci olabilir (Kobayashi ve ark.,
2016). Dolayisiyla da; kolinesterazlarin inhibisyonu Alzheimer hastaligi, yaslilik
demansi, ataksi ve miyastenia gravis gibi norolojik hastaliklarin tedavisi i¢in umut
verici bir strateji olarak kabul edilir.

Memeli beyni asetil ve biitiril kolinesteraz olmak tizere iki gesit kolinesteraz
igerir. Bu iki enzim %65 oraninda amino asit sekans homolojisi gosterirken substratlara
afinite, katalitik aktivite ve beyin icindeki dagilimi agisindan farkliliklar gdsterirler.
Potansiyel kolinesteraz inhibitorleri kaynagi, kesinlikle dogada bol bulunan bitkilerden
saglanir. Cesitli bitkilerin kolinesteraz inhibe edici aktivite gosterdigi ve bu nedenle de
Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisi ile iligkili olabilecegi
bilinmektedir (Mukherjee ve ark., 2007).

Calismamizda, olusumu farkli an tiirleri tarafindan indiiklenen gallerin metanol
ekstrelerinin  AChE inhibisyonunda aktif olmadigi ancak BChE inhibisyonunda
A.quercustozae gal ektresinin %31.33+1.25 oraninda orta diizeyde, diger ekstrelerin ise
diisiik diizeyde aktivite gosterdigi belirlenmistir. Kolinesteraz inhibisyonu agisindan
calisilan gallerin metanol ekstrelerinin yiiksek aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir.

Meyve, mantar, sebzelerin esmerlesmesi ve insan derisindeki hiperpigmentasyon
istenmeyen iki yaygin olaydir. Tirozinaz, enzimatik esmerlesme ve memelilerde
melanogenezden sorumlu olarak bilinen ana enzimdir. Bu, arastirmacilari ve bilim
insanlarin1 gida, kozmetik, tibbi endiistri gibi c¢esitli uygulama alanlar1 igin yeni
potansiyel tirozinaz inhibitorlerinin izolasyonu, sentezi ve tanimlanmasina
odaklanmalarini tesvik etmistir.

Fenolik bilesiklerin, bitki ekstrelerindeki aktivitelerden sorumlu en biiyiik
fitokimyasal grup oldugu iyi bilinmektedir. Yeni anti-tirozinaz bilesiklerinin
kaynaklarmi bulmak igin bir¢cok bitki ekstrelerinin tirozinaz inhibe edici aktivitesi
arastirlmaktadir. Ornegin, asagidaki bitkilerin anti-tirozinaz aktiviteleri gesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Limonium tetragonum, (Lee ve ark., 2017),
Arctostaphylos uva-ursi (Matsuo ve ark., 1997), Pleurotus ferulae (Alam ve ark.,

2012),Artemisia aucheri Boiss (Taherkhani, 2017), Scutellaria. brevibracteata subsp.
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subvelutina (Senol ve ark., 2010), Mangifera indica (Nithitanakool ve ark. 2009),
Podocarpus falcatus (Abdillahi ve ark., 2011), Cymbopogon citrates (Saeio ve ark.,
2011), Greyia flanaganii (IC50%32.62 mg/ml) (Mapunya ve ark., 2011), Vitis vinifera
yaprak ekstresi (IC50% 3.84 mg/ ml) (Lin ve ark., 2017). Ayrica Chiari ve ark. (2010)
tarafindan gergeklestirilen Arjantin’e 6zgii 91 endemik bitkinin tirozinaz inbisiyonu
aktivitesi aragtirmasi sonuclar1 da bitki ekstrelerinin tirozinaz enzim inhibisyonu
aktivitesine sahip oldugunu desteklemistir.

Calismamizda elde ettigimiz gal ekstrelerinin tirozinaz enzim inhibisyonu
aktivitesi bulgulari literatiir ile uyumludur. Calisilan tiim ekstreler aktif olup aktiviteleri
orta diizeydedir.

Son zamanlarda iireaz inhibisyonu tibbi ve tarimsal uygulamalarda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ureaz katalizli reaksiyonlardan artmis amonyak ve pH seviyesi, insan
ve tarim lizerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Proteus mirabilis ve Helicobacter
pylori insan viicudundaki enfeksiyon sirasinda diger mikroorganizmalara kiyasla
genellikle daha yiiksek tireaz aktivitesi gosterirler. Tibbi agidan bakildiginda,
mikroorganizmalarin enfeksiyonu sirasindaki yiiksek iireaz enzim aktivitesi olgusu
tanisal karakterizasyon, taksonomik tanimlama, tedavi takibi ve as1 liretimi i¢in faydali
olabilir (Khan ve ark., 2007; Lateef ve ark., 2012). Son birkag yilda, bitki ekstrelerinin
(Amin ve ark., 2013; Mahernia ve ark., 2015; Bai ve ark., 2015) ve bitkilerden izole
edilmis dogal bilesiklerin (Modolo ve ark., 2015; Hassan ve Zemlicka, 2016) bu enzime
kars1 etkileriyle ilgili calismalar bulunmaktadir.

Calistigimiz gal ekstrelerden A.quercustozae’a ait ekstre iireaz enzim
inhibisyonu agisindan aktif (%40.98+1.41) iken A. quercusramuli ve A. cecconii
aktivite sergilememiglerdir.

Antioksidanlar, insanda gesitli metabolik islemler sirasinda tetiklenen oksidatif
stres yoluyla meydana gelen serbest radikallerin veya reaktif oksijen tiirlerinin
oksidasyonunun Onlenmesi veya yavaslatilmasi i¢in radikal temizleme potansiyeline
sahip dogal veya sentetik kimyasal bilesiklerdir. Bu antioksidan bilesikler, ¢esitli
metabolik enzimler tarafindan katalizlenen biyokimyasal yolaklar boyunca hiicreler ve
dokular dahil olmak iizere insan viicudundaki temel hiicresel bilesenlere zarar vermeden
once serbest radikallerin veya reaktif oksijen tiirlerinin ¢ikarilmasi ve Oonlenmesi i¢in
zorunludur (Nile ve Khobragade, 2011; Nile ve ark., 2013).

Kanserojenez gibi bazi yan etkilerin sentetik antioksidanlara atfedilmis olmasi

sebebiyle sentetik antioksidanlarin yerine dogal kaynakli antioksidan madde arayisina
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ilgi artmaktadir. Antioksidan aktivite dogal bilesiklerin en Onemli biyolojik
ozelliklerindendir.

Dogal antioksidanlar, gida kalitesini ve stabilitesini destekleyebildiginden ve
biyolojik sistemlerde serbest radikal zincir reaksiyonunu sona erdirmek i¢in nutrasotik
olarak islev gorebildiklerinden, dogal antioksidan kaynagi olarak bitki ekstrelerinin
antioksidan 6zelliklerini dogrudan degerlendirilmesi konusuna son zamanlarda artan bir
ilgi gbsterilmistir.

Dogal olarak olusan antioksidanlarin birgogunun serbest radikal veya aktif
oksijen temizleyiciler oldugu tespit edilmistir ve bdylece bitkiler biyolojik aktiviteleri
ve antioksidan 6zellikleri bakimindan incelenmistir (Ito ve ark., 1983; McClements ve
Decker, 2000; Zheng ve Wang, 2001).

Bitkisel polifenollerin en biiyiilk grubundan olan flavonoitler tanen igerir.
Kanserle savagmak i¢in kullanilan bitkilerin antioksidan aktivitesi ve polifenol icerikleri
hakkindaki son raporlar, polifenollerin, yani flavonoitlerin, tanenlerin ve fenolik
asitlerin antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir (Kovacevic, 2000; Rakic
ve ark., 2007).

Bazi bitki ekstrelerinin total fenolik igerigi ile antioksidan kapasitesi arasinda
dogrusal bir iliski oldugunu bildiren g¢aligmalar mevcuttur (Shirzad ve ark., 2011;
Rahnama ve ark., 2014).

Karimi ve Moradi (2015) yaptiklar1 aragtirmada Q. brantii mese palamutunun n-
hekzan, kloroform, n-butanol ve su ekstrelerinin toplam fenol-flavonoit igerikleri ile
antioksidan aktivitelerini arastirmis ve n-butanol ekstresinin en yiiksek toplam fenolik
igerige (376.247.1) sahip oldugunu ve ayni zamanda en diisiik ICsp (6.5+0.6 pg/ml).
degerini sergiledigini bildirmislerdir. Ayrica ¢alismada, tiim ekstrelerde toplam fenolik
icerik ile serbest radikal siipiiriicti 6zellik (DPPH yontemiyle) arasinda dnemli diizeyde
iliski oldugunu tespit etmislerdir.

Bu raporlar ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarla uyum i¢indedir.
A.quercustozae gal ekstresinin toplam fenolik igerik (438.24+ 0.86) bakimimdan diger
ekstrelerden daha zengin olmasi ve tiim antioksidan aktivite belirleme yontemlerinde en

yiiksek aktiviteyi sergilemis olmasi yukarida bahsedilen yargiyr desteklemektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Quercus infectoria tiizerinde olusumu Andricus quercusramuli tarafindan,

Quercus brantii L. tizerinde olusumu Andricus quercustozae ve Andricus cecconii

tarafindan indiiklenen mese gallerine ait metanol ekstrelerinin kolinesteraz, tirozinaz,

lireaz enzim inhibisyonlari ile antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi hedeflenen bu tez

calismasindan elde edilen sonuglar ve dnerilerimiz asagida listelenmistir.

Ayni bitki {lizerinde olusumu farkl tiirler tarafindan indiiklenen gallerin farkli
diizeyde aktivite gosterdigi saptanmis olup, bu da galin biyolojik aktivite
gostermesine etken olan kimyasal igerigin olusumunda sadece konak bitkinin
degil, indiikleyici tiiriin de etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamiza konu olan gallerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili literatlirde bu giine
kadar herhangi bir kaydin olmamasi ¢aligmamizin 6zgiin degerini arttirmaktadir.
Calismamizda gallerin metanol ekstreleri analiz edilmis olup bazi testlerde
aktivite saptanmamistir. SO0z konusu gallerin farkli polaritelere sahip
coziiclilerden  elde  edilecek  ekstrelerinin  biyolojik  aktivitelerinin
arastirilabilecegini onermekteyiz.

Calisilan gallerin hayvan yemi olarak tiiketilmesinden dolayr canli sistemde
gozle goriliir bir yan etkisi yoktur. Bu baglamda; sentetik antioksidan ve
inhibitorlerin tespit edilen yan etkilerinden dolay1 dogal kaynakli antioksidan ve
inhibitor madde arayisinda ¢alismamizin bir basamak olacagi goriisiindeyiz.
Toplam fenolik madde agisindan zengin olan A. quercustozae galinin fenolik
madde kompozisyonu belirlenerek yiiksek antioksidan aktiviteden sorumlu
bilesenler endiistriye kazandirilabilir.

Antioksidan aktivite acisindan A. quercustozae galinin metanol ekstresi umut

vaat edici olup bu aktivite ileri analiz yontemleriyle desteklenebilir.
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