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ONSOZ

Nitrik Oksit Sentaz oOzellikle makrofajlarda 6nem tasiyan bir enzimdir ve
inflamasyon olgusunda ©Onemi yiiksektir. Bu nedenle bu caligmada oncelikle NOS
enziminin dogal iriinler aracilifiyla inhibisyonunun arastirilmasi hedeflenmistir. Ayni
zamanda kullanilan dogal iiriinlerin aktioksidan 6zellikleri incelenmistir.
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Yiiksek Lisans
OZET

BAZI TIBBI AROMATIK BITKISEL URUNLER VE ARI URUNLERININ
NITRIK OKSIT SENTAZ (NOS) INHIBISYONUNLARI iLE ANTIOKSIDAN
OZELLIKLERININ KARSILASTIRILMASI

Fatma BAKIRHAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dal1
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Fatma YAYLACI KARAHALIL
2021,79 Sayfa, 6 Sayfa Ek

Bu tez ¢aligmasinda bazi ar iiriinleri, ¢ay olarak tiiketilen bazi bitkiler, bazi {iziimsii
meyveler; antioksidan, fenolik kompozisyon ve Nitrik Oksit Sentaz Inhbisyonu agisindan
incelenmistir. Ozellikle dogala olan ilginin her gegen giin arttig1 giiniimiizde, pek ¢ok dogal
iriin bir arada degerlendirmeye calisildi. Yapilan calismada antioksidan aktivite tayinleri
DDPH, FRAP ve Toplam fenolik madde analizleriyle gerceklestirildi. Yapilan analizler
sonucunda propolis, orman giilli ¢igcegi, camelliasinensis ¢ay1 ve kestane ¢igeginin antioksidan
ozelliklerinin yiliksek oldugu tespit edildi. HPLC ile yapilan fenolik bilesen analizi sonucunda
tiim O0rneklerde major bilesen farkli olarak tespit edildi. Ihlamur ve kokulu {iziim 6rneklerinde
yiiksek oranlarda farkli fenolik bilesen bulunmasi, diger orneklerden ayirt edici bir 6zellik
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Igerisinde en fazla fenolik bilesen igeren 6rnek kestane ¢igegi
olurken en az fenolik bilesen ¢esidi igeren 6rnek ise reyhan bitkisi olmustur. Bunun yani sira
tiim O0rneklerde miktarca en fazla tespit edilen fenolik bilesen protokatekuik asit olurken en az
gozlenen bilesen ise katesin olmustur. Ektraktlarin ve standart bilesenlerin NOS kiti
kullanilarak enzim inhibisyonlar1 incelenmistir. Standart olarak kullanilan bilesenlerden
katesin en iyi inhibisyon etkisi gosterirken, Orneklerden 3 numarali deli bal G6rneginin
aktiviteyi en fazla diisiirdiigii 0,42 mU/mg degeriyle en iyi inhibisyon degerine sahip oldugu

gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Nitrik oksit (NO), Nitrik oksit sentaz (NOS), Antioksidan aktivite,
Aromatik bitkiler, Ar1 tirtinleri
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COMPARING THE NITRIC OXIDE SYNTHASES (NOS) INHIBITIONS AND
THE ANTIOXIDANT PROPERTIES OF SOME MEDICINAL AND
AROMATIC HERBAL PRODUCTS AND BEE PRODUCTS

Fatma BAKIRHAN
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In this thesis, bee products, some plants consumed as tea, some berries; was examined
in terms of antioxidant, phenolic composition and Nitric Oxide Synthase Inhibition.
Especially nowadays, when the interest in nature is increasing day by day, natural products
have been studied to be evaluated together. Antioxidant activity determinations were made by
DDPH, FRAP and Total Phenolic Matter analyzes. As a result of the analyzes, it was found
that the antioxidant properties of propolis, rhododendron flower, camellia sinensis tea and
chestnut flower were high. As a result of phenolic component analysis performed by HPLC,
major component was determined differently in all samples. The presence of high levels of
different phenolic components in linden and scented grape samples are a distinctive feature
from the other samples. While the sample containing the most phenolic component was the
chestnut flower, the sample containing the least type of phenolic component was the basil
plant. In addition, while the most detected phenolic component in all samples was protocate
chuic acid, the least observed component was catechin. Enzyme inhibition of extracts and
standard components were studied using the NOS kit. While catechin, one of the components
used as a standard, showed the best inhibition effect, it was seen that the mad honey sample

number 3 among the samples decreased the activity the most with 0.42 mU/mg value.

Key Words: Nitricoxide (NO), Nitricoxidesynthase (NOS), Antioxidant activity, Aromatic
plants, Bee products
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran bilesikler katalizorlerdir. Biyokimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran molekiiller ise enzimlerdir. Enzimler biyolojik katalizorlerdir.
Canl1 sistemlerdeki biyolojik reaksiyonlarin yiiksek verimde, 1limli kosullar altinda, ¢ok
hizli ve spesifik olarak gergeklesmesi enzimler araciligiyla olur. Katalitik RNA
molekiillleri hari¢ enzimler protein yapili olup proteinlerin de en 6zellesmis grubunu
olusturmaktadirlar (Keha ve Kiifrevioglu, 2000). Hiicre igerisinde meydana gelen
binlerce tepkimenin hizi ve 6zgiilliigli enzimler tarafindan diizenlenmektedir. Canlilarda
solunum, sindirim, biliylime, kas kasilmasi, sinir iletimi vs. gibi bir¢ok reaksiyonun
gerceklesmesini saglarlar ve bu nedenle her bir metabolit diger bir metabolite doniismek
icin 6zel bir enzime ihtiya¢ duyar.

Nitrik oksit (NO) onemli bir mesajc1 molekiil olup, kardiyovaskiiler sistem ve
beyindeki sinir hiicrelerinde onemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir ve hemen hemen
tiim doku ve organlarda fizyolojik siirecleri etkileyen kisa omiirlii bir serbest radikaldir.
(Silverman vd., 2006). NO vaskiiler sistemde, ilk zamanlar endotel kaynakli gevseme
faktorii (EDRF) olarak tanimlanmis olup L argininden NO sentaz (NOS) enzimi
araciligiyla sentezlendigi bilinmektedir (Cekmen vd., 2001).

NOS enziminin iki yapisal, bir indiiklenebilir olmak iizere ii¢ izoformu vardir.
Bunlar yapisal nitrik oksit sentaz (cNOS) olarak bilinen; endotel kaynakli nitrik oksit
sentaz (eNOS) ve noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ile indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iINOS) enzimleridir. eNOS kan damarlarinda NO f{iretir ve vaskiiler fonksiyonun
diizenlenmesinde rol oynar. nNOS merkezi sinir sisteminde NO {iretir ve hiicre iletisimi ve
bilgi depolamada rol oynar. Diger izoformlarin aksine, iNOS oksidatif stres kosullar
altinda de novo (kalitsal olmayan, yeni goriilmiis bir anomali) olarak ifade edilir ve
viicudun savunma mekanizmasinin bir pargasi olarak biiyiik miktarlarda NO {iretir. Normal
fizyolojik siireglerde cNOS ile tiretilen NO’ ya gereksinim varken, zedelenme ve doku
hasar1 gibi vakalarda ise iNOS ile tiretilen NO’ ya gereksinim vardir. Akut enflamatuvar
vakalarda iNOS ile tiretilen miktarlar hem zarar verici hem de koruyucu olabilmektedir

(Kuyumcu vd., 2004).



Enzimlerin, hiicre i¢indeki ve hiicre disindaki aktivitelerinin bir kisim bilesikler
tarafindan azaltilmasina hatta tamamen yok edilmesine “inhibisyon” adi verilmektedir.
Bu olaya sebep olan bilesiklere de “inhibitér” denir (Beygic, 2019).

Enzim inhibisyonu c¢agimizda farmakolojik agidan onemli bir arastirma dalidir.
Dogal iirlinler enzimlerle reaksiyona sokularak enzim aktivitesi kontrol edilebilmektedir.
Fizyolojik durumlarda ila¢ olarak kullanilabilmeleri enzim inhibitérlerinin en Snemli
Ozelliklerinden birisidir (Amtul vd., 2002).

Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlarin lizerindeki calismalara kars1 duyulan ilgi ¢cok
artmistir. Bu ilginin artmasinin nedenlerinden baslicalari, sentetik ilaglarin ¢ok pahali
olmalari, bir¢cok yan etkilerinin bulunmasi ve her hastaligi tedavi etme niteligine sahip
olmayislaridir (Ozata, 2006). Bitkiler pek ¢ok farmakolojik o6zellige sahip bileseni
yapisinda barindirmaktadir. Bu tiir kaynaklar genelde iyi birer antioksidan olarak
degerlendirilmekte ve bu ozellikleri farmakolojik karakterlerini de desteklemektedir (Al-
hallaq vd., 2015).

Antioksidanlar, viicudun iirettigi serbest radikallerin etkilerinin azaltilmasi1 veya yok
edilmesinde olduk¢a 6nemli maddelerdir (Zengin vd., 2011). Dogal {iriin olarak alinan
sebzeler, meyveler ve bitkiler antioksidan bakimindan en zengin bilesenlerdir. Dogal
iirlinlerin igeriginde bulunan fenolik bilesenler, flavonoidler, flavonlar, antosiyaninler, A,
C, E vitaminleri, selenyum, ¢inko gibi bazi mineraller antioksidan mekanizma i¢in 6nemli
bilesenlerdir (Sen vd., 2010). Maddelerin antioksidan o6zelligi, yapilarinda az miktarda
bulunan sekonder metabolitler sayesinde gerceklesir ve bu metabolitler aynt zamanda
biyolojik aktiviteden sorumludur.

Bu tez ¢alismasi dogal iiriinlerin fenolik igeriklerinin HPLC ile tespiti, antioksidan
kapasite tayinlerini ve NOS enzim inhibisyon tayinlerini igermektedir. Dogal {irlin olarak
thlamur, yesil ¢ay, reyhan, mersin, kokulu iiziim, aronya, kestane ¢icegi, sar1 ¢igekli orman
giilii, yaban mersini, ar1 {riinlerinden bal, polen, propolis ektraktlari, standart fenolik
bilesen olarak gallik asit, kafeik asit, katesin kulllanilmis olup NOS kiti ile tayin
gerceklestirilmistir. Dogal {riinlerin standartlarla karsilastirmali olarak degerlendirilerek
inhibisyon potansiyellerinin belirlenmesi ve bu tarz dogal iiriinlerin ayrica ileriye yonelik
NOS enzim inhibisyonu agisindan da degerlendirilmesi, genis anlamda yeni ¢alismalarin
Oniinii agarak, siirdiirtilebilir bir ¢alisma alam1 olusturulmak istenmistir. Beklenen c¢ikt
sonuglarindan da literatlire olumlu katkilar saglanarak, bilgi birikiminin artirilmasi

hedeflenmistir.



1.2. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, metabolik reaksiyonlari hizlandiran protein yapisindaki (Katalitik RNA
molekiilleri hari¢) biyokimyasal katalizorlerdir. Hiicrelerde sindirim, kas kasilmasi,
organik maddelerin yapilmast ve yikilmasi, hiicre solunumu vb. o6nemli fizyolojik
faaliyetler enzimlerin katalitik etkisiyle miimkiin olmaktadir. Enzimler reaksiyonlari
katalizlemenin yani sira ilimli sartlar altinda, reaksiyonlarin ¢ok yiiksek verimde, yiiksek
reaksiyon spesifikliginde gergeklesmesini de saglamaktadirlar. Ayrica regiilasyonu
saglayici pek ¢ok Ozellikleri de bulunmaktadir (Voet ve Voet, 2003).

Tarihten Onceki devirlerde de peynir yapilmasi, sarabin sirkelesmesi, sekerlerden
alkol iiretimi ve idrarda amonyak olusumu gibi enzimatik olaylar bilinmektedir. ilk enzim
caligmalart 1760-1825 wyillar1 arasinda sindirime iliskin enzimlerin arastirilmasiyla
baglamistir. ilk olarak Berzelius 1825 yilinda, nisastanin sindiriminde etkili bitkisel
enzimler lizerinde calismis daha sonra 1860 yillarinda Pasteur fermantasyon enzimleri
iizerinde arastirmalar yapmustir. Fermantasyon olay: ile iliskilerinden dolay1 baslangicta
ferment olarak adlandirilmig ancak 1878 yilinda Kiihne tarafindan Yunanca’da “maya
icinde” anlamina gelen enzim ismi ile degistirilmistir (Onat vd., 2002).

Enzimler protein kisim ve yardimci kisimdan olusmaktadir. Bazi enzimler sadece
protein kisimdan olusurken (pepsin, tripsin, lireaz ve diger hidrolaz smifi enzimler),
bazilar1 da proteinin yaninda protein olmayan bir kisim igerirler. Enzimlerin protein
kismmna “apoenzim” denir. Bu kisim, enzimin hangi maddeye etki edecegini saptar.
Apoenzim 1s1 ile kolayca denatiire olur. Yardimci kisimlarin yapisi organik veya inorganik
olabilir. Organik yapidaki yardimci kisimlara (Vitamin, NAD, FAD, NADP gibi) koenzim,
inorganik yapidaki yardime1 kisimlara (metal iyonlar1 gibi) kofaktdr (Cu®*, Fe**, Fe**, K¥,
Mg?*, Mn?*", Ni**, Zn?") denilmektedir. Koenzim ve kofaktdr substrati etkiler yani
enzimleri aktiflestirir. Koenzimi ile birlesik halde bulunan Apoenzim-Koenzim biitiiniine

ise “holoenzim” ad1 verilir (Sekil 1).



Protein Kism +  Yardmer Kism = HOLOENZIM

/ KOENZIM
(Organik molekaller)
Apoenzim (B Vitaminl, NAD vs.)
(Substrat belirler)

KOFAKTOR
(Inorganik molekdiler)

Sekil 1. Bilesik enzimin yapist

Koenzim, enzimde islev gbren ve esas is yapan kisimdir. Protein kisma gore daha
kiiciik molekiilli ve ¢ok defa fosfattan meydana gelmis olan kisimdir. Baz1 koenzimler
nukleotid yapisindadirlar. Koenzim iceren enzimlere nikotinamid niikleotidli enzimler
ornek verilebilir. Ornegin, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD"), nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADP*) ve birlesik niikleotid olan koenzim A.

Koenzimler, apoenzimden kolaylikla ayrilabilir fakat tek baslarina katalitik etki
gostermezler. Koenzim, apoenzim kismina kuvvetlice (kovalent bag) baglanmissa, bu sik1
baglanan kisma "prostetik grup" denir. Niikleotid yapisinda olan prostetik gruplar da
vardir. Ornegin, flavin adenin dinukleotid (FAD) ve flavin mononukleotid (FMN) (Can,
ve Akev, 2008).

Enzimlerin Kkatalitik etki gosteren kismi; enzimin belirli bir bdlgesinde amino
asitlerin olusturdugu polipeptit zinciridir. Protein zincirinin bu kismu “aktif bolge” olarak
tanimlanir. Substrat ve eger varsa koenzim bu merkeze baglanir. Enzimin 6zgiil olarak etki
ettigi maddeye veya madde karisimina bu enzimin “substrati” denir. Reaksiyon sonunda
meydana gelen maddeye ise “liriin” adi1 verilir. Bir enzimatik reaksiyonda prostetik grup
veya koenzim, enzimin etki edecegi kimyasal reaksiyonu belirlerken, apoenzim hangi
substrata etki edecegini belirler. Bagka bir deyisle enzimin substrat 6zgiilliigiinii belirler.

Enzimlerin katalizlemis oldugu tepkimeler enzim substrat arasinda bir enzim substrat
(ES) kompleksi olusumu tizerinden ilerler (Sekil 2). Baglanma aktif bolgede meydana
gelmektedir. Enzimlerin ve diger katalizorlerin gorevleri tepkimenin aktivasyon enerjisini
diisiirerek tepkimenin hizin1 artirmaktir. Enzimler bir reaksiyonun tepkime hizin1 10°-10"
kat artirabilen olaganiistii katalizérlerdir. Enzimatik hiz artisinda kullanilan enerji, enzim

substrat arasindaki zay1f etkilesimden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 2. Enzim substrat iligkisi

1.3. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimler ilk yillarda iizerinde etki gosterdikleri substratlara “-az” takisi1 getirilerek
isimlendirilmislerdir. Ornegin nisastayr hidroliz edenlere amilazlar, proteinleri hidroliz
edenlere proteazlar ve yagi hidroliz edenlere lipazlar denilmistir. Bunun yaninda enzimler
etkili oldugu substratin sonuna “litik” eki getirilerek de isimlendirilirler. Ornegin
proteinleri parcalayan enzimlere “proteazlar” denildigi gibi “proteolitik enzimler”, lipitleri
veya lipoidleri parcalayan enzimlere ise “lipolitik enzimler” denilebilir. Bu g¢esit
adlandirmalar daha ¢ok genis enzim simiflan i¢in kullanilirlar. Bu adlandirmalardan kisa
bir siire sonra benzer reaksiyonlari katalizleyen enzimlere, katalizledikleri kimyasal
reaksiyonun niteligine gore isimler verilmistir. Bunlar dekarboksilazlar, oksidazlar,
dehidrojenazlar, agilazlar vb. diye isimlendirilmislerdir.

Uluslararas1 Biyokimya Birligi, Enzim Komisyonu 1961 komisyon raporuna gore
enzimler, kataliz ettikleri genel reaksiyon tipinin sonuna “-az” eki getirmek suretiyle 6 ana
siifa ayrilmistir;

1. Oksidorediiktazlar : Redoks reaksiyonlarini

2. Transferazlar : Bir molekiilerden digerine grup transferlerini
3. Hidrolazlar : Kimyasal bagin hidrolizini

4. Liyazlar : Hidrolitik olmayan yoldan ¢ifte bag olusumu
5. Izomerazlar : Izomerlesme reaksiyonlarin

6. Ligazlar : Sentez reaksiyonlarini katalizler.



1.4. Enzim Aktivitesi

Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik tepkimenin hizinin,
enzim etkisiyle optimum kosullarda belirli siirede {iiriine doniistiiriilen substrat miktarina
gore ifadesidir. Etkinligi veya aktivitesi fazla olan bir enzim, belirli bir siire sonunda daha

fazla substrat molekiiliinii {irtin haline doniistiirir.

1.5. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim reaksiyonlarinin aktivitesi, reaksiyon hizini yansitir. Enzimatik gergeklesen
reaksiyonlarin hizi {izerine, enzim ve substrat konsantrasyonlarinin, sicakligin, ortamin pH’
sinin, zamanin, iyon siddetinin, reaksiyon iiriinlerinin, hormonlarin, 15181n, aktivator ve

inhibitor varliginin etkisi bulunmaktadir.

1.6. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibisyonu, enzimatik gerceklesen bir tepkimede reaksiyon hizinin
“inhibitor” adi verilen bazi maddeler tarafindan etkisinin azaltilmasi veya tamamen
durdurulmasidir. Herhangi bir etken, bir enzimi inhibe ederek enzimin katalize ettigi
kimyasal olay1 bozabilir veya bu yolla birgok hastalig1 tedavi edebilir. Enzimlerin etkilerini
onleyen bu maddelere “enzim inhibitorleri” denir.

Enzimlerin inhibisyonu baslica iki sekilde meydana gelir:

1. Reversibl (Geri Doniisiimlii) Enzim Inhibisyonu

Kompetitif (Yarigmali) Enzim Inibisyonu
Nonkompetitif (Yarigmasiz) Enzim Inhibisyonu
Ankompetitif (Yar1 Yarismali) Enzim inhibisyonu

2. Irreversibl (Geri Déniisiimsiiz) Enzim Inhibisyonu



1.6.1. Reversibl (Geri Déniisiimlii) Enzim inhibisyonu

1.6.1.1. Kompetitif (Yarismali) Enzim Inibisyonu

Kompetitif inhibisyonda, enzimin substratina yap1 olarak ¢ok benzeyen bir madde,
enzimin aktif merkezine baglanarak kendi substratinin baglanmasin1 Onler. Bu gesit
inhibisyona “kompetitif inhibisyon” denir. Bu inhibisyona &rnek olarak suksinat
dehidrojenaz’in, malonik asitle inhibisyonunu gosterilebilir. Enzimin inhibitér madde ile
birlesmesi geriye doniisiimii olabilen bir reaksiyondur. Inhibitér maddenin etkisi bu

inhibisyonda substrat konsantrasyonu artirilarak dnlenebilir (Albert, 1988).

1.6.1.2. Nonkompetitif (Yarismasiz) Enzim inhibisyonu

Nonkompetitif enzim inhibisyonunun substrat konsantrasyonu ile ilgisi yoktur. Hem
substrat hem de inhibitor madde ayn1 zamanda enzime baglanmaktadir. Nonkompetitif
inhibitor, kimyasal yap1 yoniinden substrata benzemez. Burada inhibitor, enzim {izerinde
substratin baglandig1 aktif yerden ayr1 bir yere reversibl olarak baglanir; enzime
inhibitériin baglanmasi substrat baglanmasini engellemez, substrat baglanmasi da
inhibitériin baglanmasini engellemez. Inhibitériin enzimin aktif yeri disinda bir yere
baglanmas1 ile, o enzimin substratla reaksiyona girme hizinda bir diisiis meydana

gelmektedir (Altimisik, 2009).

1.6.1.3. Ankompetitif (Yar1 Yarismali) Enzim Inhibisyonu

Ankompetitif enzim inhibisyonunda inhibitér, nonkompetitif inhibisyonda gorildigi
gibi, enzim {lizerinde substratin baglandigi aktif yerden baska bir yere reversibl olarak
baglanir. Burada farkli olarak, nonkompetitif inhibisyonda inhibitor, serbest enzime veya
ES kompleksine baglanabildigi halde ankompetitif inhibisyonda inhibitor, yalmizca ES
kompleksi olustuktan sonra enzimin substratin bagli oldugu aktif yerden baska bir yerine
reversibl baglanarak enzimi inaktive eder ve bdylelikle ankompetitif inhibitor, ES

konsantrasyonunu azaltir (Altinisik, 2009).



1.6.2. Irreversibl (Geri Doniisiimsiiz) Enzim Inhibisyonu

[rreversibl enzim inhibisyonunda, inhibitér enzim {izerinde bulunan ve aktivite icin
gerekli olan bir fonksiyonel grubu yikmasi veya onunla irreversibl olarak birlesmesi
sonucu meydana gelir. Bu tip inhibisyonlarda aktif bolgeye kovalent olarak baglanan
inhibitdr, enzim yapisin1 bozdugu icin geri doniisiim olmamaktadir (Altinisik, 2009).

Tersinmez inhibitorler genel olarak belli bir enzim smifina 6zgiildiir ve tim
proteinleri inaktive etmezler. Bu inhibitorler protein yapisini bozarak degil, hedeflerinin
aktif bolgesini spesifik olarak degisime ugratarak c¢ahsirlar. Ornegin; sinir gazlarmdan
diizopropil fosfofluoridat, asetil kolin isimli nérotransmittorii parcalayan asetilkolin

esteraz’m tersinmez inhibitorudir.

1.7. Nitrik OKksit Sentaz

[k olarak 1986 yilinda Dr. Furchgott EDRF (endotel kaynakli gevsetici faktor) ve
NO (nitrik oksit)’nun davranislarindaki benzerliklerinden dolayr EDRF’nin NO
olabilecegini bildirmistir. 1987°de EDRF’nin NO molekiilii oldugu, 1988’de de NO’nun L-
arginin aminoasidinden sentezlendigi 6grenilmistir (Moncada, 1991).

Gilintimiizde pek ¢ok memelide hiicre ve doku fonksiyonlarini diizenleyen nitrik oksit
endotelden salinan en 6nemli fizyolojik vazodilatér (damar genisletici)’ diir. Ozellikle
arterlerden salinmaktadir. Mesajc1 molekiil olup, kardiyovaskiiler sistem ve beyindeki sinir
hiicrelerinde 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir (Silverman vd., 2006).

Nitrik oksit hemen hemen tiim doku ve organlarda fizyolojik siirecleri etkileyen kisa
Oomiirlii (3-5 saniyelik bir yar1 dmre sahiptir), difiizyon yolu ile membranlardan gegebilen,
serbest radikal ozellikte olan ve suda ¢oziinebilen renksiz bir gazdir (Olsson ve Karila,
1995). L-arjininden iic NO sentaz (NOS) izoformu aracilifiyla enzimatik olarak
sentezlenmektedir (Li ve Billiar, 1999).

NOS Tiirleri:

1. Noronal NOS (beyinde) : nNOS

2. Endotelyal NOS (venlerde) : eNOS

3. Indiiklenebilir NOS (makrofajlarda) : iNOS



1.8. Nitrik Oksit Biyosentezi

nitrik oksit sentaz enzimleri tarafindan L-arjin (CsHi4N4O2)

Nitrik  oksit,
aminoasitinden sentezlenerek olugmaktadir (Rosselli vd., 1996). L-arjininden NO sentezi
iki asamada gerceklesir. Birinci asamada L-arjininin bir molekiilii, nikotinamin adenin
dintikleotit fosfat (NADPH) ve oksijen varliginda, ara iiriin olan N®-hidroksi-L-arjinin
(OH-L-arg) olusturmak icin oksitlendirilmektedir. Son asamada ise OH-L-arg bir kademe
daha oksitlenerek, bir molekiil L-sitriilinin ve NO olusmasi saglanmaktadir (Stuehr vd.,
1991; Knowles, 1997; Stuehr 1999). Olusan NO ortaya ¢iktiktan sonra ya hizli bir sekilde
hemoglobin ve siiperoksit anyonu tarafindan nétralize edilmekte ya da yaklasik on saniye

icerisinde nitrit (NOy") ve nitrata (NO3") okside olmaktadir (Norman ve Cameron, 1996) (

Sekil 3).
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Sekil 3. NO’un L-arjinin’den sentez agsamalari

Genelde NOS enzimi yapisal NOS (cNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS) olmak
iizere ikiye ayrilir. cNOS’un alt gruplar ise eNOS ve nNOS’dur. cNOS hiicresel sinyali de
iceren Ca®*/CaM (kalsiyum/kalmodulin)’e bagimli tipi iken, iNOS Ca’**/CaM bagimsiz
tipidir (fakat kalmodiilin baglanma bolgesi vardir) (Nen-Tommiska, 2008).

Biitin NOS izoformlar1 kalmoduline baglanir. nNOS ve eNOS kalmodiiline

baglanmasi hiicre i¢i kalsiyum Ca?* artis1 ile gergeklesir. Kalmodiilinin NOS afinitesi
farkli  bir

C a2+

arttigi zaman NADPH’den elektronlarin transferi kolaylagir. iNOS ise,

kalmodiilin baglayic1 bolgeye sahip oldugu icin c¢ok diisiik intraseliiler
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konsantrasyonunda bile kalmodiiline baglanir. Fazla miktarda Ca®" varhgina gerek
duymadan yiliksek miktarlarda NO iiretir (Morris ve Billiar, 1994). Nitrik oksit sentaz
tarafindan sentezlenen NO ¢oziinebilen guanil siklaz aktivasyonuna ve siklik guanin
monofosat (cGMP) olusumuna neden olur. Hiicrelerdede cGMP konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte bir veya daha fazla protein kinaz aktive edilmis olur. Aktive protein
kinazlar damar dilatasyonu (genisleme) ve diiz kas relaksasyonundan sorumludur (Gormiis

ve Ozmen, 2005) (Sekil 4).

Receptors
{acetyicholine, bradykinin,
substance P, etc.) Mechanical shear stress
g t(Ca2*),
o o
Calmodulin Ca®*-calmodulin

ENDOTHELIAL

CELL

(active) \_(inactive) /
Arginine

Citrulline + NO

\ (basal) J (activated) m 8
CELL '

cGMP

Sekil 4. Endotel ve diiz kas hiicrelerinde NOS’un aktive
edilmesi NO’e doniistimii

Nitrik oksit sentazin katalitik merkezi iki alt birimden olusmaktadir. Bunlar C-
terminal rediiktaz ve N-terminal oksijenaz bolgesidir. N-ucu bdlgesindeki oksijenaz
bolgeleri birbirlerine benzerlik gosterirken, C-ucu rediiktaz bolgesi farklilik gosterir. C ug
olarak gosterilen bolgedeki farkliliga dayanarak NOS’un ii¢ farkli izoformu tanimlanmstir.

NOS’un C- terminal ucu rediiktaz domaini FMN, FAD ve NADPH baglarken, N
terminal ucu oksijenaz domaini heme, BH4 (Tetrahidro biyopiterin) ve substrat olarak L-

Arginin baglar (Abu-Soud vd., 1997) (Sekil 5).
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Sekil 5. NOS enziminin yapis1 (Cardiovascular DRG, 2006)

NOS katalizi i¢in bes kofaktér (FAD, FMN, NADPH, BH4 ve hem) gerekir.
Rediiktaz domaini enzimatik aktivite i¢cin oksijenaz domainine elektron transfer edebilir.
Bu iki alt birim kalsiyum-kalmodulin demetinin baglanmasi araciligiyla birbirine baglanir
(Feldman vd., 1993). Elektronlar bir alt birimden digerine NADPH’ dan FMN ve FAD’ye
dogru akarlar (Silverman, 2009).

1.8.1. Noronal NOS (nNOS)

Noronal NOS (nNOS) insan geninin 12. kromozomu iizerinde bulunur ve beyinde
spesifik noronlarda yapisal olarak sentezlenir. Enzim aktivitesi Ca®* ve kalmodiilin
tarafindan diizenlenir. Beyin nNOS’u hiicrelerde 6zellikle ¢oziinebilir formda bulunur.
Beyin dokusuna ek olarak immiinohistokimyasal olarak omurilikte, sempatik
gangliyonlarda, adrenal bezlerde, bir¢ok organda epitel hiicrelerinde, bobrek makula densa
hiicrelerinde, pankreas adacik hiicrelerinde ve vaskiiler diiz kasta varlik gosterirler. Ayrica
memelilerde iskelet kas1 da nNOS bakimindan zengindir (Forstermann vd., 1994; Nakane
vd.,1993).

Noronal NOS 6grenme, koku alma, gorme, agriy1 algilama, hafiza ve ndrojenez gibi
cesitli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir. Merkezi sinir sisteminde nNOS uzun stireli
sinaptik iletide (uzun siireli potansiyasyon, uzun siireli inhibisyon) rol oynar ve nNOS
inhibisyonunun hayvan modellerinde 6grenmeyi bozdugu ve amnezi yaptigr gérilmiistiir

(Izumi ve Zorumski,1993; Bohme vd.,1993).
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Ayrica nNOS aktif degisimi, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, Huntington
hastaligi, AIDS, iskemi ve inmenin temelini olusturan ndronlarn tahrip olaymin

nedenlerinden birini olusturur (Guix vd., 2005 ).

1.8.2. Endotelyal NOS (eNOS)

Endotelyal NOS (eNOS) insan geninin 7. kromozomu iizerinde bulunur ve
cogunlukla endotel hiicrelerinde eksprese edilir. Bunun yaninda trombositlerde, kardiyak
miyositlerde, bazi noronlarda, plasentada ve bobrek tiibiil epitel hiicrelerinde de varligi
tespit edilmistir. Noéronal NOS’a benzer bicimde Ca?* ile aktive olan kalmodiilin, eNOS
aktivitisinin diizenlenmesinde de dnem tasir. Endotelyal NOS aktivitesi intraseliiler Ca?*
miktarina bagl olarak pulsatil (vuruslu salmim) bir tarza sahiptir. Ca** kalmodiilinin
enzime baglanmasini indiikler (Forstermann ve Sessa, 2012).

Kardiyovaskiiler sistemde, eNOS tarafindan {iiretilen NO, vazodilatér olarak gorev
yaparak kan basincini ve akisini diizenlemektedir. Ayrica eNOS, beyin kan akisini korur ve

beyine kanin az gitmesini 6nler (Huang ve Lo, 1998).

1.8.3. indiiklenebilir NOS (iNOS)

Indiiklenebilir NOS (iNOS) insan geninin 17. kromozomu iizerinde bulunur. Sadece
inflamasyon siirecinde indiiklenen (uyarilan) iNOS enzimi normal olarak viicutta
sentezlenmez, lipopolisakkaritler (LPS) ve sitokinler ile indiiklendigi zaman aktif hale
gecer ve Ozellikle makrofaj (nétrofil, monosit, hepatosit ve digerleri) ve damar endotel
hiicrelerinde sentezlenmeye baglar. Bir kere uyarildiginda uzun siire ve fazla miktarda NO
iireten, Ca** *den bagimsiz bir sistemdir (Forstermann vd., 1994).

Ozellikle  yiiksek  konsantrasyonda  lipopolisakkaritler ~ veya bakteri
lipopolisakkaritleri ile uyarilan makrofajlar fazla miktarda NO {ireterek yabanci hiicrelerde
(timdr hiicresi, bakteri, parazit,) sitostatik (hiicre boliinmesini durduran) veya sitotoksik
(hiicrelerin 6liimiine neden olan) etki meydana getirirler. Uzun siireli fazla miktarda NO
sentezi makrofaj ve diger dokularda da harabiyete yol acar (Tiirkoz ve Ozerol, 1997). NO
kanda hizli1 ve spontan olarak kararli anyonlar, nitrit (NO2") ve nitrat (NO3") olusturmak

i¢in triplet oksijen (303) ile reaksiyona girer (Miles vd., 1996).



13

NO’nun siiperoksit (O2 ¢) anyonuyla reaksiyona girmesi sonucu olusan peroksinitrit
(ONOO +)’in hasar olusturucu etki yaptig belirtilmistir (Takahashi, 2003).

Peroksinitrit, azot dioksit (NO2*) radikali, hidroksil radikali (OH™) ve nitronyum
iyonu (NO;*) gibi toksik iirlinlerin olusumundan sorumludur. Olusan toksik iiriinler DNA
bazlarinin mutagenezine ve deaminasyonuna neden olmaktadir (Miwa vd., 1987).

Indiiklenebilir NOS tarafindan asir1 NO iiretimi septik sok tablosunda da énemli rol
oynar. Bu tabloda ortaya ¢ikan vazodilatasyon ve hipotansiyon NO’nun asir1 {liretimine
baglidir (Lange vd, 2009).

iNOS’un flavonoidler, kumarinler ve anti oksidatif tanenler gibi NO {iiretimini inhibe

eden dogal inhibitorleri bulunmaktadir (Ishii vd, 1999; Wang vd, 1999).

1.9. Antioksidanlar

Oksijen canlilar i¢in ¢ok Onemli bir molekiil olup viicuda alinan tiim besin
molekiilerinin yakilmasinda kullanilan tek molekiildiir. Oksijenli solunum yapan canlilarda
cesitli etkenlerden dolay1 oksijenden daha yiiksek oksitleyici 6zelliklere sahip reaktif
oksijen tiirleri olusur. Oksijenin tam olarak indirgenmesi sonucu su molekiilii olusurken
eksik indirgenmesi sonucunda serbest oksijen radikalleri (hidrojen peroksit, siiperoksit,
hidroksil radikalleri) olugsmaktadir.

Serbest radikaller, dis orbitallerinde tek sayida elektron bulunduran reaktif 6zellik
gosteren, kisa Omiirlii atom veya molekiillerdir. Vicutta biriken reaktif oksijen,
organizmada bulunan veya gidalarla alinan antioksidanlarla dengelenmedigi durumda,
“oksidatif stres”olusturur ve bu olay hiicrede lipid, protein ve DNA gibi bircok biyolojik
materyale zarar verir. Bunun yani sira yaslanma, kanser, seker hastaligi, damar tikanikligi,
bagisiklik sistemi hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliga da sebep olmaktadir.

Oksidasyonu engelleyen veya geciktiren her tiirlii molekiil, enzim, protein
antioksidan olarak adlandirilir. Antioksidanlar, serbest radikallerin olumsuz etkilerini
biiyilk oranda azaltabilen bilesiklerdir. Antioksidan maddeler enzimatik ve enzimatik
olmayan tiirleri ile canli hiicrelerdeki, membran, lipit, seker, protein ve niikleik asitleri
oksidasyona karst koruyan molekiiller olup, endojenik (organizma tarafindan sentezlenen)
veya eksojenik (digaridan besinlerle alinan) kaynakli olabilirler.

Endojen antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiye

ayrilir (Jerry vd., 2000).
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e Enzimatik antioksidanlar; katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPx)

e Enzimatik olmayan antioksidanlar; rediikte glutatyon (GSH), albumin, bilirubin,
ferritin, melatonin, sistein, metiyonin, seruloplazmin, laktoferrin, transferrin, haptoglobiilin
ve iirik asit ornek verilebilir.

Eksojen antioksidan ise daha c¢ok bitkiler tarafindan sentezlenen cesitli vitamin [o-
tokoferol (Vitamin E), B-karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C), folik asit
(Vitamin B9)] ve polifenolik molekiiller olup disaridan organizmaya alinarak etki
gosterirler (Kolayli ve Keha 1999; Sahin, 2014).

Antioksidanlarin en Onemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Genellikle
bitkilerde bulunurlar ve bitkilerin renklenmelerinden sorumludurlar. Polifenolik bilesikler;
kimyasal yapilar1 basit bilesiklerden yiiksek polimerlesmis maddelere kadar
cesitlenebililen giiglii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarina baglhidir.

In vitro olarak yapilan antioksidan tayin yontemlerinden bazilar1 tek elektron
transferine dayali olan (Toplam fenolik madde miktari, FRAP, DPPH, TEAC, CUPRAC
vb.) yontemler ve hidrojen atomunun transferine dayali (TRAP, ORAC vb.) yontemleridir
(Biiyiiktuncel vd., 2001; Sahin, 2014).

1.10. Kullanilan Tibbi Aromatik Bitkisel Uriinler ve Ar1 Uriinleri

1.10.1. Bal

Bal, TSE 3036 Bal Standardi’na gore; “Bitkilerin ¢igeklerinde ya da diger canh
kisimlarinda bulunan nektar bezlerinden salgilanan nektarin ve bitki iizerinde yasayan bazi
boceklerin, bitkilerin canli kisimlarindan yararlanarak salgiladigi tali maddelerin, bal
arilar1 (Apis mellifera) tarafindan toplanmasi, viicutlarinda bilesimlerinin degistirilip petek
gozlerine depo edilmesi ve buralarda olgunlagmasi sonucunda meydana gelen tatli bir

tirlin” olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2010) (Sekil 6).
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Sekil 6. Bal

Balin bilesimi c¢evresel kosullara ve arilarin nektar topladigi bitkilerin tiirline gore
degisim gostermektedir (Anklam, 1998). Balin bilesimi yaklagik % 82 karbonhidrat, % 17
su, % 0.7 mineral, % 0.3 protein, organik asit, fenolik bilesikler, vitamin ve serbest
aminoasit gibi makro ve mikro bilesenlerden olusmaktadir. Ancak balin esas kalitesini
belirleyen faktor, balin biyolojik degeri olan ve balda % 1-2 oraninda bulunabilen, c¢esitli
ugucu bilesenler ile fenolik maddelerdir.

Balin fenolik bilesen miktar1 cografi ve ekolojik sartlar ile nektar kaynagina bagl
olarak degisiklik gostermektedir. A¢ik renkli bal 6rneklerininde bulunan fenolik bilesen
iceriginin koyu renkli ballara oranla genellikle daha diisiik oranlarda oldugu bilinmektedir
(Karadal ve Yildirim, 2012; Escuredo vd., 2012). Balin kalite parametrelerinden bir tanesi
de bu anlamda balin koyu renkli olmasidir da denilebilir.

Bal yapisinda bulunan ve sekonder metabolit ajan olarak da adlandirilan polifenolik
bilesikler, enzimler, vitaminler ve mineraller nedeniyle antioksidan, antimikrobiyal, anti-
tumoral, antiviral, anti-iflamatuar gibi pek ¢ok biyolojikaktif 6zelligi biinyesinde barimdirir
(Russel, 1983; Bogdanov, 1984; Cook ve Samman, 1996). Bu sayede giiniimiizde apiterapi
yani art Uriinlerinin saghk amaciyla kullanimi alternatif tedavi olarak daha da onem
kazanmaya baglamistir.

Balin mide-barsak hastaliklar1, astim, yaralarin iyilesmesi, ¢esitli enfeksiyonlar, deri
iilseri gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildigi bildirilmektedir (Al-Mamary vd., 2002;
Orhan vd., 2003; Lusby vd., 2002). Ayrica goz hastaliklar1 ve kanser tedavisi i¢inde ¢esitli
caligmalar yapilmaktadir.

Gharzouli ve arkadaglarmin yapmis oldugu bir ¢alismada bal, glukoz, fruktoz, maltoz

ve sukroz oral yolla farelere verildikten sonra yapilan histopatolojik incelemelerde, mide
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asit igeriginin diizenlendigi ve kanli mide lezyonlarinda biiyiik oranda iyilesme saglandig
tespit edilmistir (Gharzouli vd., 1998).

Alcaraz ve Kelly’nin ¢aligmalarinda ise balin bacaklarda mikrobiyal enfeksiyon
sonucu meydana gelen lilserlere karsi, patojen bakterilerin ortamda lireme ve gelismesini
engellemesi sayesinde, etkili oldugu tespit edilmistir (Alcaraz ve Kelly, 2002).

Hamzaoglu ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir baska calismada ise deney
farelerinde timor olusumu saglandiktan sonra, gelisme gosteren tiimdrlerin tizerine siiriilen
balin tiimor gelisimine karsi yavaslatict etki gosterdigi goriilmiistiir (Hamzaoglu vd.,

2000).

1.10.2. Polen

Polen, ¢igekli bitkilerde, ¢iceklerin erkek iireme organlarinin (stamen) iist kisminda
bulunan antenlerin i¢indeki keseciklerde yer alan, erkek hiicre tasiyan burusuk, dikenli,
yagli ve yapigskan yapidaki, bal arisi tarafindan toplanan kurutulmus ¢icek tozlari olup
bitkinin erkek gametini (bu nedenle erkek DNA) disi gamete tastyan bitkisel yapidir (TSE,
1989) ve harika bir gida maddesi olarak da kabul edilmektedir (Krell, 1996) (Sekil 7).

Sekil 7. Polen

Polenler arilar tarafindan bitkilerden toplanirken genellikle bir miktar agiz salgisi ile
karigtirilir, kismen sindirilmis bal ile yogurularak yapiskanlik kazandirilir ve renkli pellet
(topak) halini almas1 saglanir. Olusan bu yeni iiriine “ar1 poleni” ad1 verilmektedir (Konar

vd., 2010; Erdogan ve Dodologlu, 2005) (Sekil 8).
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Sekil 8. Polene bulanmis bal aris1 ve arinin arka bacaklarindaki polenler

Polen ekstraktlarmin yapisinda bulunan fenolik asitler ve flavonoitlerin, potansiyel
antioksidan olarak, siiperoksit anyonlar1 ve lipid peroksit radikallerini temizledikleri ve
serbest radikaller ile iliskili olaylarda hidrojenasyon veya kompleks yapilar olusturarak
okside edici ajanlart stabilize edebildikleri gosterilmistir. Polen, kanser ve g¢esitli
hastaliklarin olusumunda rol alan oksidan yapilar1 yok ederek, antioksidan enzimlerin
aktivitelerini stimule ederek, intraseliiler oksidatif stresi azaltarak, nitrik oksit ve peroksit
radikallerini temizleyerek etkisini gostermektedir (Moreira vd., 2008; Eraslan vd., 2008; Jo
Bright vd., 2008).

Polen antimikrobiyal , antibakteriyel, antifungal, antiviral 6zellikleri nedeniyle de 6n
plana ¢ikmaktadir. Polenin Escherichia coli, Proteus, Salmonella ve diger koliform
tirlerine kars1 etkili oldugu tespit edilmistir. Polenin bu antimikrobiyal o6zelliginin
yapisinda bulunan Quercetin, Mirisetin, Kaempferol gibi bilesiklerden kaynaklandig: ifade
edilmektedir (Bayrak, 2005; Liebelt vd., 1994; Snowdon ve Clier, 1996).

1.10.3. Propolis

Isci arilar (Apis mellifera L.) bitkilerin aga¢ kabuklari, yaprak, filiz, dal ve
tomurcuklarinin koruyucu reginelerini, alt ¢eneleriyle kaziyarak toplar, bu regineleri 6n
bacaklarin1 kullanarak arka bacaklarindaki polen sepetine aktarirlar. Polen sepetciklerinde
biriktirdigi re¢ineleri tiikiiriik enzimleriyle biyokimyasal degisiklige ugratip balmumu ile
karistirarak kovan igerisinde rengi koyu saridan kahverengiye kadar degisebilen re¢inemsi,
yapiskan, suda az ¢dzilinen, vizkoz, keskin ve giizel kokulu organik bir iiriin olustururlar.

Olusturulan bu iirlin propolistir (Atik ve Glimiis, 2017) (Sekil 9).
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Sekil 9. Bal aris1 ve propolis

Propolisi ilk olarak 1l.yy’da Misirlilar ve Yunanhilar antiseptik olarak
kullanmiglardir. 12.yy’dan itibaren de Avrupada bogaz enfeksiyonu, agiz yaralar1 ve cilt
rahatsizliklarinda kullanilmis olup 15.yy’da Romalilar, 17.yy’da Londra ve 18.yy’da ise
Fransizlar tarafindan yaralari iyilestirmek amaciyla kullanilmustir (Oztiirk, 2010; Silici,
2015). Diger ar1 trlinlerinde oldugu gibi ¢ok uzun yillardan beri propolisten de
faydalanilmaya devam edilmekte ve her gecen giin bu iiriine olan ilgi daha da artmaktadir.

Propolis elde edilen bitki kaynagina gore farklilik gostermekle birlikte ortalama %
50 regineli bilesik ve balzam, % 30 bal mumu, % 10 aromatik yaglar ve % 5 ar1 poleni
icerir (Yicel vd., 2014). Kalan % 5’lik kisimda ise aminoasitler, vitaminler ve flavonoidler
bulunmaktadir.

Propolis, saglik agisindan ¢ok oOnemli bir iirlindlir ve antioksidan, antibakteriyel,
antiviral, antienflamatuar, antifungal, antiiilseratif, antikaryojenik (gliriik Onleyici),
anestezik, immiinomodiilatdr, hepatoprotektif, antitiimoral, noroprotektif, radyoprotektif ve
antiproliferatif gibi pek ¢ok biyoaktif 6zellige sahip oldugu i¢in birgok hastaliga karsi
koruyucu olarak da kullanilmaktadir (Bors vd., 1990).

Propolis kullanilarak gergeklestirilen apiterapik yaklasimlar, kardiovaskiiler ve kan
dolagim sistemi (anaemia), dis sagligi, solunum yollar1 enfeksiyonlari, deri lezyonlaronin
tedavisi (doku yenileme, iilser, egzama), mukoz zar enfeksiyonlar1 ve lezyonlar1 tedavisi,
yara tedavileri Ozellikle yanik yaralar1 (mycosis), kanser tedavisi, sindirim
rahatsizliklarinin tedavisi, bagisiklik sistemi tedavisi ve saglhigi gibi alanlar igine
almaktadir (Krell, 1996).

Propolisin en fazla kullanildig1r alanlardan biri de dermatolojik ve kozmetik
uygulamalardir. Propolisin hiicre yenileme ve onarma 6zelligi bu konuda olduk¢a fazla
calismaya sebep olmustur. Ayrica propolisin bakteri ve mantar 6ldiiriicii 6zelligi kozmetik

alanda bir¢ok uygulamaya yarar saglamistir (Lejeune vd., 1988; Cho vd., 2011).
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1.10.4. Ihlamur (Tilia)

Tiikettigimiz baz1 bitkisel gidalarin hastaliklara karsi tedavi edici ve koruyucu
etkisinin oldugu bilinmektedir. Ulkemizde ve diinyada 6zellikle sonbahar ve kis mevsim
gecislerinde onemli bir tiiketim maddesi olan ithlamur bu 6zelligininden dolay1r en ¢ok
tercih edilen bitkilerdendir. Diizenli olarak tiiketildiginde baz1 saglik sorunlarmin
giderilmesine yardimci olan thlamur, bilinen en yaygin caylar arasinda yer alir ve
ylizyillardir kullanilmaktadir.

Ihlamur, 1thlamurgiller (Tiliaceae) ailesinden, Tilia cinsini olusturan agaclarin 30 alt
tiriinliin ortak adidir. Diinya iizerinde daha c¢ok kuzey yarim kiirenin iliman ve savan

(subtropik) iklim bolgelerinde yayilim gosterir (Uslu, 2004) (Sekil 10).

il
‘1

Sekil 10. Ihlamur (7ilia)

Ihlamur degisik Tilia tirlerinin kurutulmus c¢icekleridir ve yapisinda seker, yag,
gallik asit, katesin, tanen, organik asit, polifenolik bilesikler, amino asit, vitamin (yagda
coziinen A ve E vitamini ve suda ¢éziinen C vitamini), mineral, tuz, ugucu yag ve sterol
gibi bir¢ok farkli molekiil igerir. Bu c¢icekler tamamen agilmadan Once, saplar ile birlikte
toplanir ve golgede kurutulur daha sonra ¢ayr hazirlanarak tiiketilir. Thlamur cay1
bekletildiginde i¢inde bulunan aktif maddeler kayboldugu icin taze olarak demlenip,
icilmelidir. Bitki caylar1 yliksek oranda antioksidan madde (6zellikle fenolik bilesikler)
icermesi sebebiyle insan saglig1 lizerinde olumlu etkilere sahiptir ve bu iiriinlerin tiiketimi
her gecen giin daha da artmaktadir (Ivanova vd., 2005).

Sifali bitkilerden birisi olan 1hlamur, alternatif tip denilen ve bitkilerle tedavi
(fitoterapi) amaciyla eczacilikta, tipta, biyoloji ve kimya alanlarinda gittikce daha fazla

onem kazanmaktadir. Ihlamurun degisik oranlarda hazirlanan inflizyonu; bagirsak kurdu ve
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sancilarmi gidermede, idrar soktiiriicli, goglis yumusatici, gargara, balgam soktiiriicii, yara
temizleme, sa¢ bakimi, histeri, hipokondri, uykusuzluk, migren, soguk alginligi, spazmlar,
hazimsizlik, karaciger ve safra kesesi hastaliklart gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir (Duke, 1987). Baz1 hastaliklar1 tedavi etme amacinin yani sira rahatlatici

ve sakinlestirici etkisi nedeniyle de tiiketilmektedir.

1.10.5. Cay (Camellia sinensis)

Caygiller (Theaceae) ailesine ait Camellia sinensis, yaprak ve tomurcuklari igecek
maddesi iiretmekte kullamlan bir tarim bitkisidir. ilk olarak uzakdogu iilkelerinde
kullanilmaya baglanan, zamanla Amerika, Avrupa ve diger iilkelere de yayilan Camellia
sinensis L. (O) Kuntze olarak bilinen ¢ay, diinyada sudan sonra en ¢ok tiiketilen igecektir

(Weisburger, 1997) (Sekil 11).

Sekil 11. Cay (Camellia sinensis)

Cay, isleme yontemlerine gore ¢ok cesitli sekillerde adlandirilir. Bunlardan bazilart;
yesil cay (fermente edilmemis-okside edilmemis), siyah ¢ay (tam fermente edilmis-tam
okside edilmis) ve oolong (yar1 fermente edilmis-yar1 okside edilmis) ¢ayidir. Antioksidan
ozellik gosteren polifenoller, ¢ay bilesenleri arasinda 6nemli bir yer tutar ve kuru ¢ayin
ortalama % 36’sm1 olusturur. Igerik bakimindan birbirine benzeyen siyah ve yesil ¢aylar,
antioksidan etkilerini degisik maddelerle gosterirler (Kuroda ve Hara, 1999).

Taze yesil ¢ay yapraginda bulunan bilesenler kafein, floriir, karoten, amino asitler,
vitaminler (A, B, C, K vitamini), proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve minerallerdir. Cay

bunlara ek olarak fenolik asit ve flavonoidler gibi polifenoller de icerir. Bu antioksidan
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ozellikleri sayesinde serbest radikalleri nétralize edebilirler (Yogeshwer, 2007; Ilgaz vd.,
2006).

Siyah c¢ayin igeriginde ise katesinler, flavonoller, amino asidler, fenolik asitler,
depsidler, metilksantinler, mineraller, proteinler, karbonhidratlar ve ucgucu maddeler
bulunur (Graham, 1992).

Yapilan bircok ¢alismada ¢ayin saglik {izerine olumlu etkileri ortaya konmustur.
Caydaki antioksidan etkinin, tearubijinlerin, teaflavinlerin ve katesinler gibi
polifenollerden  kaynaklandigi ifade edilmektedir. Yapilan c¢aligmalarla ¢ayin,
antienflamatuar, antioksidatif, antimutajenik, antikarsinojenik, antiobezite, antianjiyojenik,
apoptotik, antiaterosklerotik, hipokolesterolemik, antidiyabetik, antiviral, antibakteriyal, ve
yaslanma geciktirici gibi farkli farmakolojik etkiler gosterdigi tespit edilmistir (Celik
2006).

Thielecke ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, yesil ¢ayda bulunan katesinlerinin
metabolik sendrom iizerindeki yararlar1 arastirlmistir. EGCG (Epigallokatesin gallat)
bakimindan zengin yesil c¢ay veya yesil c¢ay ekstrelerinin kilo kontroliinde ve
kardiyovaskiiler risk faktorlerinden korunmada etkili oldugu gozlenmistir (Thielecke ve
Boschmann, 2009).

Camellia sinensis’ten elde edilen siyah, yesil ve farkli bitkisel ¢aylarin polimerik
olmayan fenolik ve polimerik tanen bilesenlerinin roliiniin arastirildigi bir c¢alisma
orneginde bu bilesenlerin giiclii antioksidan ve antibakteriyel ozelliklere sahip oldugu
belirlenmistir (Chan vd., 2011).

Farelerle yapilan bir calismada yesil ¢ay polifenol desteginin kemik sagliginda
olumlu etkiler yaptigi tespit edilmistir. Yesil cayin antioksidan kapasiteyi artirarak ve
inflamasyonu baskilayarak bu etkiyi gosterdigi diistiniilmektedir (Shen vd., 2012).

Bagka bir caligmada ise yesil ¢ay katesinlerinin influenza viriis replikasyonu
inhibisyonu ile antiviral etki gosterebildigi tespit edilmistir (Song vd., 2005).

Y. Karahalil ve Can’in yapmis oldugu baska bir ¢aligmada da ¢ay c¢iceginin ana
fenolik bilesigin katesin oldugunu gozlenmis ve antimikrobiyal aktiviteye bakildiginda ise
cay ¢iceginin gram pozitif bakteri olan Micrococcus luteus’a kars1 duyarli oldugu tespit

edilmistir (Yaylaci Karahalil ve Can, 2019).
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1.10.6. Kestane Cicegi (Castanea sativa Mill.)

Kestane, icerdigi zengin besin maddeleri nedeniyle insanlarin beslenmesi agisindan
onemli bir meyvedir. Anadolu kestanesi (Castanea sativa Mill.) kayngiller (Fagacea)
ailesinin Castanea cinsi Castanea spp tliriinii olusturan agaglarina, ¢igeklerine ve bunun
yaninda bu agaclarin yenilebilen meyvelerine verilen isimdir (Bozkurt vd., 1982) (Sekil

12).

Sekil 12. Kestane ¢icegi (Castanea sativa Mill.)

Kestane agact Mayis ay1 sonu Haziran ayr basindan itibaren ¢icek acar. Kestane
agacimin cicegi erkek ve disi olmak lizere 2 cesittir ve bu ¢igek cesitli amaglar i¢in
kullanilmaktadir. Ozellikle ¢ok ¢icek agmasi ve ciceklenme déneminde zengin bal 6zii
icerigine sahip olmasi nedeniyle aricilik i¢in ¢ok dnemlidir. Ballar1 hafif acimtirak ve koyu
renklidir. Bunun yaninda kestane ¢igegi taze veya kurutulmus haliyle cay olarak da
tiketilir.

Kestane cicegi Eyliil Ayi’ndan itibaren kestane meyvesine doniisiir. Kestane
iceriginde bulunan vitaminler, amino asitler, mineraller, tanenler ve antioksidan ozellik
gosteren fenolik bilesiklerden dolay1 insanlar i¢in besin degeri ve sagliga yararli etkileri
sebebiyle 6nemlidir. Igerisinde ¢ok miktarlarda bakir, arginin, potasyum, fosfor, demir,
klor, kalsiyum, sodyum ve magnezyum bulunur (Conner, 1997; Kiinsch vd., 1999; Morini
ve Maga, 1995; Yilmaz, 2010).

Literatlir ~ verilerinde kestanenin degisken kimyasal 0zelliklerinin  oldugu
goriilmektedir. Kestane bulundugu ¢evre ve biiyiime kosullarina gore fenolik bilesenler
bakimindan degisiklik gosterir ayrica kestanenin protein igerigi de yetistigi topragin

cinsine gore degisiklik gostermektedir (Ferreira-Cardoso vd., 1999).
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Kestane ve ¢igegi viicuda enerji ve kuvvet verir, cinsel giicii arttirir. Zihinsel ve
bedensel yorgunlugu giderir. Hastalarda iyilesme siirecini hizlandirir. Kan dolagimin
diizenler ve kan akisin1 hizlandirir. Kandaki kolesterol oranini diisiiriir. Varis ve hemoroid

sikayetlerini azaltir, ishali keser. Mideye ve karacigere de faydalidir (URL-1, 2007).

1.10.7. Sar1 Cicekli Orman Giilii (Rhododendron luteum)

Bitkiler aleminin, tohumlu bitkiler boliimiide yer alan orman giilleri, Fundagiller
(Ericceae) ailesine bagli 800 kadar tir igeren Rhododendron cinsine ait olan odunsu,
cicekli bitkilerin ortak adidir. Farkli ¢icek ve yaprak yapilart olan orman giillerinin yaprak
doken veya yaprak dokmeyen tiirleri mevcuttur. Tiirkiye’de dogal olarak yetistigi bilinen
orman giilleri arasinda kisin yapragini doken tek tiir Rhododendron luteum (Sar ¢igekli
orman giilii)’dur (Kii¢iik, 2005a). Halk arasinda “zifin, sar1 agu, ¢ifin, egri ¢igegi,” olarak
da isimlendirilmektedir (Avct, 2004) (Sekil 13).

Sekil 13. San ¢igekli orman giilii (Rhododendron luteum)

Orman giilleri; tiirlerinin bol ¢i¢ek tasimasi, uzun bir ciceklenme donemine sahip
olmasi ve bol nektarli olmasimin yaninda yaprak, nektar ve polenlerinde bulunan
mineraller, fenolik bilesikler ve grayanotoksinler nedeniyle bal {iretimi agisindan oldukca
onemli bir bitkidir (Ceter ve Gliney, 2011).

Orman gilii nektar1 igerdigi grayanotoksin maddesinden dolayr zehirlidir.
Zehirlenmeler nadiren de olsa gerceklesir ve “rhododendron zehirlenmesi, grayanotoksin
zehirlenmesi veya bal zehirlenmesi” diye adlandirilir. Arilar bal {iretimi esnasinda bitkinin

cicek kismindan aldig1 zehirli “Andromedotoksin” tiirevlerini polen ve nektar ile birlikte
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bala tasirlar. Bu bala halk arasinda “tutar bal, ac1 bal, deli bal” denir ve toksik etkisinden
dolay1 zehirlidir (Kiigiik, 2005b).

Deli bal, uygun bir dozda alindig1 takdirde, yapisinda yiiksek oranda fenolik madde
iceriginden dolay1 gii¢lii antioksidan, antimikrobiyal etki gosterir ve mide agrisi, bagirsak
bozuklugu, seker hastaligi, yiiksek tansiyon, kroner kalp rahatsizliklar1 gibi  bazi
hastaliklara karsi alternatif tipta kullanilir. Ayrica cinsel agidan uyarici etkisinin oldugu da
sanilmaktadir (Dilber vd., 2002; Gunduz vd., 2006). Buna karsilik fazla yenildiginde suur
bozuklugu, tansiyon diistikliigii, istahsizlik, bulanti, kusma, ishal ve halsizlik gibi
zehirlenme belirtileri gosterir (Baytop vd., 1989). Hatta 6liimle sonuc¢lanan vakalar dahi
mevcuttur.

Baz1 ormangiilii ballarinin fenolik icerik kompozisyonu hakkinda yapilan bir
calismada, tiim bal o6rneklerinde p-hidroksi benzoik asit bilesenine rastlanmis ve bu bilesen
major bilesen olarak degerlendirilmistir (Sahin vd., 2017).

Deli balin (R. ponticum) streptozosin ile uyarilmis diyabetik ratlarda yara iyilesmesi
iizerine antioksidan ve anti-enflamatuar etkilerinin incelendigi baska bir ¢alismada ise deli
balin yara dokusunda inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttigi, ayrica kollajen sentezi ve
epitel olusumunu hizlandirarak yara iyilesmesine katkida bulundugu gézlenmistir (Malkog
vd., 2016).

Orman giilii bitkisi giiclii antiseptik 6zellik gosterir. Ancak tehlikeli ve zehirli oldugu
icin haricen kullanilmasi 6nerilir. Bitkinin yapraklarinin suda kaynatilmasiyla elde edilen

karigim yara ve iltithapli yerlerin tedavisinde pansuman amach kullanilir. (Karadeniz,

2004).

1.10.8. Reyhan (Feslegen) (Ocimum basilicum L.)

Reyhan (Ocimum basilicum L.) bitkisi Lamiaceae (Ballibabagiller) ailesi Ocimum
cinsine ait daha ¢ok baharat olarak tercih edilen, ugucu yag: kiymetli aromatik bir bitkidir.
Ocimum basilicum tiirleri Tiirkiye’de reyhan veya feslegen olarak bilinmektedir (Baytop,
1999).

Reyhan fenolik bilesenler bakimindan zengin bir bitkidir. Yapilan arastirmalarda,
Tiirkiye’deki Reyhan bitkisi genotiplerinin taze ve kuru yapraklarmin gallik asit,

rosmarinik asit ve sisorik asit gibi fenolik maddeler bakimindan zengin oldugu ve bu
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sayede antioksidan aktivitelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir (Telci vd., 2005) (Sekil
14).

Sekil 14. Reyhan (Ocimum basilicum L.)

Reyhanin ugucu yagi, kozmetik, parfiim, sampuan, sabun ve dis temizlik {irlinlerinin
yant sira gida endiistrisinde ve hatta geleneksel tipta da yaygin olarak kullanilmaktadir
(Simon vd,. 1999).

Reyhan ile ilgili yapilan ¢alismalarda fonksiyonel olarak bir¢ok faydasi oldugu tespit
edilmistir. Bitkinin ¢i¢ekli dallarindan elde edilen ugucu yag, tipta balgam soktiiriicii, idrar
soktiirticli, gaz soktiiriicli, yatistirict, idrar yollar antiseptigi, mide rahatsizliklarinda agr
dindirici, solucan distirlicii, Okstiriik kesici, sakinlestirici, agiz ve dis sikayetlerinde,
solunumla ilgili rahatsizliklarda, ishal ve kronik dizanteride ve mantar hastaliginin
tedavisinde etkilidir. Kabizlig1 onler, burun kanamasini keser, yorgunluk ve uykusuzluga
iyi gelir. Sara, migren, fel¢, siirmenaj ve nefes yollar1 hastaliklarinda kullanilir (Asimgil,
1996). Ayrica geleneksel olarak anne siitiinii arttirma amaglida kullanilmaktadir (Amrani

vd., 2006).

1.10.9. Mersin (Murt/Hambelez) Meyvesi (Myrtus communis L.)

Mpyrtaceae ailesine ait Mersin (Myrtus communis L.) Akdeniz bolgesinde
kendiliginden yetisen tibbi bir bitkidir ve antik caglardan giinlimiize kadar insanlar
tarafindan gida endiistrisinde ve tibbi amagli olarak kullanilmistir (Atzei, 2003).

Myrtus communis lilkemizde ¢ogunlukla “Mersin” adiyla biliniyor olmasima ragmen
ozellikle giliney sahillerinde “murt”, “hambeles” ve “adi mersin” adlariyla da anilmaktadir

ve bazi yorelerde ise yapragina “bahar” denilmektedir (Ogur, 1994) (Sekil 15)
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Sekil 15. Mersin (Myrtus communis L.)

Mersin bitkisi yapisinda fazla miktarda fenolik bilesik bulundurur. Aragtirmalara
gore mersin meyvesi ve ekstraktlarinin yapisinda bulunan fenolik bilesiklerin
antosiyaninler ve flavonoidler oldugu belirlenmistir. Flavonoidler igerisinde de flavonol
(kamferol, mirisetin, kuersetin) tiirii bilesiklerin ve bu bilesiklerin glikozitlerinin fazla
miktarda oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda fenolik asit (ellajik asit, gallik asit) ve
flavanol (katesin, epikatesin ve tiirevleri) tiirii bilesiklerin de bulundugu tespit edilmistir
(Montoro vd., 2006). Meyve kisminda ayrica ugucu yag, sekerler, tanen ve organik asitler
(malik ve sitrik asit) de bulunmaktadir. Mersin bitkisinin yapraklari ise; ugucu yag (% 0.3-
0.5), tanen (% 14-19), flavonoidler ve ac1t maddeler igermektedir (Baytop, 1999).

Mersin bitkisinin yapraklar1 ve geng¢ dallar1 kullanilarak gerceklestirilen inflizyonlar,
sedef hastalifi, egzama, astim, ishal, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve gastrointestinal
bozukluklarin tedavisinde kullanilir (Ziyyat vd., 1997). Yapraklar1 kaynatilarak, solunum
yolu hastaliklarinda, lavmanlarda ve vajinal yikamada kullanilirken (Marchini ve
Maccioni, 1998), meyveler kaynatilarak antidiyareik, antihemoroidal ajanlar ile agiz ve
g0z hastaliklarinin tedavisinde kullanilir (Ziyyat vd., 1997). Cigekleri ise varise kars1 kilcal
losyonlar yapmak i¢in kullanilir (Le Floch, 1983).

1.10.10. Kokulu Uziim (izabella Uziimii) (Vitislabrusca L.)

Uziim, sarap yapiminda kullanilan, taze ve kuru olarak tiiketilebilen diinyanin en
onemli meyvelerinden birisidir. “Kokulu tiztim, kokulu kara {liziim, izabella, ¢ilek iiziimii,
siyah iizlim, Amerikan Uizimii” gibi isimlerle anilan Vitis labrusca L., Karadeniz
bolgesinin sahil kesiminde yetismektedir. Serin ve nemli iklim tipine sahip bolgelerde

dogal olarak yetismektedir (Abe vd., 2007) (Sekil 16)
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Sekil 16. Kokulu tliziim (Vitis labrusca L.)

Bizanslhlar doneminde sarap yapiminda kullanilan {iziim, giiniimiizde en fazla taze
olarak tiiketilmekle birlikte; meyve suyu, sira, pepecura, recel, pekmez, marmalet
yapimlarinda kullanilmaktadir (Celik, 2004).

Kokulu iiziimiin meyvesi ve yapraklarn {lizerinde yapilan c¢alismalarda bu bitkinin
organik asitler, fenolik bilesikler, lipidler, vitaminler (B, C), mineraller, monosakkaritler
ve tlirevleri, terpenik bilesikler, azotlu bilesikler, enzimler, tanenler, antosiyaninler ve
flavonoidlerce zengin oldugu sonucuna ulasilmistir (Abe vd., 2007; Aburjai ve Natsheh,
2003; Vaudano vd., 2004; Luan vd., 2005). Bunlardan fenolik bilesikler oldukc¢a 6nemlidir.
Pigment ve tanenler kokulu {iziimiin baglica fenolik gruplaridir. Bu gruplar meyve kabugu
hiicrelerinde bulunurlar ve meyvenin renginin ve tadinin belirlenmesinde Onemlidir.
Kokulu iiziimde bulunan fenolik bilesiklerin, antiradikal ve antioksidan etkilerinin ¢ok
olmasinin yanisira insanlar lizerinde etkili olan bakterilere karsi antibakteriyal etkilerinin
oldugu da tespit edilmistir (Jayaparakasha vd., 2003; Baydar vd., 2006; Baydar vd., 2007).

Kokulu iiziim bagta astim olmak {iizere bir¢ok solumum yolu enfeksiyonlarinda
etkilidir. Antikoagiilan etki gostererek kilcal damarlarda yagl bilesiklerin birikmesini
onler, kalp krizi riskini ve meme kanseri riskini azaltir, sindirim sistemi hastaliklarinda
kullanilir (Wulf ve Nagel, 1978; Murthy vd., 2002; Jayaparakasha vd., 2003; Baydar vd.,
2006; Abe vd., 2007). Bu etkilerin yaninda kokulu {iziimiin kabuklarinda bulunan
resveratrol adindaki maddenin basta 16semi olmak {izere kanser vakalarinda etkili oldugu

gbzlenmistir (Giider, 2012)
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1.10.11. Yaban Mersini (Ligarba) (Vaccinium myrtillus)

Diinyada organik madde ve asit bakimindan zengin topraga sahip iliman iklim

kosullarinda yetisen yaban mersini, Ericaceae (fundagiller) ailesine ait Vaccinium cinsi

bitkilerdendir (Celik ve Odabas, 2007) (Sekil 17)

Sekil 17. Yaban Mersini (Vaccinium myrtillus)

Ingilizce’de “blueberry” seklinde isimlendirilen Yaban  mersini  Karadeniz
Bolgesinde Rize’de likapa, kaskanaka, dal likapasi, yer likapasi, nsela, angela; Artvin’de
motsvi, mahabak, morsvi, merhauk; Trabzon’da ligarba, lifos, lifor; Ordu ve Giresun
cevresinde dag cilegi veya calicilegi; Ardahan’da g¢oban iiziimii, ay1r liziimi ve gogen
seklinde de adlandirilmistir.

Meyvenin mavi-mor renkli olmasinin nedeni icerdigi fenolik bilesik olan
antosiyaninlerdir (Agaoglu, 1986). Bitki fenolik asitler (ellajik asit, hidoksinnamik asit ve
benzoik asit) ve flavonoidler (flavan-3- ol, flavonol, proantosiyanin ve antosiyanin)
bakimindan zengindir (Howell vd., 2010). Ayrica bitkinin meyve ve yapraklarinda meyve
asitleri; sitrik asit, kinik asit, malik asit ve diger meyve asitleri; tanenlerden de o6zellikle
katesin tanenleri, kuersetin, gallik asit, mirisetin ve diger asit tiirevlerinin yaninda en fazla
C vitamini olmak iizere vitamin ¢esitleri bulunmaktadir (Nakajima vd., 2004).

En yliksek oranda antioksidan madde iceren Yaban mersini viicudu kansere karsi
korur, kalp krizi olasiligin1 azaltir, viicuttan yagli bilesiklerin atilmasini saglar, taze
tikketilmesi durumunda kani temizler, kan sekeri ve kandaki kolesterol oranini diistirtir,
bagirsak faliyetlerini diizenler, gozlerde gérme kabiliyetini arttirir ve géz yorgunlugunu
giderir, hemeroit ve varisi iyilestirir. Kabizlik, mide kramplari, bulant1 ve iilseri onler.
Iltihaplarl temizler, idrar yolu hastaliklarina iyi gelir (Anonymous, 2002; Celik, 2005; Batu
ve Kirmaci, 2006)
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1.10.12. Aronya (Chokeberry) (Aronia melanocarpa)

Ulkemizde fazla taninmayan Aronya meyvesi iiziimsii bir meyvedir. Aronya
Rosaceae ailesine ait Aronia cinsi bitkiler igerisinde yer almaktadir. Aronya zengin
iceriginin yaninda insanlarin sagligina ve beslenmesine katkisindan otiirii “siiper meyve”

adiyla da bilinmektedir (Fidanci, 2015) (Sekil 18).

Sekil 18. Aronya (Aronia melanocarpa)

Dogal koruyucu ve sifa kanagi olarak bilinen Aronya meyvesi bir¢cok kimyasal
bilesen icermektedir. Kimyasal olarak neoklorogenik, klorogenik, sitrik, malik, tartarik asit
gibi organik asitler bakimindan zengindir. Meyvesi c¢ok yiiksek diizeyde antosiyanin ve
polifenol icermektedir. Olduk¢a fazla miktarda K, Zn minerelleri bulunur, bunun yaninda
Na, Ca, Mg, Fe gibi diger minerelleri de igerir, vitamin olarak A, B1, B2, B6, C, E, K, ve
folik asit icerir. Igerdigi tanenler sayesinde viriislere karsi koruryucu ozelliktedir.
Aronyanin ORAC (oksijen radikalleri absorbans kapasitesi) degeri diger {iiriinlerlerden ¢ok
daha yiiksektir. Dogal antosiyanin bakimindan en zengin meyvedir. Antosiyaninler saglik
bakimindan ¢ok 6nemlidir.

Aronya, yiiksek oranda biyolojik aktivite gOstermesi sebebiyle Rusya’da tibbi bir
bitki olarak goriiliir. Soguk algimligi, karaciger, bagirsak, safra kesesi ve mide hastaliklart
icerisinde olmak {iizere bir ¢ok hastalifin tedavisinde ve radyasyon zehirlenmesinde
kullanilmaktadir (Tolic, 2017). Ayrica Aronya; kan basincini ayarlar, kan sekeri seviyesini
diizenler, bagisiklig1 giiclendirerek gribal enfeksiyonlar ve soguk alginligina karsi
metabolizmay1 gii¢lendirir (Hannan, 2013; Fidanci, 2015). Parkinson gibi sinir sistemi
hastaliklarinda, hiicre yenileme o6zelligi gostererek bu hastaliklar1 tedavi edebilecegi

diistiniilmektedir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Cahismada Kullanmilan Cihaz ve Gerecler

Yapilanan analizlerde kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihaz ve geregler, marka / modelleri

Cihaz Adx Marka / Model
HPLC IKA, China
Evaporator Elite LaChrom, Hitachi, Japonya
Calkalayici Heidolph
96 well plate Thermo Fisher

Specra Max M2(Molecular

Mikroplate okuyucu .
Devices)

UV-VIS Spektrofotometre Spectrophotemeter, USA

Etliv Binder ED 53, Germany
Karistiric1 Su Banyosu Niive, ST402, Ankara, Tiirkiye
Manyetik Karistiric IKA, China

Vorteks Karistirici Labnet VX 100, Inc. NJ, USA
Yar1 otomatik Pipet Eppendorf

Hassas Terazi IKA, China

2.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Caligmada kullanilan ¢oziicliler analitik saflikta olup, Sigma-Aldrich firmasindan
temin edildi. Metanol, asetonitril, dietileter, glasial asetik asit ve etil asetat Merck,
Darmstadt, Almanya’dan temin edildi. Calismada kullanilan tiim fenolik standartlar, gallik
asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, katesin, mirisetin, kafeik asit, siringik asit,
kuersetin, epikatesin, ferulik asit, rutin ve kafeik asit fenil ester Sigma-Aldrich Chemie,

Almanya’dan temin edildi. Calismada kullanilan kimyasallar, TPTZ, FeSOs4, Folin
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Ciocalteu reaktifi, Troloks Merck’den temin edildi. Nitrik oksit sentaz aktivite tayin kiti

ise Bio Vision firmasindan temin edildi.

2.3. Cahsmada Kullanmilan Ar1 Uriinleri ve Bitkisel Uriinler

Yapilan analizlerde kullanilan tiriinler Tablo 2 ve Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan ar1 iirlinlerinin numune adi, kodu ve temin edildigi yer

Numune

Kadu Numune Adi Temin Edildigi Yer
1 Kestane bali Ardesen, Rize
2 Cigek bali Kirikkale
3 Deli bal Findikli, Rize
4 Deli bal Rize
5 Polen Ardesen, Rize
6 Polen Genek, Glimiishane
7 Propolis Erzurum

Tablo 3. Kullanilan bitkisel iiriinlerin numune adi, kodu ve temin edildigi yer

Numune

Ko Numune Adi Temin Edildigi Yer
8 Ihlamur (Tilia) Akgaabat, Trabzon
9 Kestane cicegi (Castanea sativa Mill.) Trabzon
10 Cay (Camellia sinensis) Hemsin, Rize
11 Aronya (Aronia melanocarpa) Trabzon
12 Kokulu liziim (Vitislabrusca L.) Magka, Trabzon
13 Mersin (Myrtus communis L.) Mersin
14 Yaban Mersini (Vaccinium myrtillus) Tonya, Trabzon

15 Sar1 ¢igekli orman giilii (Rhododendronluteum) Trabzon

16 Reyhan (Ocimum basilicum L.) Malatya
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2.4. Ekstraktlarin Hazirlanisi

Mersin, Aronya, Yaban Mersini, Kokulu {iziim , Polen (Genek)ve Bal 6rnekleri yas
halde direk kullanilirken, Reyhan, Cay, Kestane c¢icegi, sar1 ¢igekli orman giilii, Thlamur,
Polen (Ardesen) ve Propolis gibi 6rnekler kurutularak kullanilmustir.

Belirli bir miktarda tartilan numuneler i¢in metanolik ekstraktlar hazirlanmistir.
Uygun miktarda tartilan Ornekler 24 saat boyunca c¢alkalayicida tutulduktan sonra,
oncelikle kaba silizge¢ kagidindan daha sonra Whatman mavi bant silizge¢ kagidindan
stiziilmiis ve bu siiziintiiler antioksidan ve enzim aktivite tayinlerinde kullanilmak iizere
cam siselere konularak +4 °C’ de analizlere kadar muhafaza edilmistir (Sekil 19) (Sekil
20).

Sekil 20. Analizlerde kullanilan ekstraktlar
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2.5. Antioksidan Tayinler

2.5.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Analiz Slinkard ve Singleton (1977) metoduna gore gergeklestirildi. Toplam fenolik
madde tayininin esasi fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu  ayracini
indirgeyip kendilerinin oksitlenmis forma doniistiigli redoks reaksiyonuna dayanmaktadir.
Folin-Ciocalteu ayract burada oksitleyici bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon
sonucunda indirgenmis ayracin olusturdugu mavi rengin absorbansinin Odlglilmesiyle,
analizi yapilan ornekteki fenolik bilesiklerin toplam miktarlarinin hesaplanmasi miimkiin
olmaktadir. Olusan kompleksin renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru

orantili olup, 760 nm’de absorbans verir. Pipetlemeler Tablo 4’deki gibidir.

Tablo 4. Toplam polifenol tayininde yapilan pipetleme islemleri

Kor Standart  Numune
Destile Su 0,7 mL = -
Standart (degisik kons.) - 0,68 mL -
Numune - - 0,68 mL
0,2 N Folin Reaktifi 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

Tiipler karistirihip, 3 dakika bekledikten sonra

%10 NaxCOs 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

2 saatlik inkiibasyondan sonra 760 nm’de absorbans okunur.

Standart olarak fenolik birbilesik olan gallik asit kullanildi (Slinkard ve Singleton,
1977; Singleton ve Rossi, 1965). Gallik asidin metanolle farkli konsantrasyonlar1 (1-0,5-
0,25- 0,125- 0,0625- 0,03125 mg/mL) hazirlanip 760‘nm de absorbanslart okundu.
Konsantrasyona karst absorbans grafigi ¢izildi. Numunenin 100 grami basina, mg gallik
asit esdegeri [mg GAE (Gallik Asit Esdegeri)/100g] olarak fenolik madde miktar
hesaplandi.
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2.5.2. FRAP (Fe* * indirgeme Antioksidan Giic) Tayini

Bu tayinin esas1 Fe(Ill) komplekside yer alan Fe(III) iyonunun antioksidan bir madde
varhiginda indirgenmesi olayidir. Diisiik pH’da ferrik tripiridiltriazin kompleksi (Fe**—
TPTZ = 24,6-tris (2-pyridly)-S-triazin) antioksidanlarin etkisiyle mavi renkli ferrdz
kompleksine ( Fe*- TPTZ) indirgenir (Sekil 21). Olusan kompleksin 593 nm’de
absorbanst Olciiliir. Bu metotta elektron vermenin antioksidanlarin toplam indirgeme

kapasitesiyle lineer oldugu varsayilir (Benzie ve Strain, 1996).

Fe(Ill) - TPTZ + indirgen antioksidan— Fe(Il) — TPTZ (593 nm’de siddetli mavi renk)|

Sekil 21. Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu

Ar iriinleri ve dogal tiriinlerin antioksidan kapasitesinin dl¢iilmesinde FRAP (Ferric
reducing antioxidant power) yontemi ¢ok kullanilan bir yontemdir (Benzie ve Strain,
1996). Kalibrasyon i¢in Troloks’un degisen konsantrasyonlari (31,25- 62,5- 125- 250-
500- 1000 uM) kullanilarak ¢alisma egrisi hazirlandi. 100 uLL numune {izerine 3mL FRAP
reaktifi [300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCls (10: 1: 1)] eklendi.
4 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar okundu. Sonuglar ayni sartlarda test edilmis
standart Troloks’ la karsilagtirlmali olarak bulundu ve pmolTE/g numune esdegeri

antioksidan gii¢ olarak ifade edildi. Pipetlemeler Tablo 5°deki gibidir.



35

Tablo 5. FRAP tayininde kullanilan pipetleme iglemleri

Reaktif = Numune Renk Numune Renk

Tamk TamkTiipii TamkTiipii Standart  Numune
Tiipii (Metanol) (Su)
FRAP Reaktifi 3 mL - - 3ml 3 mL
Numune - 100 pL 100 pL. - 100 puL
Troloks 100 uL
(Degisen kons.) ) ) ) H )
Destile Su 0,1 mL - 3 mL - -

4 dk sonra 593 nm’de absorbans okunur.

Renk Korii test(met): Metanolde ¢dziinen numune icin renk korii

2.5.3. DPPH* Radikal Temizleme (Siipiirme) Aktivitesi Tayini

DPPH" radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sekil 22) sentetik olarak {iretilen bir
radikal olup (Cuendet vd., 1997) calismalarimizda bu radikalin 4 mg/100 ml metanolik
cozeltisi kullanilmigtir. Esit hacimde (750 uL) DPPH® ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltileri
karigtirilip oda sicakliginda 50 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda DPPH*’in
maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanlar okundu. Kor olarak DPPH* ¢ozeltisi
ve numunenin ¢0zildigli c¢oziici kullanildi. Bulunan absorbanlara karsilik gelen
konsantrasyonlar grafige geg¢irilerek maksimum absorbansi yariya indiren numune

konsantrasyonu SCso degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi. Pipetleme islemi Tablo 6’daki

gibidir.

Tablo 6. DPPH* yontemi i¢in yapilan pipetleme islemleri

Numune Tanik Reaktif Tamk Numune
Tiipii Tiipii
Numune (Degisik kons.) 750 uL 750 uL
Metanol 750 uL 750 uL -
DPPHe- (100 pM) - 750 uLL 750 uL

50 dk. Siire sonunda 517 nm’de absorbans okunur.
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Sekil 22. 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil

2.6. HPLC-UYV ile Fenolik Bilesenlerin Tayini

Bu tayin i¢in tartilan 6rnekler %99°luk methanolde 24 saat ekstrakte edildi. Bunun
icin calkalayicida 24 saat metanolde ektraksiyona tabi tutuldu, metanolik faz siizgeg
kagidi ile siiziildli, siiziintliniin ¢6ziiclisii doner buharlastiricida uguruldu ve kalan
ekstrakt kalintisi, pH’s1 2 olan 10 mL saf sudagoziildii.Daha sonra 3’er defa 5 mL’lik
hacimle 6nce dietileter sonra etilasetat ile ekstraksiyon islemi gerceklestirildi.

Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen ekstraktlar evoparator balonlarina alindi ve
coziiciileri 45 °C’deki doner buharlastiricida uzaklastirildi (Sekil 23). Balon igerigi 2 mL
metanolle ¢oziilerek ekstraktlar 0,45 pm filtreden gecirilip HPLC-UV ile fenolik bilesen
analizleri yapild1 (Sekil 24).

Sekil 23. Coziiciisti ugurulmus ekstraktlar
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Sekil 24. Filtreden gecirilen metenolik ekstraktlar

HPLC-UV analizi 280-315 nm dalga boyunda UV-VIS dedektor ile donanimli (Elite
LaChrom Hitachi, Japonya) HPLC sisteminde yapilmistir. Analizler ters faz Cis kolonu
(150 mm x 4,6 mm, Sum; Fortis) kullanarak ve asetonitril, su ve asetik asitle gradient
program uygulanarak gerceklestirildi.

A rezervuarinda %?2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda %70-30 asetonitril—
saf su bulunan gradient program kullanilmistir. Ayrica numune ve standartlarin enjeksiyon
hacmi 20 pL’ye, mobil faz akis hiz1 0.75 mL.dk "’ya ve kolon sicaklig1 kolon firiinda 30

°C’ye ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu saglanilmistir (Can, 2015).

2.7. Nitrik Oksit Sentaz Aktivite Tayini

NOS enzimleri araciligr ile olusan NO* serbest radikali biyolojik dokularda bir dizi
reaksiyona girer ve {riin olarak nitrit ve nitrat’a donisiir. Nitrit Ol¢iimi igin
kullanilabilecek yontemlerden birtanesi de spektroskopik Griess yontemdir ve ilk kez
1879'da Griess tarafindan agiklanmistir.

Griess yontemi, nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin ile (siilfanilamit)
diazotizasyonu ve N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorit ile mor renkli bir azo iriini

olusturmasi esasina dayanir (Green vd., 1982) (Sekil25).



38

T~ NH2 it

N-(1-naphthyljethylene- sulphanilic acid chromophoric azo
diamine compound

Sekil 25. Griess reaksiyonu

Bu caligmada saf olarak satin alinmig enzim kullanilmistir.

50 uM standart ¢alisma soliisyonu elde etmek i¢in 5 ul seyreltilmis 10 mM nitrit
standardindan 995 ul Assay buffer’a eklendi, iyice karistirildi. 0, 250, 500, 750, 1000 ve
1250 pmol/kuyu Nitrit Standardi olusturmak i¢in 96-kuyucuklu bir plaka i¢inde bir dizi
kuyucuk i¢ine standart ¢aligma ¢ozeltisinden 0, 5, 10, 15, 20 ve 25 ul eklendi (Sekil 26).

Sekil 26. Nitrik oksit sentaz aktivite tayini ¢aligsmasi

NOS test tamponu ile hacmi 60 pl/kuyucuga ayarlandi. NOS aktivitesi i¢in 96
kuyucuklu bir plakada istenen kuyulara 30-60 ul (200-400 pg) enzim eklendi. Belirlenen
kuyulara seyreltilmis NOS enziminden 5-10 pl eklendi. Numune hacmi kuyucuklarinin
hacmi NOS Assay Buffer ile 60 ul/kuyucuk seklinde tamamlanda.

Analiz edilecek kuyu sayisi (standartlar ve numune) i¢in yeterli reaksiyon karigimi
hazirlandi. Her kuyucuk i¢in 45 pl reaksiyon karisimi hazirlandi.

Dilue NOS Kofaktor 1 - 10 pl

NOS Kofaktor 2 (1X) - 20 pl

NOS Substrat - 5 pl

Nitrat Rediiktaz - 5 ul
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Reaksiyon karistminin 40 pl’si standart ve numune kuyucuklarina eklendi ve iyice
karistirildiktan sonra 1 saat 37 © C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, NOS Assay
Buffer’ dan 95 pl, standart ve 6rnek kuyucuklarina eklendi ve ardindan her bir kuyucuga 5
ul enhancer eklendi. 10 dakika boyunca oda sicakliginda karistirildi ve inkiibe edildi.

Griess Reaktifi 1’in 50 pl ve Griess Reaktifi 2°’nin 50 pl” si standart ve numune
kuyularina eklendi ve 10 dakika karigtirillarak inkiibe edildi. Bir mikroplaka okuyucusu
kullanarak absorbanst (540 nm) okundu ve nitrit standart egrisi ¢izildi ve bu grafikten

faydalanilarak 6rneklerdeki nitrit miktar1 hesaplandi.



3. BULGULAR
3.1. Antioksidan Aktivite Calismalar:

Bu tez calismasinda 16 ayr1 Ornek i¢in yapilan analizler sonucunda antioksidan
aktivite seviyeleri belirlenmistir. Bu testlerde UV spektrofotometrik yontem kullanilmistir.
Orneklerin metanole ekstraksiyonlar1 sonucunda hesaplanan toplam  polifenol
mgGAE/100g olarak, FRAP degeri umolTE/g olarak ve DPPHe degeri SCso, mg/mL

olarak hesaplanmis ve sonuglar1 Tablo 7 ve Tablo 8’de verilmistir.

3.1.1. Toplam Fenolik Madde Testi Sonucu

Analizler i¢in baz1 dogal Orneklerin metanolik ekstraklart hazirlanarak toplam
fenolik madde miktar1 gallik asit standardi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen 760
nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri x-ekseninde olacak
sekilde bir standart ¢alisma grafigi hazirlandi. Elde edilen standart calisma grafiginde
absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru denklemi y = 0,637x +
0,062 ve R? degeri 0,982 olarak tespit edildi (Sekil 27). Hazirlanan standart ¢alisma grafigi
kullanilarak 100 g 6rnegin icerdigi fenolik madde igerigi mg cinsinden gallik asit esdegeri

olarak belirlendi.

Toplam Polifenol Kalibrasyon Grafigi

1
E os
S
c
(’3 O T T 1
=
< 0 0.5 1 15

Gallik Asit Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 27. Toplam fenolik madde kalibrasyon grafigi
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Yapilan toplam polifenol analizi sonuglar1 Tablo 7 ve Tablo 8’de goriildiigii gibidir.
Tiim ornekler arasinda sar1 ¢igekli orman giiliiniin 4241,15+41 mgGAE /100g numune
degeri ile en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Art iriinleri
icerisinde en yiliksek antioksidan aktivite degeri ise 3859,06+192,17 mgGAE /100g
numune degeri ile propolis (Erzurum) drnegine aittir. Bal 6rnekleri arasinda 150,48+1,76
mgGAE /100g numune degeri ile deli bal (Rize), polen Ornekleri arasinda ise
1552,26+111,76 mgGAE /100g numune degeri ile polen (Ardesen, Rize) 6rneginin daha
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Ornekler igerisinde en diisiik
antioksidan aktivitenin ise 22,24+0,65 mgGAE /100g numune degeri ile ¢icek bali’na ait

oldugu goriilmiistiir.
3.1.2. FRAP Testi Sonucu

FRAP, “Ferric Reducing Antioxidant Power” yontemi olarak adlandirilan yontemde
Fe(III)-TPTZ kompleksinin indirgeme potansiyelleri 6lciildii ve bu yéntem ile 1 mmol.L!
Troloks esdegeri, demir(Ill) indirgeme yetenegine sahip antioksidan konsantrasyonu
belirlendi. Kalibrasyon ig¢in troloksun farkli konsantrasyonlari kullanilarak olusturulan

standart ¢alisma grafigi asagida verilmektedir (Sekil 28).

FRAP Kalibrasyon Grafigi

0.8
0.6
0.4
0.2

Abs.(593nm)

200 400 600

Konsantrasyon (umol Trolox)

Sekil 28. FRAP kalibrasyon grafigi

Orneklerin FRAP testi sonuglart Tablo 7 ve Tablo 8’deki gibidir. Tablolarda
goriildiigli gibi yapilan FRAP analizi sonucunda en yiiksek aktivitenin 309,714+2,79
umolTE/g numune degeri ile propolis (Erzurum) 6rnegine ait oldugu gozlenmistir. Bal

ornekleri arasinda 1,15+0,13 umolTE/g numune degeri ile deli bal (Rize), polen 6rnekleri
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arasinda ise 17,834+0,72 pmolTE/g numune degeri ile polen (Ardesen, Rize) 6rneginin
daha yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bitkisel 6rneklere bakildiginda
ise en yiiksek antioksidan aktiviteye 127,76+2,08 pumolTE/g numune degeri ile cay
6rneginde rastlanmistir. Ornekler icerisinde en diisiik antioksidan aktivitenin ise 0,42+0,01

umolTE/g numune degeri ile ¢igek bali’na ait oldugu goriilmiistiir.

3.1.3. DPPH"* Testi Sonucu

DPPH?* radikali (2,2-difenil-1-pikhidrazil) ticari olarak satin alinabilinen bir radikal
olup, radikal temizleme aktivitesinde ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun ig¢in
Ornegin x-ekseninde artan numune konsantrasyonuna karsi, y-ekseninde 517 nm’deki
absorbans degerleri grafige gegirildi. Bu grafikten faydalanilarak maksimum absorbansin
yarisina karsilik gelen numune konsantrasyonu SCso degeri olarak ifade edildi. Buradan
antioksidan aktivite, numunelerin mg/mL cinsinden SCso degerleri belirlenerek
karsilagtirma yapilmstir.

DPPH* radikali temizleme aktivitesi tayininde kiigiikk SCso degeri yiliksek radikal
temizleme kapasitesini gostermektedir. Aslinda ne kadar az 6rnekle ne kadar fazla radikal
temizlenebiliyorsa Ornegin antioksidan giliciiniin o kadar fazla oldugu anlamina
gelmektedir. Orneklerin DPPH® testi sonuglar1 Tablo 7 ve Tablo 8’deki gibidir ve bu
oneklerin DPPH* testi sonuclarina bakildiginda en yiiksek radikal temizleme aktivitesi
0,005+0,00 mg/mL degeri ile propolis (Erzurum) 6rneginde tespit edilmistir. Bal 6rnekleri
arasinda 0,061+£0,00 mg/mL degeri ile c¢icek bali’nin, polen Ornekleri arasinda ise
0,61£0,02 mg/mL degeri ile polen (Ardesen, Rize) Orneginin daha yliksek radikal
temizleme aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bitkisel 6rneklere bakildiginda ise en
yiiksek radikal temizleme aktivitesi 0,077+0,00 mg/mL degeri ile reyhan 6rneginde tespit
edilmistir. Ornekler icerisinde en diisiik radikal temizleme aktivitenin ise 24,77+1,02

mg/mL degeri ile kestane bali’na ait oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 7. An tiriinlerinin antioksidan aktivite sonuclari

Kodu Numune Adi (meGAE/100g) (umolTE/g) (SCsomg/mL)
1 Kestane bali (Ardesen, Rize) 85,00+0,09 0,76+0,01 24,77+1,02
2 Cicek bali (Kirikkale) 22,24+0,65 0,42+0,01 0,061+0,00
3 Deli bal (Findikli, Rize) 49,28+0,33 0,47+ 0,05 3,93+0,11
4 Deli bal (Rize) 150,48+1,76 1,15+0,13 1,14+0,14
5 Polen (Ardesen, Rize) 1552,26+111,76 17,83+0,72 0,61+0,02

6 Polen (Genek, Glimiishane)  492,40+51,72 2,65+0,13 3,79+0,09

7 Propolis (Erzurum) 3859,06£192,17 309,71+2,79  0,005+0,00

Tablo 8. Bitkisel iirlinlerin antioksidan aktivite sonuglari

Numune Numune Ady Toplam Polifenol FRAP DPPH*
Codu (mgGAE/100g) (umolTE/g)  (SCsomg/mL)

8 Ihlamur (Akg¢aabat, Trabzon) 645,63+46,58 52,62+1,02  0,23+0,01

9 Kestane Cigegi (Trabzon) 3834,99+126,71 94,91+0,73  0,16+0,01

10 Cay (Hemsin, Rize) 3946,47+8.,37 127,76+2,08 0,35+0,01

11 Aronya (Trabzon) 3041,66+£92,18  60,87+1,55  0,292+0,00
12 Kokulu Uziim (Magka, Trabzon)  993,40+6,31 9,056+0,15 1,91+0,03

13 Mersin (Mersin) 328,14+9,35 5,63+0,39 3,15+0,01

14 Yaban Mersini (Tonya, Trabzon)  512,78+9,46 6,40+0,49 2,52+0,06

15 Orman Giili (Trabzon) 4241,15+41,39 69,70+0,68 0,173+0,00

16 Reyhan (Malatya) 1521,80+4,36 27,24+0,97  0,077+0,00
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3.2. HPLC-UYV ile Fenolik Bilesen Tayini Sonucu

Orneklerin metanolik ekstraktlar1 dietil eter ve etil asetat ile ekstrakte edildikten
sonra geri kalan kalintt kismi1 metanolde ¢oziildii ve HPLC-UV cihazinda yiiriitiildii.
Mobil faz olarak asetonitril, su ve asetik asit kullanilarak kolonu terk etme zamanlar1 olan
eliisyon degerleri Tablo 9’da verilen 19 adet standart fenolik bilesigin eliisyon degeri ile

karsilastirildi. Standartlara ait kromatogram asagida verilmektedir (Sekil 29).

Tablo 9. HPLC analizinde standart olarak kullanilan fenoliklerin kimyasal yapilari

0 Oy _OH Oy _OH
HO
OH
HO L OH
OH OH
Gallik Asit Protokatekuikasid p-OH benzoik asit
OH
OH C HsCO
HO o . ] HO WOH HOQCOOH
\©/\J"/OR ] HO H3CO
HO
Katesin Kafeik asit Siringik asit




Tablo 9’un devami
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Epikatesin
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CAPE (kafeik asit fenil ester)
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Sekil 29. Fenolik kalibrasyon bilesikleri [1. Gallik asit, 2. Protokatekuik asit, 3. p-
OH benzoik asit, 4. Katesin, 5. Kafeik asit, 6. Siringik asit, 7. Epikatesin,
8. p-Kumarik asit, 9. Ferulik asit, 10. Rutin, 11. Mirisetin, 12. Resveratrol,
13. Daidzein, 14. Luteolin, 15. #- Sinnamik asit, 16. Hesperidin, 17.
Krisin, 18. Pinosembrin, 19. CAPE (kafeik asit fenil ester)]

Tablo 10°da 19 standart kullanilarak yapilan fenolik bilesen analiz sonucu
goriilmektedir. Bu sonuglara bakildiginda tiim bal drneklerinde bulunan fenolik bilesenler
p-OH benzoik asit, siringik asit, p-kumarik asit, pinosembrin ve CAPE (kafeik asit fenil
ester)’dir. Mirisetin bilesenine ise hicbir bal drneginde rastlanmamustir. Tabloda polen
orneklerine bakildiginda protokatekuik asit, p-kumarik asit, daidzein ve luteolin
bilesenlerinin her iki polen 6rneginde de bulundugu gozlenirken katesin, siringik asit,
epikatesin, ferulik asit, rutin ve pinosembrin bilesenlerine rastlanmamuistir. Propolis
ornegine bakildiginda ise CAPE major bilesen olarak tespit edilirken katesin, epikatesin,
daidzein ve rutin fenolik bilesenlerine rastlanmamustir.

Tabloya bakildiginda igerisinde en fazla fenolik bilesen iceren 6rnek kestane ¢icegi
olurken en az fenolik bilesen iceren 6rnek ise reyhan bitkisi olmustur, ayrica orman giilii
orneginde p-OH benzoik asit major fenolik bilesen olarak tespit edilmistir. Bunun yani sira
orneklerde en fazla tespit edilen fenolik bilesen protokatekuik asit olurken en az gozlenen

bilesen ise katesin olmustur. Orneklerin fenolik kalibrasyon grafikleri Ek 1° de verilmistir.



Standartlar D K%S;ine 2) %i;’ﬁk 3)Delibal 4)Delibal  S)Polen  6)Polen  7) Propolis
Gallik asit 75.25 109.83 128335  te. 25.18 te. 15.79
Protokatekuik asit  68.12 198.08 t.e. te. 81.33 61.29 17.82
p-OH benzoik asit ~ 193.90 414.38 839.68 461.65 51.81 t.e. 39.39
Katesin 1507.92 te. 2448.47 1692.51 te. te. te.
Kafeik asit 116.26 248.80 521.02 t.e. 44.49 t.e. 2482.48
Siringik asit 38.22 130.15 199.67 1663.88 te. t.e. 127.26
Epikatesin t.e. 217.70 t.e. t.e. t.e. t.e. t.e.
p-Kumarik asit 254.77 215.03 467.14 277.42 663.83 66.71 3030.16
Ferulik asit 258.41 te. 1451.05 1079.69 te. t.e. 3218.71
Rutin 6086.98 1088.41 2040.91 t.e. te. te. te.
Mirisetin t.e. t.e. t.e. t.e. t.e. 1122.31 785.66
Resveratrol 113.66 te. 812.00 539.68 750.79 t.e. 1987.82
Daidzein 75.90 t.e. 349.81 227.93 818.82 370.25 t.e.
Luteolin t.e. 215.33 t.e. t.e. 2659.46 4526.52 200.29
t- Sinnamik asit 46.44 t.e. 186.47 99.92 te. 178.10 595.58
Hesperidin te. t.e. t.e. 107.52 132.00 t.e. 127.32
Krisin 366.55 te. 1309.34 5993.65 112,72 te. 10769.8
Pinosembrin 143.41 304.54 240.31 280.83 te. t.e. 5824.42
CAPE 97.18 185.58 148.48 224253 643353 te. 14911.31

t.e. : tespit edilemedi.
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Standartlar 8) Thlamur 9)52522;6 10) Cay  11) Aronya lz)Uligl;ﬂu 13) Mersin l?\)[;:i?l?n IS)GOﬁEglan 16) Reyhan ZE
Gallik asit 10237.05 10233.33 5610.83 te. 639.62 15902.85 199.79 87.95 te. §
Protokatekuik asit  4114.51 817.93 682.89 5163.94 5205.44 te. 218.51 1065.97 616.14 ;
p-OH benzoik asit ~ 5135.80 t.e. te. 120.33 10729.27  2499.18 te. 28352.98  te. §
Katesin 3966.95 te. 1172.84 te. 230431 te. te. te. te. -
Kafeik asit 744.32 595.44 583.86 139.23 437.21 4197.92 te. 550.78 te.

Siringik asit 1540.01 47.93 te. 77.09 509.35 643.94 te. 330.69 te.
Epikatesin 486.26 743.33 12175.24 1755.16 4539.67 565.53 4918.12 1435.00 te.
p-Kumarik asit te. 908.88 308.51 1479.90 194.23 2123.00 te. te. te.
Ferulik asit t.e. te. 10184.7 te. 1789.68 22208.83 te. te. 156.20
Rutin 2305.91 3950.27 te. 4038.22 te. te. 1157.43 5363.19 te.
Mirisetin 1163.01 294.20 716.38 382.73 1110.64 te. 1659.91 484.23 1197.49
Resveratrol 306.19 802.20 te. 186.24 569.84 te. 206.77 274.59 215.91
Daidzein te. 182.99 727.34 279.94 t.e. 136.47 te. 40.56 te.
Luteolin te. 207.35 647.24 1535.80 t.e. te. 4115.96 289.15 te.

¢- Sinnamik asit 106.70 573.02 te. te. te. 14431 te. te. te.
Hesperidin 218.39 78.32 219.61 t.e. te. te. 157.06 te. te.
Krisin te. 157.00 te. 306.97 719.07 1280.01 387.68 632.53 4924217
Pinosembrin te. 115.88 te. te. 271.23 478.99 te. te. te.
CAPE te. 2825.06 611.76 te. 757.34 933.25 te. te. te.

t.e. : tespit edilemedi.

61



50

3.3. Nitrik Oksit Sentaz Enzim Inhibisyonu Sonucu

Analizler i¢in numunelerin metanolik ekstraktlar1 kullanilmigtir. 16 numune 6rnegi
ve gallik asit, katesin, kafeik asit olmak lizere toplamda 19 adet numunenin enzim
aktivitesinin nasil degistigi NOS kiti kullanilarak belirlendi. 540 nm’de mikro plate
okuyucuyla absorbanslar okunarak Nitrik Oksit Sentaz spesifik aktivitesi formiile gore
hesaplandi. Nitrit standart egrisi ¢izildi. B degeri pmol nitrit miktar1 buradan hesaplandi

(Formil 1).

B

Nitrik Oksit Spesifik Aktivite = = pmol/min/pg = pU/pg (1)

TXC
B, Standart egriden (pmol) gelen 6rnekteki nitrit miktari
T, Reaksiyon siiresi (dk) = 60 dak

C, Ornegin konsantrasyonu

Yapilan calismada elde edilen veriler Tablo 11, Tablo 12 ve Tablo 13°de
verilmektedir. Orneklerin enzim inhibisyonu sonuglarina bakildiginda 0,42 mU/mg
degeriyle deli bal (Findikli, Rize) Orneginin aktiviteyi en fazla dislirdiigli en iyi
inhibisyon degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Daha sonrasinda mersin 6rnegi 0,84
mU/mg degeriyle onu takip etmektedir. Orneklerin hepsine bakildiginda yaban mersini
(ligarba), mersin, kokulu {iziim, kestane bali, polen ve deli ballarda enzim inhibisyonunun

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 11. Ar tiriinlerinin NOS aktivitesi (mU/mg) sonuglari

Numune NOS Aktivitesi
Kodu  Numune Adi (mU/mg)
1 Kestane bal1 (Ardesen, Rize) 34,67
2 Cigek bali (Kirikkkale) 12,13
3 Deli bal (Findikli, Rize) 0,42
4 Deli bal (Rize) 1,75
5 Polen (Ardesen, Rize) 66,82
6 Polen (Genek, Giimiishane) 26,68
7 Propolis (Erzurum) 398,62

Tablo 12. Bitkisel tirtinlerin NOS aktivitesi (mU/mg) sonuglari

Numune NOS Aktivitesi
Kodu Numune Adi Numune Latince Adi (mU/mg)
8 Ihlamur (Akgabat, Trabzon) Tilia 272,06
9 Kestane cicegi (Trabzon) Castanea sativa Mill. 247,88
10 Cay (Hemsin, Rize) Camellia sinensis 252,04
11 Aronya (Trabzon) Aronia melanocarpa 207,65
12 Kokulu iizim (Magka, Trabzon)  Vitislabrusca L. 1,56
13 Mersin (Mersin) Myrtus communis L. 0,84
14 Yaban mersini (Tonya, Trabzon)  Vaccinium myrtillus 12,23
15 Orman giilii (Trabzon) Rhododendron luteum 263,78
16 Reyhan (Malatya) Ocimum basilicum L. 113,65

Tablo 13. Standart bilesiklerin NOS aktivitesi (mU/mg) sonuglari

Numune NOS Aktivitesi
Kodu Numune Adi (mU/mg)
17 Katesin 9,96
18 Gallik asit 57,52

19 Kafeik asit 1655,97




6. TARTISMA

Nitrik oksitin (NO) endotel kaynakl1 bir gevseme faktorii ve diger sinyal molekiilleri
gibi protein yapili bir madde oldugu diisiiniiliirken, lizerinde yapilan pek ¢ok caligma ve
1998 yilindaki Nobel odiiliiyle aslinda ¢ok reaktif bir gaz oldugu kesfedilmis oldu. Nitrik
oksidin norotransmisyon, bagisiklik savunmasi, hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi (apoptoz)
ve hiicre hareketliligi de dahil olmak {izere cesitli biyolojik siireg¢lerde rol oynadig
gosterilmistir.

Cesitli fizyolojik ve hiicresel siirecleri diizenlemek i¢in bir¢ok dokuda gorev yapan
onemli bir sinyal molekiili olan NO, noronal iletim, kardiyovaskiiler, gastrointestinal,
genitoliriner, solunum, antipatojenik ve antitiimor yanitlarindan sorumlu olan, endotelden
tiretilen gevsetici bir faktordiir. NO'nun her yerde bulunabilen dogasi nedeniyle, bu
medyatdriin uygun olmayan sekilde serbest birakilmasi, bir dizi hastalik durumunun
patogenezi ile iliskilidir. Bu durum, NO konsantrasyonlarini1 segici olarak modiile eden
tedavilerin tasarmmi i¢in 6nem tasir (Hobbs vd., 1999). Bu tasarimlar, NO olusumundan
sorumlu enzim olan NO sentazin inhibitorleri ile gergeklestirilebilir; bu tiir ajanlar, septik
sok, norodejeneratif bozukluklar ve enflamasyon dahil NO'in asir1 {iretimi ile baglantili
durumlarin tedavisinde potansiyel olarak faydalidir. Ayn1 zamanda serbest radikal olan NO
iretimi, L-argininin (substrat) NADPH'ye bagli oksidasyonunun katalizi yoluyla nitrik
oksit sentaz (NOS) tarafindan gerceklestirilir (Vallance ve Leiper, 2002; Yamamoto vd.,
1998). NO, kiiclik bir molekiil oldugu ig¢in, hiicre zar1 boyunca hizla yayilabilir ve
kosullara bagli olarak, birka¢ yiiz mikrondan fazla mesafeye diffiize olabilir. NO'nun
biyolojik etkilerine, NO'in hem gruplari, sistein kalintilar1 ile demir ve ¢inko kiimeleri gibi
bir dizi hedefle reaksiyonu, aracilik eder (Conforti, 2012).

Giliniimiizde halk arasinda ve bilim ¢evrelerinde sentetik Uriinlere oranla daha az
zarar verdigi diisiiniilen dogal {iriinlere olan ilginin artigin1 sdylemek miimkiindiir. Buradan
yola cikilarak bu tez caligmasinda, bitki ekstraktlari ve ar1 {riinleri gibi bazi1 dogal
iirinlerin NOS inhibisyonu arastirilmistir.

Bitkiler, meyveler veya baz1 biyoaktif bilesenleri barindiran gida kaynaklarinin insan
sagligina olan potansiyel olumlu etkileri yadsinamaz bir gercektir. Bu gidalar makro besin
elementlerini icermelerinin yaninda icerisinde barindirdiklar1 biyoaktif bilesenler, sekonder

metabolitlerle daha da popiiler olmaktadirlar. Bitki kaynakli bu tiir bilesenlerin degeri,
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icerdikleri sekonder metabolitler diye ifade edilen miktar olarak az ancak tiir olarak fazla
sayida bulunan biyoaktif bilesenler sayesindedir. Bu yoniiyle bakildiginda dogal iiriinlerin
genis capta bir potansiyelinin oldugunu (Wang vd., 2006) ve ozellikle hem antioksidan
(Eastwood, 1999) kaynak olarak hem de NO inhibitor kaynag1 olarak
degerlendirilebilecegi goriilmiistiir.

Literatlire bakildiginda dogal {iriinlerin, klinik triinlere doniistiiriilebilecek genis bir
NO inhibitérii havuzu sagladigim sdylemek miimkiindiir. Ornegin sarmmsaktaki
(Alliumsativum L.), biyoaktif ana bilesik olan allisin, sitokinin indiikledigi NO sentaz
(iNOS) tarafindan nitrik oksit (NO) iiretimini inhibe eder (Schwartzvd., 2002). Turunggil
kabugu ekstresi iNOS gen ekspresyonunda baslica NO baskilayici mekanizmadir (Hove
Lin, 2008). Yine ¢ok yaygin kullanimi olan piring (Oryzasativa L.) nitrik oksit
sentazinhibisyonu gostermektedir (Xia vd., 2003). Dogal iiriinler ¢ok farkli biyolojik
aktivite potansiyeline sahip yararli bilesenler icermesi nedeniyle, nitrik oksit {iretimini
engelleyen pek cok bileseni de yapisinda barindirmaktadir. Bu bilesenlerin in vitro
caligmalarla tespit edilerek in vivo uyarlamalarinin yapilmasi amaciyla yaptigimiz tez
calismasi onem tasimaktadir. Yapilan tez calismasinda 16 6rnek ile beraber katesin, gallik
asit ve kafeik asit standart bilesiklerininde nitrik oksit sentaz inhibisyonuna bakilmigtir.
Ornekler igerisinde 0,42 mU/mg degeriyle deli bal (Findikli, Rize) drneginin aktiviteyi en
fazla diisiirdiigii ve en iyi NOS inhibisyon degerine sahip oldugu goriilmistiir. Daha
sonrasinda mersin 6rnegi 0,84 mU/mg degeriyle onu takip etmektedir. Orneklerin hepsine
bakildiginda yaban mersini (ligarba), mersin, kokulu iiziim, kestane bali, polen ve deli
ballarda enzim inhibisyonunun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Geleneksel tip sisteminde, antiinflamatuar etki icin kullanilan bir¢ok bitkinin NO
dretimini inhibe ederek hareket ettigi bildirilmektedir. Yenmeyen bir mantardan
(Albatrelluscaeruleoporus) ekstrakte edilen dort farnesil fenoliiniin (grifolinon A ve B,
grifolin ve neogrifolin); NO’yu inhibe ederek antiinflamatuar etki ortaya c¢ikardigi
(swrasiyla 1Cs50=23.4, 22.9, 29.0 ve 23.3 uM) ve sentetik iNOS inhibitorii olan L-NMA'dan
(IC50=88.4 uM) onemli 6l¢iide daha yiiksek inhibisyona sahip oldugu tespit edilmistir ve
bu bilesiklerdeki fenolik hidroksil ve konjuge keton gruplariin aktivite i¢in dnemli oldugu
ortaya konulmustur (Quang vd., 2006). Geleneksel olarak Manolya tiirlerinin ¢igek
tomurcuklart antiinflamatuar, antialerjik, antiromatoidartrit ve antianjiyojenik aktiviteleri
icin kullanilmakta olup (Kimuravd., 1985; Kobayashivd., 1998) Kim ve arkadaslarinin

(2009) yilindaki caligmalarinda, dort lignan tlirevini (eudesmin, mangolin, yangabin,
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epimangolin B; 12-15) Magnolia fargesii'den izole etmisler ve bunlarin NOS'u (sirasiyla
1C50=30.0, 20.5, 28.6 ve 10.9 uM) inhibe ettigini bulmuslardir. Bagka bir ¢alismada maun
agacindan (Swietenia mahagonit) izole edilen bazi limonoidlerin, NO inhibitor aktivitesi
sergiledigi tespit edilmistir (ICs0=16.5uM). Bir diger ¢alismada ise patlican (Solanaceae)
familyasina ait bitkilerde meydana gelen sekondermetabolitler olan vitanolidlerin, NO'in
(IC50=0.32 puM) inhibisyonuna neden oldugu tespit edilmistir (Park vd., 2019). Baska
calisma oOrneklere bakildiginda ise yenilebilir bir mantardan (Taiwanofungus camphoratus)
izole edilen benzocamphorin H, gii¢clii bir NO inhibitorii (IC50=15.09 uM) olarak
tanimlanir ve norodejeneratif bozukluklarin tedavisinde yararli oldugu ileri siiriilmektedir
(Liao vd., 2012). Bir ahududu keton (Rheosmin), pinusdensifloranin kiigiik ignelerinden
izole edilen bir fenolik bilesik olup NO ve prostaglandin E2 (PGE2) iiretimini inhibe

ederken, iNOS ve COX-2 ekspresyonunu bloke etmektedir (Jeong ve Jeong, 2010).
Curcumin, iyi bilinen bir iNOS ekspresyonu ve proinflamatuarsitokin inhibitoriidiir (Chan

vd.,1998). Resveratrol, tiziimlerde ve diger bitkilerde bulunan bir baska dogal
polifenolstilbendir ve cesitli inflamatuar hastaliklarda kullanilmaktadir (Tsai vd.,1999).
Ebegilimecigiller (Wikstroemia indica (Thymelaeceae)), sumbiilgiller (Nardostachys
chinensis), zencefilgiller (Curcuma phaeocaulis), hogsmeyve, beauty berry (Callicarpa
kwangtungensis), pelinotu (Artemisia austroyunnanensis), pitrak (Xanthiumstrumarium),
maun (Swietenia mahagoni), kokboyasigiller (Nauclea officinalis), mantar (Calvatia
nipponica) gibi pek cok bitkinin nitrik oksit inhibisyonu oldugu tespit edilmis ve
iceriklerinde terpen, terpenoid, diterpen, flavonoid, alkaloid, fenolik bilesik ve yag asidi
metil ester sinifi maddelerle bu 6zelliklerini kazandiklar1 ifade edilmistir (Sang-ngern vd.,
2016; Park vd., 2019; Song vd., 2020). Flavonlar, izoflavonlar, azaisoflavonlar ve
tiyoflavonlar gibi bircok dogal ve sentetik flavonoidin NO {iretimini ve iNOS
ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Minhas vd., 2020). Ayrica tiim aktif bilesiklerin,
etkili konsantrasyonlarinda higbir sitotoksisite gostermedikleri de 6nem tasimaktadir (Liu
vd., 2010).

NOS inhibitorleri, enflamatuar, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklarda terapotik
role sahip olabilmesinin yaninda, farelerde yapilan bir ¢alismada nNOS inhibitoriinitin (7-
nitroindazole (7-NI) 50 mg/kgip) uygulanmasindan hemen sonra farelerde 6nemli agresif
davranis gozlenmis, bu tiir farmakolojik ajanlarin olumsuz davramigsal sekelleri ile ilgili

endiseleri ortaya ¢ikardigini ifade etmislerdir (Benencia vd., 2001).



55

Birka¢ klinik ve klinik Oncesi ¢alisma, duyussal bozukluklar ve anksiyete
bozukluklarinda NO sinyal yolunun rol oynadigini diisiindiirmektedir (Wegener ve Volke,
2010). Ayrica serotonin, glutamat ve GABA dahil olmak {izere bircok geleneksel
ndrotransmiter, NO tarafindan yakindan diizenlenir ve farkli antidepresan smiflarinin, in
vivo olarak hipokampal NO seviyesini modiile ettigi bulunmustur. Bu nedenle NO sistemi,
akut tedavide antidepresan ve anksiyolitik ila¢ etkisi i¢in potansiyel bir hedef olarak
goriilmekte ve yapilan bu literatiir ¢alismasinda NO sentezini modiile eden ilaglarin
anksiyete ve depresyondaki etkisi arastirilmigtir. Ayni sekilde ari dirlinlerin  NOS
inhibisyonunda oldugu gibi, mono amin oksidaz (MAO) ile ilgili inhibisyon ¢aligmalarinda
bu tiriinlerin MAO’yu da inhibe ettigi sonucu ortaya ¢ikarilmistir (Yildiz vd., 2014).

Bal, polen, propolis gibi ar1 iiriinleri yapisinda pek cok biyoaktif bileseni iceren
dogal kaynaklardir. Propolis, bal arilar1 Apis mellifera tarafindan c¢esitli bitki
kaynaklarindan toplanan dogal, recinemsi bir {riindiir. Propolis ; Polifenoller, fenolik
asitler, sekiterpen-kinonlar, kumarinler, amino asitler, steroidler ve inorganik bilesiklerden
olusan, neredeyse 300 dogal bilesigi yapisinda barindiran; antimikrobiyal, antioksidan,
antiinflamatuvar, immiinomodiilatér, antitiimor, antikanser, iilser onleyici, hepatoprotektif,
kardiyoprotektif ve noroprotektif O6zellikleri igerisinde barindiran genis biyolojik ve
farmakolojik 6zellik gosteren kompleks bir yapidir (Cauich-Kumul ve Campos, 2019).

Propolisin  anti-enflamatuar  aktivitesi, iceri§inde  bulunan  bilesenlerle
iliskilendirilmektedir (Braakhuis, 2019). Bunlar flavonoidler, fenolik asitler ve bunlarin
esterleri, terpenoidler, steroidler, amino asitler ve CAPE’tir. Propolisin anti-enflamatuar
aktivitesinin altinda yatan ana mekanizmalar sunlar igerir: (1) siklooksijenazin (COX)
inhibisyonu ve bunun sonucunda prostaglandin biyosentezinin inhibisyonu, (2) serbest
radikal siipiirme, (3) nitrik oksit sentezinin engellenmesi, (4) enflamatuar sitokinlerin
konsantrasyonunda azalma ve (5) immiinosupresif aktivite. Propolis, anti-enflamatuar ve
iyilestirici bir ajan olarak basarili bir sekilde kullanilmasindaki temel bilesenler basta
flavonoidler ve fenolik asitler olmak tizere ¢ok cesitli dogal fenolik bilesiklerdir. Krisin,
luteolin, pinosemprin gibi flavonoidler iceren propolisin NOS inhibisyonu ve
inflamasyonda Onemi belirtilmektedir (Liv d., 2005). Yaptumiz c¢alismada propolis
(Erzurum) 6rneginin NOS inhibisyon degeri kafeik asitten daha ytiksektir. Propolisin daha
yiiksek degere sahip olmasinin nedeninin NOS inhibisyonunda etkili olan kafeik asit fenil
esterini (CAPE) ve krisini yiiksek oraranda icermesinden Otlirii  olabilecegi

diistiniilmektedir. Krisin, kuersetin, galangin gibi fenolik asitler ve flavonoidlerin
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proinflamatuar enzimlerin aktivitesini baskilayabilen o6zellikleri oldugu bilinmektedir
(Candiracci vd., 2012). Orneklerimizin hepsi de bu tiir bilesenleri icermesi nedeniyle NOS
inhibisyonu i¢in gercekei drneklerdir.

Propolis ve igerigindeki flavonoid bilesenlerinin, antioksidan, antiinflamatuar ve
immiinomodiilator etkileri yoluyla in vitro ve in vivo ¢alismalarda noroprotektif 6zellikler
sergiledigi cesitli kaynaklarda bildirilmistir (Farooqui ve Farooqui, 2010; Mirzoeva ve
Calder, 1996; Woo vd., 2005): Apigenin (antiinflamatuar; Ha vd., 2008), CAPE
(antioksidatif, antiinflamatuar, immiinomodiilatér; Noelker vd., 2005; Montpied vd.,
2003), luteolin (antioksidatif, antiinflamatuar; Chen vd., 2008), krisin (antiinflamatuar),
kuersitin  (antioksidatif), pinocembrin (antioksidatif; Liuvd, 2008), kampeferol
(antioksidatif, antiapoptotik; Filomeni vd., 2012) olarak cesitli kaynaklarda bildirilmistir.

Propolis, en yiiksek oranda polifenol iceren dogal kaynaklarindan biridir ve esas
olarak flavonoidler, fenolik asitler ve bunlarin esterlerini igerir (Banskotavd., 1998;
Bankovavd., 2000; Bankova, 2005). Propolisteki baglica flavonoidler: flavonlar,
flavonoller ve flavanonlardir. Propolisteki flavonlar krisin, apigenin, luteolin ve rutin gibi
bilesikleri igerir. Flavonol sinifi, galangin, kuersitin, kaempferol ve ramnazin gibi
bilesikleri icerir. Flavanon olarak adlandirilan flavonoidler pinostrobin, pinosembrin,
hesperitin ve pinobanksin igerir. Propolisin en 6nemli flavonoidleri apigenin, galangin,
krisin, kuersitin, CAPE, luteolin, pinosembrin, pinobanksin, acacetin ve kaempferoldiir.
Propolis ayrica vanilin, p-kumarik asit, kinikasit, sinnamik alkol, sinnamik asit tiirevleri,
kafeik asit, ferulik asit ve izoferulik asit gibi diger fenolikleri de igerir (Farooqui ve
Farooqui, 2012). Yapilan calismada propolis 6rneginde literatiire uyumlu olarak kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit, luteolin, sinnamik asit, hesperitin, krisin, pinosembrin ve
CAPE fenolik bilesenlerinin yan1 sira gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit,
siringik asit, mirisetin ve resveratrol bilesenleri de tespit edilmis, katesin, epikatesin, rutin
ve daidzein bilesenleri ise tespit edilememistir.

Bal orneklerine baktigimizda NOS inhibisyonlarinin yiiksek oldugu goriilmektedir.
Balin, anti-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu 6nemli dlgiide engelleme yetenegine
sahip olmas1 da bunu dogrular niteliktedir (Tonks vd., 2001). Enflamatuar yanitta, bal
tarafindan H>O: iretiminin, enflamatuar hasari onarmak icin fibroblastlarin ve epitel
hiicrelerinin biiylimesini uyardigl goriilmiistiir. Balin bu anti-enflamatuar etkisi, onu bir
hastaligt modiile etmek i¢in yeni bir ajan yapar (Gupta vd., 2011). NOS

degerlendirildiginde pek c¢ok ayri mekanizmanin beraberce hareket ettigi antioksidan
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etkinin 6nemli oldugu ve bu etkiyi saglayan ¢esitli flavonoid ve fenolik igerikli bilesinlerin
radikal olusumunu engelledigi ve enflamasyonda 6nem tasidigini ifade etmek dogru
olmaktadir.

Insanoglu icin 6nemli bir besin kaynagi olan balin ger¢ek kalite parametrelerini,
biyoaktif bilesenlerinin varligi, ¢esitliligi ve miktarlar1 belirler, bu parametreleri degistiren
etkenler yine balin iiretildigi bolgenin floralorjini, cografi 6zellikleri ve ¢igek yapisidir
(Can vd., 2015). Yapilan aragtirmalar balin biyoaktif bilesiklerinin biiyiikk ¢ogunlugunun
fenolik asitler, flavonoidler, prosiyanidinler ve antosiyaninler gibi fenolik yapilara sahip
molekiillerden olustugunu gostermektedir (Kiiciik vd., 2007; Sahin vd., 2011; Tezcan vd.,
2011). Bal ile ilgili fenolik bilesen analizi, antioksidan ve antiinflamatuar analizleri iizerine
yapilan in vitro bir ¢calismada balin, diyete dahil edildiginde sagliga yarar saglayabilecek,
antiinflamatuar ve antioksidan etki sunan 6nemli bir dogal bilesik kaynagi olabilecegi ifade
edilmektedir (Biluca vd., 2020). Yapilan tez c¢alismasinda bitki, meyve ve ar1 iriini
ektraktlarinin DPPH, FRAP ve toplam polifenol analizleri ile antioksidan kapasiteleri
belirlenmistir. Ayrica HPLC ile 19 adet standart bilesen kullanilarak fenolik bilesen analizi
yapilmustir.

Yapilan calismada DPPH radikal temizleme aktivitesine bakildiginda Propolis
(Erzurum) 6rnegi SCs0=0,005+0,00 mg/mL en diisiik DPPH degeri ile karakterize edilmis
olup ornekler arasinda en yliksek aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir. En diisiik aktiviteye
ise SCs50=24,77+1,02 mg/mL degeri ile kestane bali (Ardesen, Rize) 6rneginin sahip oldugu
goriilmiistiir. Kestane bali ornekler arasinda en diisiik aktiviteye sahip oldugu anlamina
gelmekteyken literatiirle 20.05£5.42 mg/mL (Can vd., 2015) degeriyle uyumlu;
43.77+1.22 mg/mL (Giil ve Pehlivan, 2018) degerine gore daha yiiksek temizleme
aktivitesine sahiptir. Total fenolik icerige bakildiginda kestane bali Ardesen Ornegi
85,00+0,09 mgGAE/100g degeri ile literatiirdeki 27.60+0.88 mg/100g GAE(Giil ve
Pehlivan, 2018) degerine gore daha yiiksek fenolik igerige sahipken, 98.26+17.77mg/100 g
GAE (Can, vd., 2015) calismasindaki degere gore daha diisiik bir fenolik icerige sahiptir.
Giil ve Pehlivan (2018) ¢aligmasindaki 408.35 +£4.71mg/100 g GAE toplam fenolik igerik
degerine gore, ¢alismamizdaki deli bal 6rneklerinin, Deli Bal (Findikli, Rize) 49,28+0,33
mgGAE/100g ve Deli Bal (Rize) 150,48+1,76 mgGAE/100g degerleriyle daha diisiik
toplam fenolik degerine sahip oldugu, Silici ve ark. (2010) caligmasindaki 0.24 + 0.15-
41.99 + 0.48 mgGAE/100g bal deger araligi ile kismen uyumlu; Can ve ark. (2015)
caligmasia gore ise 23.55+10.22 mgGAE/100g olduk¢a yiiksek oldugu goriildii. Yine
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DPPH degerleri deli balda degerlendirildiginde ayni1 calismadaki 78.06 + 28.65 mg/mL
degerine gore yapilan tez calismasindaki degerin olduk¢a diisiik oldugu yani daha iyi
temizleme yetenegine sahip oldugu sdylenebilir.

Tiirkiye’deki cicek ballartyla ilgili 20 bal 6rnegi ile yapilan bir ¢alismadaki sonuglar
fenolik icerik agisindan degerlendirildiginde sadece iigii daha yiiksek, digerlerinin bizim
calismamizdaki Kirikkale cicek balina 22,244+0,65 mgGAE/100g oranla olduke¢a diisiik
degerlere sahip oldugu goriilmiistiir (Tornukvd., 2013). Polen (Ardesen, Rize) 6rneginin
toplam fenolik igerigine 1552,26+111,76 mgGAE/100g bakildiginda 10 adet polen 6rnegi
ile yapilmis literatiirdeki calismada (Kalaycioglu, vd., 2017) 1746+120 ve 1742+153
mgGAE/100g kestane polen sonucu digindaki biitiin 6rneklerden daha yiiksek toplam
fenolik igerige sahip oldugu goriilmiistiir.

Mersin (Mut) (Myrtuscommunis) Myrtaceae ailesine ait, tibbi amagli, gida ve baharat
olarak eski zamanlardan beri kullanilan bir bitkidir. Aksay (2016)’da yaptig1 ¢aligmada
mersin bitkisinden hazirladigr metanolik ekstraktin fenolik igerigini (38000 mgGAE/kg)
bulmus, yaptigimiz calismadaki 328,14+9,35 mgGAE/100g degerine gore daha yiiksek
olarak tespit etmistir. Myrtuscommunis L. esansiyel yagmin, zayif bir antioksidan etki
sergiledigini, ancak apoptozla ilgili bir mekanizma tarafindan dikkate deger sitotoksik
aktiviteye sahip oldugunu ve bununda biyoaktif bilesiklerin dogal antikanser bilesikleri
olarak olas1 bir uygulamasinin olabilecegini 6nermistir (Harassi vd., 2019).

Reyhan (feslegen), Laminaceae familyasina ait olan Ocimumbasilicum L. bagsta
Akdeniz tilkeleri olmak {izere diinya ¢apina dagitilan aromatik bir bitkidir (Keisandokht,
vd., 2018). Reyhan, parfiim, gida, kozmetik, ila¢ ve aromaterapi endiistrilerinde ¢esitli
uygulamalar1 olan 6nemli bir ekonomik iriindiir (Livd., 2019; Pirmoradi vd., 2013).
Reyhanin yapisinda bulunan fenolikler maddeler antiviral, antiinflamatuvar, antibakteriyel,
anti-alerjik ve antioksidan biyolojik aktivitelere sahip bilesenlerdir (Kwee vd., 2011). Bu
nedenlerle, farmasotik kullanim i¢in O. basilicum'dan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu
bliyiik ilgi gormiistiir. Feslegen bas agrisi, Okstlirik ve soguk alginhigi tedavisi igin
geleneksel tipta kullanilmakta olup, cayr dizanteri, mide bulantisi, gaz tedavisi i¢in ve
ayrica anti-konviilsan, anti-hiperlipidemik ve anti-enflamatuar olarak endikedir ve O.
basilicum ayrica g¢orbalar, peynirler, sirke ve yag gibi gidalarda aroma maddesi olarak,
aromaterapi, gida koruma ve parfiimeri endiistrilerinde kullanilmaktadir (Diniz vd., 2020).
Diniz (2020) yaptig1 calismada, ugucu bilesenlerin DPPH analiz sonucunu ICso=11.23

mg/mL-55.15 mg/mL arasinda bulmustur. Buna gore bizim c¢alismamizda kullanilan
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Reyhan 6rneginde 1Cs50=0,077+0,00 mg/mL degeri oldukca diisiik elde edilmis olup daha
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Yaban mersini (ligarba) (Vaccinium myrtillus), ylksek biyoaktif bilesik igerigi
nedeniyle “islevsel gida” veya “siiper gida” olarak bilinir ve sayisiz gida takviyesine dahil
edilir (Ancillottivd., 2016). Son yillarda, ¢ogunlukla yaban mersini (Vaccinium myrtillus)
olmak iizere ¢ileklerdeki antosiyanin ve flavonoid igerigi ve bunlarin in vitro antioksidan
aktiviteleri ve diger biyolojik aktivitelerini ve kimyasal yapilarin1 degerlendiren ¢aligmalar
bulunmaktadir (Colak vd., 2016; Stefkov vd., 2014; Su, 2012; Wangvd., 2014). Giresun
Espiye’de yapilan etnobotanikal ¢alismada Yaban mersininin (V. myrtillus), halk arasinda
kabizlik ve diyabet hastaliginda kullanildig1 belirtilmistir (Polat, vd., 2015). Yaptigimiz
calisgmada yaban mesrsininin total fenolik igerigi 512,78+9,46 mgGA/100g olarak
bulunurken literatiirdeki calismada meyve tozundaki fenolik icerik degeri 15.91+1.54
mgGA/g seklinde ifade edilmistir (Ungurianu vd., 2019). Ayni c¢aligmada rutin,
saflastirilmig ekstrakt ve meyve tozunda tespit edilememisken bizim ¢alismamizda 1157.43
pgfenolik/g ekstrakt seklinde tespit edilmistir.

Kokulu tiziim (Vitislabrusca L.)’deki fenolik igerige bakildiginda protokatekuik asit
5205.44 ngfenolik/g ekstrakt; p-OH benzoik asit 10729.27 pgfenolik/g ekstrakt; katesin
2304.31 pgfenolik/g ekstrakt; epikatesin 4539.67 pgfenolik/g ekstrakt seklinde tespit
edilmis olup, hidroksibenzoik asit igerigiyle iliskili olarak, V. vinifera L. iiziimlerinin
degerlendirildigi ¢alismada, Bordo taksonu en yiiksek igerigi 1117.3 ng/100 g, ardindan
Merlot 1099.3 pg/100 g ve Concord 904.7 ng/100g olarak taksonlar siralanmistir
(Burinvd., 2014). Bizim calismamizdaki degerlere bakildiginda p-OH Benzoik asit

pgfenolik/g ekstrakt olarak oldukga yiiksek bir degere sahiptir.

Yapilan tiim ¢alismalar1 6zetledigimizde bitki, meyve ve ar1 {iriinleri ektraktlarinda
kit kullanilarak NOS inhibisyonu, DPPH radikal temizleme aktivitesi, FRAP gii¢ analizi,
toplam fenolik madde tayini, HPLC ile fenolik bilesen analizleri yapilmig ve KTU BAP
yiiksek lisans tez projesi (Proje Kodu: BAP:FYL-2019-7998) kapsaminda desteklenen
calisma “Bazi Tibbi Aromatik Bitkisel Uriinler ve Ari Uriinlerinin Nitrik Oksit Sentaz (NOS)
Inhibisyonlar ile Antioksidan Ozelliklerinin Kargilagtirilmasi” isimli proje destegi ile bu tez

tamamlanmistir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Giiniimiizde dogal iiriinlere olan ilgi her gecen giin artmaktadir. Ozellikle ¢ok fazla
tiketimi olan bitki ¢aylari, ar1 iriinleri gibi biyoaktif degeri yiiksek olan maddeler
sayesinde yaslanma ve yaslanmanin dejeneratif etkilerine sebep olan serbest radikallerin
aktivasyonu azaltilir ve ayn1 zamanda da bu tiir takviyeler pek ¢ok hastalikta koruyucu ve
tedavi edici Ozellikleriyle halk arasinda kullanilir.

Yapilan bu yiiksek lisans tezi ile bazi dogal iiriinlerin hem antioksidan kapasiteleri,
hem fenolik icerikleri, hem de nitrit oksit sentaz enzimi {izerine inhibisyon potansiyelleri
belirlenmistir. Calismada Tiirkiye nin degisik bolgelerinden temin edilen, 16 farkli bitki ve
ar1 lirliniiniin belirlenen yontemlerle ekstraktalar1 hazirlanarak antioksidan aktivite tayinleri
yapilmistir. Orneklerin Toplam Fenolik Madde, Fe** Indirgeme Antioksidan Gii¢ (FRAP)
ve DPPH* Radikal Temizleme aktivitesi incelendiginde ornekler igerisinde sar1 ¢igekli
orman giilliniin 4241,15+41 mgGAE /100g numune degeri ile en yiiksek miktarda fenolik
madde igerdigi goriilmiistiir. Yapilan FRAP analizi sonucunda en yiiksek aktivitenin
309,71+£2,79 pumolTE/g numune degeri ile propolis (Erzurum) oOrnegine ait oldugu
gozlenmistir. DPPH*® testi sonucglarina bakildiginda ise en yiliksek radikal temizleme
aktivitesi 0,005+0,00 mg/mL degeri ile yine propolis (Erzurum) 6rneginde ait oldugu tespit
edilmistir.

HPLC ile 19 standart kullanilarak yapilan fenolik bilesen analiz sonucunda en fazla
fenolik bilesen iceren 6rnek kestane cigcegi olurken en az fenolik bilesen iceren ornek ise
reyhan bitkisi olmustur, ayrica orman giilii 6rneginde p-OH benzoik asit major fenolik
bilesen olarak tespit edilmistir. Bunun yam sira 6rneklerde en fazla tespit edilen fenolik
bilesen protokatekuik asit olurken en az gozlenen bilesen ise katesin olmustur. Analiz
sonuc¢larinda mersin 6rneginde ¢ok yiiksek oranda 15902.85 pg fenolik/g ekstrakt gallik
asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) tespit edilmistir. IThlamur 10237.05 pg fenolik/g ekstrakt
ve kestane ciceginde 10233.33 ng fenolik/g ekstrakt de yiliksek oranda gallik asit tespit
edilmigtir. Gallik asit, farkli ndrodejenerasyon, ndrotoksisite ve oksidatif stres
modellerinde ndroprotektif etkilere sahip iyi bilinen bir antioksidan bilesiktir (Daglia vd.,
2014). Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit) mersin meyvesinde major bilesen
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu bilesen, diisiik toksisiteli bir fenolik asittir; insan

viicudunda absorbe edilebilir ve kolaylikla metabolize edilebilir. Ferulik asidin,
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antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar, anti-tromboz ve anti-kanser aktiviteleri dahil
olmak {iizere bircok fizyolojik islevi oldugu bildirilmistir. Ayrica koroner hastaliga karsi
korur, kolesterolii diisiiriir ve sperm canliligin1 artirir. Bu 6zellikleri ve diisiik toksisitesi
nedeniyle, ferulik asit arttk gida ve kozmetik endistrilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Buradan yola ¢ikilarak mersin tiiketiminin tesvik edilmesi veya topikal
uygulamalarinin denenmesinin 6nii de agilabilir. Her iki polen 6rneklerinde luteolin degeri
major bilesen olarak yiiksek bir degerde goriilmiis olup, bu flavonoid bilesenin anti-
oksidatif, anti-tiimor ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip oldugu ayrica in vitro ve in vivo
kardiyak koruyucu etkilerinin gorildiigii bildirmistir (Luo vd., 2017). Polenin sagliga
yaralar1 dogrultusunda giinliik diyetlere eklenebilecegi Onerilebilir.

Yapilan antioksidan analizler sonucunda Orneklerin toplam polifenol igerigine
bakildiginda orman giilii 4241,15+41,39 mgGAE/100g, ¢cay 3946,47+8,37 mgGAE/100g,
propolis 3859,06+192,17 mgGAE/100g ve kestane ¢icegi 3834,99+126,71 mgGAE/100g
tespit edilmis ve bu oOrneklerin yiiksek polifenol igerige sahip oldugu goriilmiistiir.
Polifenolce zengin bir diyet, insan viicudunu hastaliklardan koruyan, serbest radikallere
kars1 koruyucu bir zirth gibi ¢evreleyen bir mekanizmadir. Bu nedenle diyetimize bu tarz
bilesenleri iceren gidalar eklemek antioksidan mekanizmaya da katki saglayacaktir.

Propolis, aronya, orman giilli, cay ve kestane ¢igcegi yiiksek FRAP degerleriyle
sonuglanmustir.  Ozellikle propolis ornegi  309,71+2,79 umolTE/g yiiksek FRAP
degerleriyle one c¢ikmaktadirlar. Bitkiler icerisinde ise 127,76+2,08 umoTE/g degeriyle
caymn demir indirgeme antioksidan giicii daha yiiksektir. DPPH radikali temizleme
aktivitesine bakildiginda ise en iyi aktiviteye sahip 6rnegin yine diisiik SCso =0,005+0,00
mg/mL degeri ile propolis (Erzurum) 6rnegi oldugu goriilmektedir.

Yapilan tez ¢alismasinda hepsi dogal iirlin olan ar1 iiriinlerinden; bal, polen, propolis,
cesitli meyve tiirlerinden; ligarba, mersin, yaban mersini, kokulu {iziim, c¢ay olarak
tiikketilen; reyhan, camellia sinensis ¢ayi, thlamur, kestane ¢icegi ve sar1 ¢igekli orman giilii
olmak iizere 16 6rnekte ve katesin, gallik asit ve kaffeik asit standart bilesiklerinde NOS
aktivitesine bakilmistir. Oncelikle standart olarak nitrit konsantrasyonuna bagli grafik
cizilerek her bir iirlin i¢in inhibisyon tespit edilmistir. Kullanilan biitiin 6rnekler NOS
inhibisyonu gostermekte olup bu 6rneklerden deli bal (Findikli, Rize) 6rneginin aktiviteyi
en fazla disiirdiigi, 0,42 mU/mg degeriyle en iyi inhibisyon degerine sahip oldugu

goriilmiistiir. Daha sonrasinda mersin 6rnegi 0,84 mU/mg degeriyle onu takip etmektedir.
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Orneklerin hepsine bakildiginda yaban mersini (ligarba), mersin, kokulu {iziim, kestane
bali, polen ve deli ballarda enzim inhibisyonunun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Geleneksel tip sisteminde, antiinflamatuar etki i¢in kullanilan birgok bitkinin NO
iiretimini inhibe ederek hareket ettigi bildirilmektedir. Ayrica sentetik olarak elde edilen
ilaglarin yan etkilerinin ¢ok fazla oldugu bilinmektedir. Bu amagla daha az yan etkili dogal
iiriinlerle, NOS inhibitorlerinin deney hayvanlar1 iizerinde de denenerek ila¢ Onciillerin
olusturulabilinmesinin 6nili agilabilir. Bu nedenle elde edilen verilerin 1s18inda NOS
inhibitorleri ilag 6nciil maddesi olarak tibbi agidan degerlendirilebilir.

Genelde NOS inhibisyonu ile ilgili in vitro c¢aligmalara rastlanirken, in vivo
caligmalar ¢ok fazla bulunmamaktadir. Bu yoniiyle bakildiginda literatiirde ¢ok fazla yer
almayan dogal iiriinlerle NOS inhibisyonu énem tagimaktadir. Ozellikle mutajenik etki ve
inflamasyon olgularindaki 6énemi dolayisiyla indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin

inhibisyonuna dair daha fazla ¢aligma yapilabilir.
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