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OZET

Cirsium tiirleri yetistigi her bolgede geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
calismada, Cirsium macrobotrys’in farkli 6ziitlerinin (metanol ve su) antioksidan kapasitesi;
serbest radikal giderme aktivitesi DPPH (67.10-72.83 mg TE/g 6ziit) ve ABTS (107.84-
128.48 mg TE/g 6ziit), FRAP (82.72-102.06 mg TE/g 6ziit), CUPRAC (142.27-194.88 mg
TE/g 6ziit), metal selatlama (19.16-35.71 mg EDTAE/g 6ziit) aktivitesi ve fosfomolibdat testi
(1.31-1.73 mmol TE/g 6ziit) kullanilarak degerlendirildi. Oziitlerin toplam fenolik igeriginin
39.01-45.15 mg GAE/g 6ziit, toplam flavonoid iceriginin 6.03-28.15 mg RE/g 6ziit ve toplam
fenolik asit igeriginin 5.97-12.83 mg CE/g 6ziit oranlar1 arasinda degistigi belirlenmistir.
Enzim inhibisyon aktivitelerinde ise asetilkolinesteraz inhibisyonu 8.86-10.53 mg GALAE/g
oziit, biitirilkolinesteraz inhibisyonu 1.30-1.61 mg GALAE/g 6ziit, tirozinaz inhibisyonu
123.60-204.80 mg KAE/g o6ziit, amilaz inhibisyonu 0.08-0.56 mmol ACAE/g oziit ve
glukozidaz inhibisyonu 10.33-16.58 mmol ACAE/g 6ziit oranlar1 arasinda belirlenmistir.
Toplam fenolik igerik, toplam flavonoid icerik, DPPH, CUPRAC, FRAP ve glukozidaz
inhibisyonu testleri en yiiksek sonuglarii ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon yonteminde
elde etmistir. ABTS, metal selatlama, fosfomolibdat ve biitirilkolinesteraz inhibisyonu
testlerinde en yiliksek sonuglarini homojenizator destekli ekstraksiyon yonteminde elde
etmistir. Asetilkolinesteraz inhibisyonu ve tirozinaz inhibisyonu testleri en yiiksek sonuglarin
inflizyon ekstraksiyon yonteminden elde etmistir. Amilaz inhibisyonu testi en yiiksek sonucu
sokslet ekstraksiyon yonteminden elde ederken toplam fenolik asit igerigi testi en yiiksek
sonucu maserasyon ekstraksiyon yonteminden elde etmistir. Antioksidan ve enzim inhibisyon
aktivitesinin belirlendigi oranlar C. macrobotrys’in gida ve farmakoloji alanlarinda
kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Cirsium, Antioksidan aktivite, FRAP, Enzim inhibisyonu aktivitesi.

Ocak, 2020; 39 sayfa
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ABSTRACT

Cirsium species are widely used in traditional medicine in every region it grows. In this study,
the antioxidant capacity of different extracts of Cirsium macrobotrys was evaluated using free
radical removal activity DPPH (67.10-72.83 mg TE/g extract)and ABTS (107.84-128.48 mg
TE/g extract), FRAP (82.72-102.06 mg TE/g extract), CUPRAC (142.27-194.88 mg TE/g
extract), metal chelating activity (19.16-35.71 mg EDTAE/g extract) and phosphomolybdate
methods (1.31-1.73 mmol TE/g extract). The total phenolic content of extracts varies between
39.01-45.15 mg GAE/qg extract ratios, the total flavonoid content of extracts varies between
6.03-28.15 mg RE/g extract ratios and total phenolic acid content of extracts varies between
5.97-12.83 mg CE/g extract ratios. In enzyme inhibition activities, acetylcholinesterase
inhibition was determined between 8.86-10.53 mg GALAE/g extract ratios,
butyrylcholinesterase inhibition between 1.30-1.61 mg GALAE/g extract ratios, tyrosinase
inhibition between 123.60-204.80 mg KAE/g extract ratios, amylase inhibition between 0.08-
0.56 mmol ACAE/g extract ratios and glucosidase inhibition between 10.33-16.58 mmol
ACAE/g extract ratios was determined.Tests of total phenolic content, total flavonoids
content, DPPH, CUPRAC, FRAP and glucosidase inhibition achieved the highest result in
ultrasonication-assisted  extraction method. Tests of ABTS, metal chelation,
phosphomolibdat and butylcholinesterase inhibition  achieved the highest result in
homogenizer-assisted extraction method.  Acetylcholinesterase inhibition and tyrosine
inhibition tests have obtained the highest results from infusion extraction method. While the
amylase inhibition test achieved the highest result from the soxlet extraction method, the total
phenolic acid content test achieved the highest result from the maseration extraction method.
Rate of antioxidant and enzyme inhibition activity have shown that C. macrobotrys can be
used in fields of food and pharmacology.

Keywords: Cirsium, Antioxidant activity, FRAP, Enzyme inhibition activity.

January, 2020; 39 pages
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1. GIRIS

Bitkilerin insan yasaminda kullanimi ve 6nemi insanlik tarihi kadar eskiye dayanir. Bitkiler;
kolay elde edilebilirligi, diisiik maliyetleri, sagliga faydali olmalar gibi 6zellikleri sayesinde
gida, medikal, tekstil, kozmetik gibi pek ¢ok alanda geg¢misten giiniimiize yaygin bir
kullanima sahiptir. Bitkiler, pek ¢ok yararli bileseni ihtiva etmelerinden dolay1 geleneksel ve
modern tipta bir¢cok hastaligin tedavisinde, hastaligin 6énlenmesinde ve sagligin korunmasinda
ilag olarak kullanilir. Tiirkiye bitkisel tiir ¢esitliligi acisindan oldukca zengin bir {ilkedir. Bu
alandaki caligsmalar Tiirkiye’de yayilis gosteren yaklasik 12.000 civarindaki bitki tiirlinden
sadece 500 kadarinin tibbi amaglarla kullanildigini1 géstermektedir (Baytop, 1999; Polat vd.,
2012).

Tiirkiye’de halk arasinda deve dikeni olarak bilinen ¢esitli bitki tiirleri bulunmaktadir. Bu
tirler yaygin olarak Carduus, Carlina ve Cirsium cinslerinin tiirleridir. Ayn1 zamanda
Silybum marianum olarakta bilinen deve dikeni eski zamanlardan beri hekimler ve sifacilar
tarafindan hepatit, siroz, sarilik gibi bir dizi karaciger ve safra rahatsizliklarini tedavi etmek
icin ve yilan 1siriklart, bocek sokmalari, mantar zehirlenmeleri ve alkol de dahil olmak iizere
cevresel ve kimyasal toksinlerden zehirlenmeye kars1 korumak i¢in kullanilmaktadir. Bitkinin
aktif kompleksi, bitkinin tohumlarindan elde edilen lipofilik bir 6zdiir ve topluca silimarin
olarak bilinen ii¢ izomer flavonolignandan (silibin, silidianin ve silistrin) olusur (Abenavoli
vd., 2010). Silimarin; Amanita phalloides, etanol ve psikotropik ilaglar da dahil olmak {izere
birgok toksin tarafindan iiretilen hepatotoksisitede kullanim i¢in iyi tolere edilen ve etkili bir
antidottur. Cok sayida deneysel ¢alisma, bu bilesigin essiz bir hepatoprotektif ajan oldugunu
ve karacigere 0zgii diger Ozelliklerle birlikte serbest radikal giderici olarak hareket ettigini

gostermektedir (Fraschini vd., 2002).

Bu cinslerden biri olan Cirsium Mill. Afrika Kitasi, Avrupa Kitast ve Kuzey Amerika’da
yetisen Asteraceae familyasindan bir bitki tiirtidiir. Tiirkiye’de farkli bolgelerde halk arasinda
farklh isimlerle anilmaktadir. Yaygin olarak kdygociiren, okiiz kangali ve su dikeni olarak
bilinen Cirsium cinsinin Tirkiye’de 81 taksonu (67 tiir) bulunmaktadir (Dirmenci vd., 2019).
Bunlarin 31’1 endemiktir. Cirsium tiirlerinin 6zellikle ¢igekleri flavonoitler (linarin,
pektolinarin, apigenin, hispidulin) ve fenolik bilesikler igermektedir. Bu sekonder
bilesiklerden dolay1 Anadolu’nun kirsal kesimlerinde yasayan halk tarafindan kuvvet verici ve

istah acici olarak sifa amagli kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Ayrica baska iilkelerde kokleri

1



kuvvet verici, antioksidan, antidiyabetik ve karaciger koruyucu, yapraklar: iltihap azaltic1 ve
antiseptik, tiim bitkinin ise ¢ay1 yapilarak idrar soktiiriicli olarak kullanildig1 rapor edilmistir

(Bonet vd., 1999; Cairns vd., 2005; Yin vd., 2008).

Calismada kullanacagimiz Cirsium macrobotrys, diinya genelinde Azerbaycan, Kafkasya,
Kuzey [ran’da; Tiirkiye’de ise Kars, Hakkari, Bingdl, Erzincan, Erzurum, Mus, Van ve
Bayburt’ta dagilim gdsteren, endemik olmayan bir bitki tiiriidiir. Iki y1llik, otsu, kokleri giiclii,
30-200 cm’ye kadar yiikselebilen, dik, yukar1 dallanmamis ve basakli bir bitkidir. Yapraklar

yesil ve dilimlere ayrilmistir. Ekili tarla, otlak ve bos alanlarda yetisebilir.

Serbest radikaller, eslestirilmemis elektronlar igeren herhangi bir kimyasal tiir olarak
tanimlanabilir. Eslestirilmemis elektronlar, bir atomun veya molekiiliin kimyasal reaktivitesini
arttirir. Yaygin serbest radikal ornekleri arasinda hidroksil radikali (OH), siiperoksit anyon

(O2-), demir ve bakir gegis metalleri, nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOO-) bulunur.

Serbest radikaller eslenmemis elektronlarin varligit nedeniyle dogal olarak kararsiz
molekiillerdir. Sonug¢ olarak bunlar olduk¢a reaktif olabilirler ancak bu radikallikten
radikallige degisir. Diger molekiillere gore daha stabil bir duruma ulagmak i¢in lokal
reaksiyonlarla elektron alirlar veya elektron verirler. Radikal olan ile biitiin biyolojik
makromolekiiller, lipitler, proteinler, niikleik asitler ve olast hedef karbohidratlarin
reaksiyonu, yeni radikal yapilar ile serbest radikal zincir reaksiyonu meydana getirir. Onemli
ornekleri; lipit peroksidasyonu ve protein hasari, karbonil gruplarin eklenmesi veya capraz
baglanma veya fragmantasyondur. Serbest radikaller, bir¢ok biyokimyasal islemin kaginilmaz
bir yan {irilinii olarak ve bazi durumlarda aktive edilmis nétrofillerde oldugu gibi kasith olarak
biiyiik miktarlarda olusur. Ek olarak, cevreden elektromanyetik radyasyona cevaben viicutta
serbest radikaller iretilebilir ve dogrudan ozon ve azotdioksit gibi oksitleyici kirleticiler
olarak elde edilebilir Antioksidan savunmalar1 eksikse cesitli dokularda hasar olusabilir
(Rodriguez ve Redman, 2005).

Serbest radikal saldirilarinin siddetli hasar verme potansiyellerinden dolayr viicut dokularinm
korumak igin kompleks antioksidan savunma mekanizmalar1 gelismistir. Ozetle; oksidatif
stres doku yaralanmalarina neden olabilecek serbest radikallerin iiretimi ve antioksidan
savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi olarak

tanimlanabilir (Betteridge, 2000).



Enzimler biyoteknoloji endiistrisinde onemli araglar haline gelen metabolizmanin bilinen
katalitik ajanlaridir. Enzim inhibisyonu, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin
kesfedilmesine Onciiliik ettigi i¢in ilag arastirma alaninda oldukga biiyiik bir dGneme sahiptir.
Enzim inhibitorleri, enzimlerle etkilesime girerek onlarin dogal substratlarina karsi

etkinliklerini bloke ederler (Amtul vd., 2002).

Cirsium cinsi iilkemizde yaygin bulunur ancak hakkinda kisith sayida ¢alisma vardir. Bitkiler
degerli kimyasallarin kaynagi olarak biiylik bir potansiyele sahiptir ve bu ¢alismada amacimiz
bu cinse ait bir tiir olan C. macrobotrys’in potansiyelini agiga ¢ikarmak igin bitkiden farkli
yontemlerle elde edilen oziitlerin antioksidan, enzim inhibisyon aktivite testleri ile fenolik
madde icerigini belirlemektir. Bu sayede geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan bitkinin
modern tipta hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak kullanim potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi

amaclanmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi
2.1 Cirsium Cinsi ve Cirsium macrobotrys

Asteraceae familyasina ait en biiyiik cinslerden biri olan Cirsium Avrupa, Kuzey Afrika,
Dogu Asya, Orta Asya, Glineydogu Asya ve Kuzey Orta Amerika’ya yayilmis yaklasik 250
tir igerir. Tirkiye’de yetisen Cirsium tiirlerin yayilis1 {izerine Davis ve Parris tarafindan
yapilan ve Tiirkiye Florast igerisinde verilen cins, ii¢ boliime ait ve tanimlanmis 57 tiir (71
takson) ile tanimlamasi tartismali olan 7 tiirle temsil edilmektedir. Dogal Cirsium tiirleri deniz
seviyesinden alpine kadar ¢esitlilik gésterir ve batakliklar, ¢ayirlar, ormanlar, bozkirlar, ¢éller
gibi bir¢ok habitatta bulunur. Tiirler iki yillik veya ¢ok yilliktir, nadiren tek yilliktir (Yildiz
vd., 2016). Bitki; 20-100 cm’ye kadar yiikselebilen, kokleri 50-120 cm kadar uzayabilen,
govdesi dikenli-kanatli ya da dikensiz, yaprak kenarlar1 dikenli iist yiizii dikencikli veya degil
ve yapraklar tamdan derin pargaliya kadar olabilen sekillerde goriilmektedir. Bitki dik,
kapitiiliin agirhigina bagl olarak st kismi kavisli ve dalsizdir (nadiren bitkinin ¢igcek acan
kisminda dallar bulunur) (Yildiz vd., 2009). Cicek durumu baslar1 tek ya da yogun olarak bir
araya toplanmistir (Selvi vd., 2013). Agustos ve Eyliil aylarn ¢igeklenme ve meyve verme
zamanlaridir (Y1ildiz vd., 2009).

C. macrobotrys diinya genelinde Azerbaycan, Kafkasya, Kuzey Iran’da; Tiirkiye’de ise Kars,
Hakkari, Bing6l, Erzincan, Erzurum, Mus, Van ve Bayburt’ta dagilim gdsteren endemik
olmayan bir bitki tiiriidiir. Iki yillik, otsu, tek, kokleri giicli, 30-200 cm’ye kadar
yiikselebilen, dik, yukar1 dallanmamuis, basakli, tag yapragi agarmis beyaz renkte 23-28 mm,
akenleri 5.5 mm, pappus 22-24 mm, kapitulasi sivri u¢lu ve genellikle sap tepesi kalabalik 20-
30 mm, medyan sap yapraklari; yari-sap1 kaplayan, anahattinda dikdortgen, tliysii derin
parcali dilimlere ayrilmig, 3-14 mm apikal omurgali loblar1 olan bir bitkidir (Yildiz vd.,

2009). C. macrobotrys’in sistematik siniflandirilmasi ¢izelgede gosterilmistir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. C. mocrobotrys’in sistematik siniflandirilmasi.

Kingdom Plantae

Subkingdom Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Class Magnoliopsida

Subclass Asteridae

Order Asterales

Familiy Asteraceae

Genus Cirsium

Species Cirsium macrobotrys (C. KOCH) BOISS

2.1.1 Cirsium cinsinin geleneksel tipta kullanimi ve 6nemi

Cirsium adi, “’sismis damar’’ anlamina gelen Yunanca ‘’khirsos’’ kelimesinden gelir ve
damar hastaliklarina atifta bulunur. Ek olarak bu bitkinin varikoz hastaliginda agr1 hafiflemesi

i¢in kullanildig1 bilinmektedir (Yildiz vd., 2016).

Halk arasinda yaygin olarak kdygogciiren, okiiz kangali, su dikeni, kangal dikeni, ¢arik kesen
ve esek dikeni olarak bilinen Cirsium iilkemizde ve diinyada farkli bolgelerde geleneksel
olarak bir¢ok saglik sorununa karsi uzun yillardan beri kullanilmaktadir. Cirsium tiirleri;
okstiriik  gidermek, brongit tedavisi, karaciger rahatsizliklarinin tedavisi, bobrek
iltihaplanmalariin giderilmesi, tlser hastalarinin tedavisi, hipertansiyon rahatsizliklari,
hemoroid agrilarinin giderimi, 6dem rahatsizliklari, kanamalarin durdurulmasi, kan kusma
durumlar, idrarda kan goriilmesi, kuvvet verici ve idrar sokiicii olarak halk arasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Boga, 2012). Bu etkileri disinda farkli yonleriyle de arastirilmis ve
faydalari bulunmustur. C. setidens kalsiyum ve A vitamini ag¢isindan zengindir, bu nedenle
bazi iilkelerde yaygin olarak tiiketildigi bildirilmistir (Yoo vd., 2008). Polonya’da yapilan bir
caligmada ise antimitotik 6zelligi bilinen bir tiir olan C. rivulare’nin anksiyeteye kars1 faydal
etkilere sahip oldugu ve bu nedenle hastaligin tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir (Nazaruk
ve Jakoniuk, 2005). Japonya’da C. maritimum kan tiikiirme, bel soguklugu ve yanik

tedavisinde kullanilirken bunun yaninda salamura sebze olarakta tiiketilmektedir (Nakasugi
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vd., 2002). C. japonicum geleneksel Cin tibbinda romatoit artrit, idrarda kan gelmesi, kan
kusma gibi rahatsizliklarda kullanilmaktadir (Takaishi vd., 1990). Ayn1 zamanda bu bitkinin
akciger kanseri, rahim kanseri, kan kanseri tedavisinde de kullanildig: bildirilmistir (Liu vd.,
2007). Agiz kokusunun tedavisi i¢in hazirlanan dis macununun igerisinde bulunan bitkilerden
biri yine C. japonicum’dur (Boga, 2012). Cin tibbinda detoksifikasyon igin, ates diisiiriicii
olarak ve kan dolagimini arttirmada C. chanroenicum bitkisinin toprak {stii kisimlar
kullanilmaktadir (Lim vd., 2008). Yine Cin geleneksel tibbinda kemik kiriklar1 ve idrarda kan
gelmesi rahatsizliklarinda C. chlorolepis bitkisinin kokleri kullanilmaktadir (Shen ve Mu,
1990). Bir baska calismada C. setosum bitkisinin prostat tedavisi i¢cin agizdan alinan tedavi
edici bir soliisyonda bulundugu bildirilmistir (Boga, 2012). italya gelencksel tibbinda ise
Cirsium cinsinin farkli tiirleri kolagog olarak kullanilmaktadir (Takano ve Kawaminami,

1987).

Yapilan ¢alismalarda goriildiigii gibi Cirsium cinsi bitki tiirleri, basta Asya Kitasi olmak iizere
diinyanin cesitli bolgelerinde yerel halk tarafindan ge¢misten giiniimiize geleneksel tipta
birgok hastaligin tedavisinde kullanilmig ve hala kullanilmaktadir. Bu veriler bitkinin sahip

oldugu potansiyelin daha iyi anlagilmasinda etkili olmustur.
2.2 Oksidatif Stres

Yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in zorunlu olan en Onemli elementlerden biri oksijendir.
Soludugumuz havada nispeten reaktif olmayan oksijen, yiiksek enerjiye veya elektron transfer

eden kimyasal reaksiyonlara maruz kaldiginda yiiksek oranda reaktif kimyasallara
doniistiiriilebilir. Oksijenin doniistiigli bu formlar topluca “reaktif oksijen tiirleri” olarak

adlandirilir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) biyolojik organizmalar i¢in toksiktir. ROS
seviyeleri hiicresel oksidasyonun zincir reaksiyonuna ve sonugta hastalik ve oliimciilliige

neden olur (Rodriguez ve Redman, 2005).

Serbest radikaller, eslestirilmemis elektronlar iceren herhangi bir kimyasal tiir olarak
tanimlanabilir. Eslestirilmemis elektronlar, bir atom veya molekiiliin kimyasal reaktivitesini
arttirir. Serbest radikaller, birgok biyokimyasal islemin kaginilmaz bir yan iiriinii olarak ve
baz1 durumlarda aktive edilmis nétrofillerde oldugu gibi kasten de olsa biiylik miktarlarda

olusur. Ek olarak, c¢evreden elektromanyetik radyasyona yanmit olarak viicutta serbest



radikaller {iretilebilir ve dogrudan ozon ve azot dioksit gibi oksitleyici kirleticiler olarak elde

edilebilir. Antioksidan savunmalari eksikse ¢esitli dokularda hasar olusabilir.

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizligin potansiyel olarak hasara neden
olmasina oksidatif stres denir (Sies, 1997). Oksidatif stres aerobik metabolizmanin kag¢inilmaz
bir yan iiriinidiir, ¢iinkii O, ve H,0,, molekiiler oksijen kimyasal olarak elektron tasiyicilar
oksitlendiginde olusur (Storz ve A Imlay, 1999). ROS’lar normal hiicresel metabolizma ve
hava kirleticileri veya sigara dumani gibi ¢evresel faktorlerin bir sonucu olarak canli
organizmalar tarafindan tretilir. ROS iki gruba ayrilir; serbest radikaller ve radikal
olmayanlar. Bir veya daha fazla eslestirilmemis elektron iceren ve boOylece molekiile
reaktivite veren molekiiller serbest radikal olarak adlandirilir. Iki serbest radikal eslesmemis
elektronlarin1 paylastiginda, radikal olmayan formlar olusur. Fizyolojik 6neme sahip ii¢ ana
ROS siiperoksit anyon (Oz), hidroksil radikali (¢*OH) ve hidrojen peroksit (H20) tir (Sekil
2.1.). Dusiik veya orta derece de konsantrasyonlarda, fizyolojik hiicre islemlerinde islev
goriirler, ancak yiiksek konsantrasyonlarda, lipitler, proteinler ve DNA gibi hiicre
bilesenlerinde ters modifikasyonlar olustururlar. Aerobik organizmalar, ROS’un zararh
etkilerini bloke etmede genellikle etkili olan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
iceren entegre antioksidan sistemlerine sahiptir. Bununla birlikte, patolojik kosullarda
antioksidan sistemler bastirilabilir. Oksidatif stres; kanser, norolojik bozukluklar,
ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi/perfiizyon, diyabet, akut solunum sikintis1 sendromu,
idiyopatik pulmoner fibroz, kronik obstriiktif akciger hastaligi ve astim dahil olmak {izere

birgok patolojik duruma ve hastaliga katkida bulunur (Birben vd., 2012).
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Sekil 2.1. Oksijenin sirali tek degerlikli indirgenmesiyle farkli ROS tiretimi.

2.2.1 Oksidatif stresin organizmalar iizerindeki hasar érnekleri

Oksidatif stresin olugmasi canlilar icin toksik bir etkiye neden olmaktadir. Yaslanma,
inflamasyon, yiiksek O, basinci, kimyasal ajanlar, radyasyon, iskemi-perfiizyon bu dengenin
bozulmasina neden olan etken 6rnekleridir. Bu toksik etki neticesinde lipitler, proteinler,
DNA ve karbohidratlar okside olur ve normal hiicresel membran ve tireme fonksiyonlarinin
parcalanmasina neden olur. Bu durumun en 6nemli 6rnekleri olarak; lipit peroksidasyonu,
protein ve DNA hasar: verilebilir. Oksidatif stresin kanser ve diyabet gibi giiniimiiziin yaygin
ve tehlikeli hastaliklar1 ile olan iliskisi ise bir¢cok bilimsel g¢alisma ile arastirilmis ve

arastirilmaya devam etmektedir (Betteridge, 2000).



2.2.1.1 Lipit peroksidasyonu

Lipid peroksidasyon reaksiyonlar1 genellikle bir radikalin poliansature yag asitlerinde
oksidasyona neden oldugu, serbest radikal etkili zincir reaksiyonlaridir (Abuja ve Albertini,
2001). Serbest radikallerin hiicre zarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinden bir hidrojen
atomu koparmasi ile siire¢ baglar. Bu hidrojen atomu metilen gruptan (-CHy) koparilir.
Hidrojen atomunun bir elektron i¢cermesinden dolayr metilen gruptan bir ¢ kopmus olur ve
buda karbon iizerinde eslesmemis bir e kalmasia neden olur (Ozcan vd., 2015). Oksidatif
stresi degerlendirmek i¢in kullanilan en yaygin endeks grubu, serbest radikallerin saldirisina
yatkin olan lipidlerin, genellikle ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyon iiriinleridir.
[lk lipit peroksidasyon iiriinleri konjuge dienik hidroperoksitlerdir. Bu aktif maddeler, gesitli
aldehitlere ayrisirken orijinal yag asidi olan arakidonik asit izoprostanlara ayrigir. Biitiin bu
bozunma ve ayrigma iriinleri, yaygin bigimde konjuge olarak ifade edilen hidroperoksitler

(LOOH) dahil olmak iizere oksidatif stresin degerlendirilmesinde kullanilir (Dotan vd., 2003).

Genellikle gerekli reaktiviteye sahip bir radikal (R) ile tepkime baslar (Abuja ve Albertini,
2001):

(LH: Poliansature Yag Asidi)
LH+Re — Le+RH

Molekiiler oksijen, hizla bu proseste olusan karbon merkezli radikali (Le) ekleyerek lipit

peroksil radikalini (LOO¢) verir:
Le + O, — LOO-

Bu sirayla denklemde, benzer sekilde baska bir ¢coklu doymamis yag asitinden bir hidrojen

cikarilabilir:
LH+ LOO+s — L+ LOOH

Bu reaksiyon c¢ogalma olarak adlandirilir, birgok ¢oklu doymamis yag asitinin lipit
hidroperoksitlere donligmesine neden olabilecegi anlamina gelir. Lipit hidroperoksit (LOOH),
lipit peroksidasyon reaksiyonunun ilk ve nispeten stabil olan iiriintidiir. LPO’nun siirekli
olarak baglatildig1 kosullar altinda, sonlandirma tepkimesi LPO’nun derecesini sinirlar,
radikal olmayan gruplar (NRP) elde eder ve ayn1 anda iki radikali yok eder:
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LOO- + LOO* — NRP

Gegis metal iyonlar1 varliginda, LOOH, bu metal iyonlarinin redoks doniistimii ile LPO’yu

yeniden baslatabilen radikallerin olugsmasina yol acgabilir:
LOOH + Me™ — LOs + Me™™*
LOOH + Me™V* — LOO* + Me™

Peroksil radikalleri ortamda antioksidan bulunmadigi zaman ¢apraz kovalent bag yaparak
hiicre membranini olusacak hasarlara kars1 duyarl hale getirir ve membranin yapisini bozar.
Meydana gelen bu hasardan dolayr membranin akiskan 6zelliginin bozulmasi sonucu zarin,
potansiyelinde azalma, H" ve diger iyonlarin gegirgenliginde artisa neden olarak membranin
patlamasina yol agar. Patlayan membranda organeller sitoplazmaya salmir (Ozcan vd., 2015).

Sonug olarak lipit peroksidasyonu hiicreyi 6liime kadar gotiirebilir.
2.2.1.2 Protein oksidasyonu

ROS’larin protein molekiiliinden bir hidrojen atomu ¢ikarmasiyla protein oksidasyonu baslar.
Protein oksidasyonuna yol agan ROS’lar; O,", OH", RO;’, RO", hidroperoksil (HO;"), H,0,
gibi radikal olmayan tiirler, hipokloréz asit (HOCI), ozon (Os), singlet oksijen (*O) ve
ONOQO’tir. Karbonil (CO) gruplart (aldehitler ve ketonlar), oksitlendiklerinde protein yan
zincirlerinde (ozellikle Pro, Arg, Lys ve Thr) iiretilirler. Bu kisimlar kimyasal olarak
kararlidir, bu da bunlarin tespiti ve depolanmasi i¢in faydalidir. Protein karbonil tiirevleri
ayrica, proteinlerin oksidatif yarilma yoluyla, a-amidasyon yolu ile veya glutamil yan
zincirinin oksidasyonu yoluyla iiretilebilir, bu da N-terminal amino asidin bir a-ketoasil tiirevi

tarafindan bloke edildigi bir peptidin olugsmasina yol agar (Dalle-Donne vd., 2002).

Baslangi¢ asamasinda protein molekiiliinden bir hidrojen atomu ¢ikarilmasi sonucu karbon
merkezli bir protein olusur (Ergezer vd., 2016). Bu reaksiyon i¢in ihtiya¢ duyulan ‘OH, suyun
radyolizi veya H,O,’nin metal katalizorlii ayrilmasi ile elde edilebilir (Berlett ve Stadtman,
1997);

PH + OHe — P+ + H;0,

Protein peroksi radikali (POO-), hidroperoksit (POOH), alkoksi (PO¢) ve hidroksi (HO*)
radikallerinin olustugu asamalar ise oksidasyonun yayilma asamalaridir;
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Pe+ O — POO-
POO- + PH — POOH + P-
POOH — PO+ + HO™

Protein karbonilleri gibi radikal 6zellik géstermeyen bilesiklerin olustugu son basamak ise

bitis agsamasidir;
Pe + PO+ — POP

Yaslanma sirasinda ortaya ¢ikan cesitli makromolekiiller oksidatif hasar tipleri arasinda, hiicre
ici proteinlerin oksidatif modifikasyonlarinin, okside proteinlerinin genellikle katalitik
fonksiyonunu yitirmesi ve secici bozunmaya ugramasi nedeniyle, fizyolojik fonksiyonlarda
yaslanmayla iliskili kayiplara neden olarak anahtar rol oynadig1 one siirlilmiistiir. Belirli bir
proteine, ozellikle aktif bolgedeki oksidatif hasar, belirli bir biyokimyasal fonksiyonun ilerici
bir kaybina neden olabilir (Sohal, 2002). Proteinlere oksidatif hasarin, yaglanmada ¢ok 6nemli
bir rol oynadigi, clinkii okside olmus proteinlerin katalitik islevini yitirdigi ve tercihen
hidrolize edildikleri one stiriilmektedir. Spesifik proteinlere oksidatif hasarin, fizyolojik
fonksiyonlarda oksidatif stres/hasar1 ve yasa bagli kayiplar1 baglayan mekanizmalardan birini

olusturdugu varsayilmaktadir.
2.2.1.3 DNA hasar1

ROS’lar uygun sekilde kontrol edilmezlerse hiicresel makromolekiillere, 6zellikle de DNA’ya
ciddi hasar verebilirler. DNA’daki oksidatif hasar, ii¢ eksizyon tamir yolunun en basiti olan
temel eksizyon onarim (BER) ile onarilir. DNA onariminin saglanmasi i¢in hiicreler, hiicre
dongiisii kontrol noktalarini aktive ederek hiicre dongiistiniin durdurulmasini saglar ve hasarli
DNA’nin gogalmasim dnler (Barzilai ve Yamamoto, 2004). Iyonlastiric1 radyasyonun DNA
ile etkilesimi hiicre 6liimii, mutajenez ve karsinojenezi ortaya cikarmaktadir. Iyonlastirici
radyasyon, dogrudan DNA tarafindan absorbe edilebilir, bazlarin iyonlagmasia (dogrudan
etki) neden olabilir veya dnce etrafta bulunan su molekiilleri ile dolayli olarak reaksiyona

girebilir (dolayl etki). Dolayl etki ile hidroksil radikalinin olusmasi;
HQO — H20.+ + e_aq

HQO'+ + H,0 — H30+ +'OH
11



eaq — H + OH
Ikinci islem su molekiiliiniin uyarilmasi ile Hye homolizini ve OH radikalini igerir;
H,0 — H,0"— H' + "OH
Sonlandirma reaksiyonlari, hidrojen ve H,O; liretimine yol agar;
H +H — H,
€ag t €aqg — Ho+ 20H
‘OH + "HO — H;0,

Baglanmayan veya EDTA gibi bilesiklere selatlanmis metallerin reaksiyonlarindan tiiretilen
oksil radikalleri DNA hasarmma neden olur. Fentonun, H;O,’nin demir iyonu tarafindan
ayristirildiginda daha giiclii bir oksitleyici olarak davrandigi bilinmektedir. Haber ve Weiss,
fenton reaksiyonunda Fe™ ve OH radikalini elde etmek icin Fe*?’den H,0,’nin zayif O-O

bagina elektron transferinin gerceklestigini 6nermistir;
Fe** + H,0, — Fe** + OH + 'OH

OH radikallerinin bu tiir reaksiyonlarda olusup olusmadigi ve bu sekilde olusturulan tek ROS
olmadiklar1 yakin zamanda tartisilmistir, ancak ne tiir ROS olusursa olussun DNA’ya zarar
verebilir ve pargalayabilir. Fe**"ii tekrar Fe2+’ye geri dontistiirmek i¢in bir indirgeyici madde
mevcutsa, uzun siireli ve daha diisitk Fe?* konsantrasyonlar1 kullanilabilir. Bu tiir indirgeme

ajanlar1 askorbat ve O igerir;
202._ +2H" > O, + H,0,

Demir tuzlarmin DNA boéliinmesi iizerindeki etkileriyle ilgili bir¢ok arastirma yapilmstir.
Boylece, ksantin ve hipoksantin; ferik iyon ve EDTA varliginda DNA ile inkiibe edildigi
gozlenmistir. Bu sistem, O, ve H,O; liretir (Breen ve Murphy, 1994).

OH radikalleri, DNA yapisindaki bazlarin ¢ift baglarina H atomu ekler ya da 2-deoksiribozun
C-H baglarindan ve timin yapisindaki metil gruplarindan H atomu ¢ikaracak sekilde DNA ile
biyokimyasal bir reaksiyona sebep olur (Breen ve Murphy,1995). Bu reaksiyon sonucu
olusan timin peroksil radikali indirgenir ve farkli oksidasyon iirlinlerine doniisiir. DNA’da en
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fazla bilinen baz mutasyonu 8-OHdG (8-hidroksi-2 -deoksiguanozin)’dir. Guanin
molekiiliiniin 8. pozisyonunda OH radikalinin etkilesime neden olmasiyla oksidasyon olusur.
8-OHdG bu oksidatif hasar sonucu olusur. Ayrica guanin bazina yiiksek afinite ile baglanan
cu® iyonlar1 H,0, ile etkilesime girer ve sonucunda oksidatif hasara katkida bulunur
(Helbock vd., 1999).

Oksidatif stresin DNA hasarina bir 6rnekte olusan “DNA-protein” ¢agraz baglaridir. Bu
baglar bazi radikallerin proteinlerin aromatik amino asitleri ile kombine olmasi sonucu olusur
(Cooke vd., 2003). DNA seker modifikasyonlar1 ve zincir kirilmalar1 ise OH radikallerinin
DNA seker kalintilarindan H atomu koparmasi ile olusur. Sonugta oksidatif stres replikasyon,

transkripsiyon ve tamir mekanizmalarin1 olumsuz etkiler ve DNA hasar1 olusmasina neden

olur (Hu vd., 1995).
DNA hasar1 basta kanser olmak {izere pek ¢ok hastaliga neden olmaktadir.
2.2.1.4 Oksidatif stres ve kanser

Cesitli tiplerdeki reaktif tiirler (RS) in vivo olarak olusturulur ve birgcogu DNA ve diger
biyomolekiillere zarar verebilen giiclii oksitleyici ajanlardir. Artan RS olusumu, malignite
gelisimini destekleyebilir ve RS kusaginin normal olmayan oranlari, kanser riskinde artisa
neden olabilir (Sekil 2.2.). Bununla birlikte, 8-OHdG gibi artan DNA baz oksidasyon iiriinleri
seviyeleri, malign tlimorlerde siklikla artmis DNA baz oksidasyon seviyeleri gdstermesine
ragmen, maligniteye yol agmaz. Bu nedenle RS’nin ilave eylemlerinin p53, hiicre ¢ogalmasi,
istila ve metastaz {lizerindeki etkileri dnemlidir. ROS’lara sadece dogru seviyede maruz
kalmak gereklidir. Cok fazla sayida RS hiicreleri yaralayabilir veya oldiirebilir. ROS’lar
hiicrelerde cok c¢esitli potansiyel eylemlere (hiicre dongiisii durmasi, yaslanma, apoptoz,
nekroz veya diger mekanizmalarin tesvik edilmesi) sahiptir ve bu sekilde kanser Onleyici
olarak diisiiniilebilir. Ayn1 durum RNS (reaktif azot tiirleri) gibi diger reaktif tiirler i¢inde
gecerlidir (Halliwell, 2007).
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Endojen kaynaklar Ekzojen kaynaklar

Mitokondri, peroksizom, UV sk, inflamatuar
Antioksidanlar l ROS en SNAPs
Vitamin E, selenvum, OKSIDATIF STRES DNA onarmu, oksidatf

likopen, vesil cay / 1 \

DNA, RNA, protein ve DNA onarm, oksidatif || Degistinilmis gen ifadesi

W 4

KARSINOGENEZ

lipitlerin hasar enzimler

Sekil 2.2. ROS ve insan kanserinin gelisimindeki rolii (Klaunig vd., 2010).

Kanserojen, mutasyon ve mutasyona ugramis hiicrenin segici klonal ¢ogalmasini igceren ¢ok
asamali bir islemdir (Sekil 2.3.). Reaktif oksijen tiirlerini indiikleyenler dahil olmak iizere
kimyasal ve fiziksel maddeler bu ¢cok asamali prosesi indiikleyebilir ve/veya modiile edebilir.
ROS iiretimi de dahil olmak iizere kanserojenlerin ¢esitli etki bigimleri ile kansere neden
oldugu tanimlanmistir. Hiicresel makromolekiillerde oksidatif hasar; ROS’ un asir1 liretimi ve
hatali antioksidan ve/veya DNA tamir mekanizmalariyla ortaya ¢ikabilir. Ek olarak, ROS
sinyal iletim yollarin1 uyarabilir ve Nrf2 ve NF-kB gibi anahtar transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna yol acabilir. Elde edilen ROS tarafindan uyarilan degistirilmis gen ekspresyon
paternleri, karsinogenez islemine katkida bulunur. Son kanitlar, oksidatif DNA tamir
genlerindeki birkag tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ile insan kanserine duyarli antioksidan
genler arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir. DNA, lipid ve protein hasarin
indiiklemeye ek olarak, protein kodlayan veya kodlanan RNA’daki oksidatif hasar, potansiyel
olarak protein sentezinde veya gen ekspresyonunun diizensizlestirilmesinde hatalara neden
olabilir. Bu, bazi insan hastaliklarinin 6zellikle noronlarda kronik dejenerasyonun altinda
yatan bir mekanizma olarak 6ne siiriilmiistiir. Benzer sekilde, protein oksidasyonu bir dizi
yaslanma prosesi ve hastaliklari, en onemlisi Alzheimer hastaligida dahil edilmistir. Protein

peroksidasyonu ve karsinogenez arasinda agik bir baglantt kurulmamistir. Lipit
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peroksidasyonu, protein ve DNA ile yiiksek reaktivite gosteren, malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksi-2-nonenal (4-HNE) dahil olmak iizere reaktif aldehitlerin olusumu ile sonuglanir.
MDA ve MDA-MDA dimerleri bakteri tahlillerinde mutajeniktir, insanlarda mutasyon
olaylarina katkilar i¢in kanitlar eksiktir. Buna karsilik, DNA’ya oksidatif hasar UV kaynakli
fare ve insan derisi kanserlerinde oflatoksin B ile indiiklenen p53 ve hepatokarsinogenezde
ras gen mutasyonlara baglanmistir. Ek olarak pI5INK4B ve p16INK4A tiimor baskilayict
genleri, sicanlarda ROS kaynakli renal hiicreli karsinomun hedefleri gibi goriinmektedir

(Klaunig vd., 2010).

I DNA kromatindeki degisiklikler } l
Baz, geker ve kromatinde DNA kromatin
kimyasal degigiklikler l ’ konformasyonundaki degisiklik
Hotspot wutajenitesinia Hatali H- Replikasyonda Hatali replikasyon Hatah gen
arttanimas baglama engellenme ekspresyonu
tezvonl n Hata egilimhi smnogenezn
AP lezvonian venpeld = kolaylagtinlmasi
igin hiziandinimey bag Pb}fpﬁss
Ryt

[ Mutasyon }Qi

Sekil 2.3. RS kanser gelisimine katkida bulunma yollarindan bazilar1 (Halliwell, 2007).
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2.2.1.5 Oksidatif stres ve diyabet

Asir1 derecede yiiksek serbest radikal seviyeleri hiicresel proteinlere, membran lipitlerine ve
niikleik asitlere zarar verir ve sonunda hiicre 6liimiine neden olur. Glikoz oksidasyonunun
serbest radikallerin ana kaynagi olduguna inanilmaktadir. Enediol formunda; glikoz, reaktif
ketoaldehitlere ve siiperoksit anyon radikallerine doniistiiriilen bir enediol radikal anyonuna
gecis metali bagimli bir reaksiyonda oksitlenir. O, anyon radikalleri, katalaz veya glutatyon
peroksidaz ile bozunmazlarsa, gecis metallerinin mevcudiyetinde dismutasyon ile asir1 reaktif
hidroksil radikallerinin iiretilmesine yol agabilecek olan H,O;’e doniisiirler. O,  radikalleri,
reaktif ONOO- radikalleri olusturmak icin nitrile oksitle de reaksiyona girebilir.
Hipergliseminin ayrica diisiik yogunluklu lipoproteinin (LDL) lipit peroksidasyonunu, serbest
radikallerin olugmasina neden olan siiperoksit bagimli bir yolla tesvik ettigi de bulunmustur.
Diyabette ki serbest radikallerin bir diger 6nemli kaynagi, glikozun bir Amadori iirliniiniin
olusumuna yol agan proteinlerle etkilesimi ve daha sonra ileri glikasyon son iiriinleri
(AGE’Ler). Bu AGE’ler, reseptorleri (RAGE’ler) vasitasiyla enzimleri etkisiz hale getirir ve
yapilarini ve fonksiyonlarini degistirir, serbest radikal olusumunu tesvik eder ve nitrikoksitin
baskilayic1 ve blokant proliferatif etkilerini giderir. Hiicre i¢i oksidatif stresi arttirarak,
AGE’ler NF-Btranskripsiyon faktoriinii aktive eder, bdylece gesitli NF-B kontrollii hedef
genlerin yukari regiilasyonunu tesvik eder. NF-B, adacik beta hiicresi hasarimin bir aracisi

olduguna inanilan nitrik oksit iiretimini arttirir.

Deneysel ve klinik calismalar oksidatif stres ile her iki diabetes mellutus tipinin patogenezi
arasinda oOnemli bir bag oldugunu gostermektedir. Serbest radikaller; diyabette glikoz
oksidasyonu, proteinlerin non-enzimatik glikasyonu ve gliklenmis proteinlerin oksidatif
bozunmasi ile orantisiz sekilde olusturulur. Anormal derecede yiiksek serbest radikal
seviyeleri ve ayn1 anda antioksidan savunma mekanizmalarinin azalmasi hiicresel organellerin
ve enzimlerin zarar gérmesine, artan lipit peroksidasyonuna ve insiilin direncinin gelismesine
neden olabilir. Oksidatif stresin bu sonuclari, diabetes mellitusun komplikasyonlarinin
gelisimini destekleyebilir. Artan oksidatif stres diyabetin ve komplikasyonlarinin gelisimi ve
ilerleyisi ilizerinde yaygin olarak kabul edilen bir katilimecidir. Diyabete genellikle serbest
radikal tiretimi veya bozulmus antioksidan savunma sistemi eslik eder. Artan oksidatif stresin
diyabetik komplikasyonlara katildig1 mekanizmalar; transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu,
gelismis gliklenmis son iiriinler (AGE’ler) ve protein kinaz C’de dahil olmak iizere kismen

bilinmektedir (Maritim, 2003).
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Diyabette oksidatif stresin artmasina katkida bulunan mekanizmalar, sadece artmis non-
enzimatik glikosilasyon (glikasyon) ve otoksidatif glikosilasyonu degil, ayn1 zamanda enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden metabolik stres sonucunu, sorbitol yolu aktivitesindeki
degisiklikleri, enflamatuar mediatorlerin seviyesindeki degisiklikleri ve antioksidan savunma
sistemlerinin durumunu, hipoksi ve iskemik perflizyon hasarindan kaynaklanan lokalize doku

hasarin1 igerir (Baynes, 1991).

Onemli kanitlar ayrica, diyabetik komplikasyonlarin, patogenezinde, 6rnegin lens katarakt
olusumunda veya periferik noropatide, sorbitol yolunun glikoz tarafindan aktivasyonunuda
icerir. Katarakt olusumunu anlama ¢abalar1 ¢esitli hipotezleri tetikledi. Aldoz rediiktaz
ozmotik hipotezinde, poliollerin birikimi merceksi ozmotik degisiklikleri baglatir. Buna ek
olarak, oksidatif stres azalmis glutatyon seviyeleri ve NADPH diizeylerinin tiikkenmesi ile
baglantilidir. Alternatif olarak, artan sorbitol dehidrogenaz aktivitesi degistirilmis NAD+
seviyeleri ile iligkilidir. Bu da lens proteinlerinin non-enzimatik glikozilasyonu ile protein
modifikasyonuna neden olur. Diyabetik noropati ve indiiklenmis sorbitol yolundaki
degisiklikleri baglayan mekanizmalar iyi tanimlanmamistir. Bir olast mekanizma, ndral
dokulardaki metabolik dengesizlikler, bozulmus nérotrofizm, nérotransmisyon degisiklikleri,

Schwann hiicre hasar1 ve aksonopati ile iligkilendirilmistir (Maritim, 2003).
2.3 Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, reaktif oksijenlerin etkilerini hafiflestirerek biyomolekiillerin oksidatif
hasarin1 azaltirlar. Bu nedenle, yiiksek seviyede antioksidan iceren meyve ve sebzelerin
tilketiminde artig Onerilmistir (Adom ve Liu, 2002). Huang, Ou ve Prior diyet
antioksidanlarim1  “’radikal zincir reaksiyonlarini durdurabilen, temizleyen veya reaktif
oksidanlarin ilk etapta olusmasini engelleyebilen maddeler’” olarak tanimlamislardir (Huang
vd., 2005). Baz1 antioksidanlar bu islevi kendilerini okside ederek gerceklestirir, boylece
ortaya ¢ikan antioksidan radikali daha az reaktif oldugu i¢in radikal zincir reaksiyonlarimin
baglatilmasinda, yayilmasinda ve sonlandirilmasinda hiz smirlayict bir rol oynarlar.
Antioksidanlar farkli substratlara karsi etkinliklerinde farkliklar gosterir. Bazilari giiglii
serbest radikal temizleyicileri iken bazilar1 ise daha giiclii metal selasyon etkilerine sahiptir,
ornegin; karotenoidler singlet oksijenin neden oldugu oksidasyonun inhibe edilmesinde
ozellikle etkilidir (Wootton, 2011). Insan antioksidan savunmasi siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz gibi enzimatik sistemler; iirat, askorbat, glutatyon ve
flavonoidler gibi hidrofilik bilesikler ve tokoferoller, karotenoidler ve ubikinol gibi lipofilik
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bilesiklerden olusmaktadir. Bu savunma sistemine ilaveten glutatyon rediiktaz ve
dehidroaskorbat rediiktaz gibi enzimleride icermektedir. Bu serbest radikal gidericilerin yani
sira indirgenen c¢evreyi koruyan hiicresel makineler vardir; NADPH’in glikoz-6-fosfat
dehidrojenaz ile yenilenmesi buna ornek verilebilir. Bu ajanlarin bir kismi hiicrenin bizzat
kendisi tarafindan sentezlenir, ancak askorbik asit, lipoik asit, polifenol ve karotenoid
icerenlerin biiyiik cogunlugu diyet kaynaklarindan tiiretilir. Hastalik kosullarinda, ROS’a
kars1 savunma zayiflar veya hasar goriir ve oksidan yiikii artar. Bu gibi durumlarda; oksidatif
stresin zararli sonuclarmi telafi etmek igin harici antioksidan tedariki esastir. Iyi bilinen
antioksidan vitaminler olan askorbik asit ve a-tokoferol disinda epigallokatesin-3-O-gallat
(EGCG), likopen, kesretin, genistein, ellagik asit, ubikinon ve indol-3-karbonil de onemli
yaygin antioksidanlardir. Bu ajanlar ana tedavi ile birlikte baz1 hastaliklarin profilaksisi veya
tedavisi i¢in besin takviyesi olarak kullanilir (Ratnam vd., 2006). Antioksidanlarin sadece
insan viicudunda iiretildikleri miktarlar baz alindiginda etkilerinin sinirli oldugu goriiliir ve
ROS olusumunun antioksidan seviyesini asmasi oksidatif strese neden olur. Bu yiizden
gidalarla alinan antioksidanlar olduk¢a 6nemlidir. Antioksidanlar endojen (enzimler vb.) ve

eksojen (polifenoller ve vitaminler vb.) olmak tizere iki gruba ayrilir.

Enzimatik Antioksidanlar (Endojen Antioksidanlar): Bu antioksidanlarin bazilari; enzimleri,
diistik molekiil agirlikli molekiilleri ve enzim kofaktorlerini igererek endojen olarak tiretilir

(Ratnam vd., 2006).

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar (Eksojen Antioksidanlar): Enzimatik olmayan
antioksidanlarin bircogu diyet kaynaklarindan elde edilir. Diyet antioksidanlar1 polifenollerin
en biylik smifi olusturdugu cesitli smiflara ayrilabilir. Polifenoller fenolik asitlerden ve
flavonoidlerden olusur. Diger diyet antioksidanlari arasinda vitaminler, karotenoidler,

organosiilfural bilesikler ve mineraller bulunur (Ratnam vd., 2006).
2.4 Enzim Inhibisyon Aktivite

Enzim inhibisyonu, yapilan aragtirmalar sonucunda cesitli fizyolojik kosullarda faydali
ilaglarin kesfedilmesine yol agmasi ile farmasotik arastirmalarda hizla 6nem kazanmaya
devam eden bir alan olmustur. Enzim inhibitorleri, enzimlerle etkilesime girebilir ve dogal
substratlara kars1 etkinliklerini bloke edebilir (Amtul vd., 2002). Enzim inhibit6r reaksiyonu
genellikle karmasiktir. Inhibisyon ya geri doniisiimlii olabilir ya da enzimin geri doniisiimsiiz

inaktivasyonu ile sonuglanabilir.
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Tersinir Inhibisyon: Substratla yapisal olarak iliskili inhibitorler enzim aktif merkezine
baglanabilir ve substrat ile rekabet edebilir (yarigsmali inhibisyon). Eger inhibitor sadece
enzim degil, ayn1 zamanda enzim-substrat kompleksine de bagliysa aktif merkez genellikle
deforme olur ve bu nedenle fonksiyonu bozulur. Bu durumda substrat ve inhibitor birbiriyle
rekabet etmemektedir (yarismasiz inhibisyon). Ornegin; immobilize asetilkolinesterazin metal
iyonlar ile inhibe edilmesi tersinir ve yarismasiz bir karaktere sahiptir. Karisik inhibisyon
durumunda ise inhibitér enzimi ve enzim substrat kompleksini farkli bir afinite ile baglar.
Yarigsmasiz inhibisyon i¢in inhibitér sadece enzim-substrat kompleksi olustugunda baglanir

(Amine vd., 2006).

Tersinir Olmayan (Geri Doniisiimsiiz) Inhibisyon: Geri doniisiimsiiz (tersinir olmayan)
inhibitorler i¢in enzim inhibitor etkilesimi, enzim aktif merkezi ile inhibitor arasinda kovalent

bir bag olusumu ile sonuglanir (Amine vd., 2006).

Enzim inhibisyonu, énemli bir ila¢ arastirma alanmidir, ¢iinkii bu alandaki ¢aligmalar zaten
bircok hastalikta yararli olan ¢ok ¢esitli ilaclarin kesfedilmesine neden olmustur. Spesifik
inhibitorler enzimlerle etkilesime girer ve karsilikli gelen dogal substratlara dogru
etkinliklerini bloke eder. Enzim inhibitdrlerinin farmasoétik agidan 6nemi ¢ok biiyiiktiir, ¢iinki
bu molekiiller ¢ok sayida fizyolojik durumu tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Amtul vd.,
2002). Anjiyotensin-doniistiiriici  enzim (ACE) inhibitorleri sol ventrikiil sistolik
disfonksiyonu veya kalp yetmezligi olan hastalarda, miyokard enfarktiisii, kalp yetmezligi ve
kardiyovaskiiler nedenlerden oliim riskini azaltmada etkilidir. ACE inhibitorlerinin kalp
yetmezligi olmayan vaskiiler hastaligi olan hastalarda aterosklerotik komplikasyonlari

azalttig1 gosterilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Ornek Toplanmasi

Cirsium macrobotrys: Tunceli; Piiliimiir, Ardigli koyii civari, step, 10.08.2018, Paksoy 3053.

Sekil 3.1. Cirsium macrobotrys (URL-1)

3.2 Oziitlerin Hazirlanmasi

Cirsium macrobotrys 6rneklerinin toprak istii kisimlar1 golgede kurutulduktan sonra ticari
blender ile &giitiillerek toz haline getirilmistir. Ogiitillen 6rnekler metanol ve su
ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Maserasyon i¢in 10 g 6rnek ve 200 ml metanol 24 saat
karistirilmistir. Soxhlet i¢cin 5 g 6rnek 100 ml metanol ile 6-8 saat siireyle, ultrasonikasyon
icin 5 g 6rnek 100 ml metanol ile 1 saat ekstraksiyona tabi tutulmustur. Infiizyon isleminde 5
g Ornek 100 ml kaynar suda 20 dk bekletilmistir. 5 g ornege ise 100 ml metanolde
homojenizatorde 5 dk muamele edilmistir. Su 6ziitii siizdiiriiliip liyofilize edilmistir. Metanol
Oziitlerinin bir kismi1 whatman mavi band filtre kagidiyla bir kismi ise vakumlu erlen ile

siiziildiikten sonra 40 °C ‘de evapore edilmistir ve ¢oziicii uzaklastirilmistir. Ornekler -20
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°C’de analizler yapilincaya kadar depolanmis ve analiz Oncesi Orneklerden 2mg/mL

konsantrasyonda stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.
3.3 Antioksidan Aktivite Metotlari
3.3.1 Toplam fenolik icerik

Toplam fenolik igeriginin belirlenmesi igin kiigiik degisiklikler yapilarak Folin-Ciocalteu
metodu kullanilmistir (Jaranovi¢ Cindri¢ vd., 2011; Agbor vd., 2014). Stok ¢6zeltiden alinan
2 ml 6rnegin iizerine 1.5 ml distile su ve 0.5 ml %7’lik Na,COg3 eklenerek karistirimis ve 3 dk
bekletilmistir. Olusan karigimin iizerine 1 ml Folin-Ciocalteu eklenmistir. Standart olusturmak
icin gallik asitin farkli konsantrasyonlarindan (100, 50, 25, 12.5 pg/ml) alindi ve ayni
islemler tekrarlanmistir. Kor olusturmak icin 6rnek yerine 0.2 ml metanol kullanilmistir.
Ornekler 2 saat karanlik bir odada inkiibe edilmistir ve ardindan 760 nm’de
spekrofotometrede absorbanslart okunmustur. Ornekler iizerinde icerdikleri fenolik bilesik
yogunluguna gore yesilden maviye dogru renk degisimi gozlenmistir. Orneklerin l¢iimii 3’er
tekrarli olarak yapilmistir. Standardin absorbans konsantrasyon grafiginde elde edilen
denklem kullanilarak oOrneklerin fenolik icerikleri Gallik asit esdegeri (GAE) olarak

belirlenmistir.
3.3.2 Toplam flavonoid i¢erik

Total flavonoid igerik Arvouet ve arkadasglarina (1994) gore spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Ornekten 1 ml alindi ve 1 ml %2’lik AICls ile karistirilmistir . Kor drnegine 1
ml oziit ve 1 ml metanol eklenmistir. Standard icin ise rutinin farkli konsantrasyonlarla
hazirlanan ¢ézeltileri kullanilmistir. Hazirlanan 6rnekler 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir
ardindan 415 nm’de kore karsi absorbanslart okunmustur. Standardin absorbans
konsantrasyon grafiginde elde edilen denklem kullanilarak 6rneklerin flavonoid igerikleri

rutin esdegeri (RE) olarak belirlenmistir.
3.3.3 DPPH serbest radikal giderme aktivitesi

DPPH’in 6x10®° M’lik ¢dzeltisi hazirlanmistir. Kontrol tiipiine 1 ml metanol ve 1 ml DPPH
cozeltisi, kor tiipiine ise metanol konulmustur. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 1 ml 6ziit
iizerine 1 ml DPPH eklenerek hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler oda sicakliginda karanlik

bir ortamda 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda Ornekler, kontrol ve
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standartlarin 517 nm’de absorbans degerleri Olclilmiistiir. Absorbans degerleri kullanilarak

oziitlerin DPPH radikali inhibe oranlar1 (%) asagidaki formiile gore hesaplanmistir:
%I =100 x (Ao-A1) / Ao
(Ao: Kontroliin absorbansi, A1: Oziitiin absorbansi)

Her bir 06ziit i¢in radikalin %50’sinin inhibe edildigi konsantrasyon olan ICsy degerleri

hesaplanmustir.

3.3.4 ABTS radikali giderme aktivitesi

36 mg ABTS 10 ml saf suda c¢oziilmistir. 6.62 mg potasyumpersiilfat 10 ml suda
coziilmistiir. Bu iki ¢ozelti kanstirilarak ve oda sicakliginda 12-16 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Bu siire sonunda radikal aktif hale gelmistir. Aktif hale gelen radikal 1.5
absorbansa sahip olacak sekilde seyreltilmistir. Bu ayni zamanda kontroliin absorbansi
olmustur. Daha sonra 1mg/ml konsantrasyondaki bitki drnekleri tizerine radikal ¢ozeltisinden
1 ml eklenmistir. Oda sicakliginda yarim saat tutulduktan sonra kontrol ve Orneklerin
absorbanslart 734 nm’de Olgiilmiistiir. Daha sonra asagidaki denklem ile ABTS radikali

giderme aktiviteleri hesaplanmstir;
Inhibition (1%)=100 x (Ao-A1) / Ao
(Ao: Kontroliin absorbansi, A;: Oziitiin absorbansi)

Ayni islemler farkli konsantrasyondaki (25-100 pg/ml) troloks i¢in tekrar edilerek
konsantrasyon-absorbans grafigi elde edilmistir. Daha sonra bu grafik kullanilarak

orneklerimizin TE’leri hesaplanmistir.
3.3.5 Toplam antioksidan kapasite (Fosfomolibdat testi)

Bu test fosfomolibdenum metodu kullanilarak Cakmak ve arkadaslarina (2012) gore
uygulanmistir. 4 mM amonyum molibdat, 6 M siilfiirik asit ve 28 mM sodyum fosfat
cozeltileri karistirilarak bir karisim elde edilmistir. Daha sonra bu karisimdan 3 ml alinarak
tizerine 0.1 ml 6ziit ve farkli konsantrasyonlardaki (0.0625-1 mg/ml) askorbik asit ¢ozeltileri
eklenmistir. Kor hazirlamak igin ise 0.3 ml metanol eklenmistir. Tiipler 95 °C’de 90 dk

inkiibe edilmis 659 nm’de absorbanslari okunmustur. Sonuglar TE olarak verilmistir.
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3.3.6 Demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP)

Metot asidik ortamda antioksidan fenolik bilesiklerin Fe-TPTZ kompleksi i¢indeki Fes’lin
Fe,’ye indirgenmesine dayanmaktadir. 50 ul hidroklorik asit ve 10 ml distile suda 31.2 mg
TPTz ¢ozdiirilmiistiir. Ardindan 32 mg FeClz 10 ml distile suda ¢ozdiirilmiistiir. Son olarakta
4.1 ml asetik aside (%80) 250 ml distile su ilave edilmistir ve 0.66 g sodyum asetat bu ¢ozelti
icinde tamamen ¢oziiliinceye kadar karistirilmistir. FeCls, TPTz ve tampon 10/1/1 oranlarinda
karistirilarak bu karisimin 2ml’si ile 0.1 ml oziit karistirillarak 30 °C’de 30 dk inkiibe
edilmistir. Standart olarak 6ziit yerine troloks ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlari (25, 50, 75,
100, 150 ve 200 pg/ml) kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda drneklerin absorbans1 593 nm’de

okunmustur. Sonuglar TE olarak verilmistir.
3.3.7 Bakar iyonlar1 indirgeme aktivitesi (CUPRAC)

Metodun esast Cup’nin Cuj’e indirgenmesine dayanmaktadir. Oncelikle neocuproine,
amonyum asetat ve CuCl, cozeltilerinin her birinden 1’er ml almmustir. Uzerine farkl
konsantrasyonlardaki bitki oziitleri ve standartlardan (BHA ve BHT) 0.5 ml eklenmistir.
Ardindan her tiipe 1 ml distile su eklenmis ve karanlik bir ortamda, oda sicakliginda 30 dk

bekletildikten sonra 450 nm’de kore karsi okunmustur. Sonuglar TE olarak verilmistir.
3.4 Enzim Inhibisyon Testleri
3.4.1 Tirozinaz inhibisyonu

Tirozinaz inhibitor aktivitesi substrat olarak L-DOPA kullanilarak dopachrome metodu ile
gelistirilmistir (Orhan vd.,2012). 25 pul 6rnek ¢ozeltisi, 40 pl tirozinaz ¢ozeltisi ve 100 pl ve
pH 6.8 olan fosfat tamponu 96 kuyucuklu mikroplate icerisinde karistirtlmistir ve 15 dk 25
°C’de inkiibe edilmistir. 40 ul L-DOPA eklenmesiyle reaksiyon baslatilmistir. Benzer sekilde
enzim igermeyen kor ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Koér ve 6rnegin absorbanslar1 25 °C’de 10 dk
inkiibe edildikten sonra 492 nm’de okunmustur. Tirozinaz inhibit6r aktivitesi sonuglar1 kKojik

asit esdegeri (KAE) olarak verilmistir.
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3.4.2 Kolinesteraz inhibisyonu

Kolinesteraz (ChE) inhibitor aktivitesi daha once belirtildigi gibi Ellman metodu kullanilarak
Ol¢iilmiistiir (Aktimsek vd., 2013). 50 pl o6rnek ¢o6zeltisi, 125 ul DTNB ve 25 pul
asetilkolinesteraz veya biitirilkolinesteraz ¢o6zeltisi pH 8.0 Tris-HCl tamponu igerisinde
karigtirllmistir.  Ardindan 96 kuyucuklu mikroplate igerisinde 25 °C’de 15 dk inkiibe
edilmistir. Reaksiyon asetilkolin iyodinin veya biitirilkolin klorid eklenmesiyle baslatilmistir.
Ayni sekilde her 6ziit i¢cin kor , enzim icermeyen bir tiip olarak hazirlanmistir. Kor ve 6rnegin
absorbansi 405 nm’de 25 °C’de 10 dk inkiibasyondan sonra okunmustur. Kolinesteraz

inhibitdr aktivitesi galantamine esdeger (GALAE) olarak verilmistir.
3.4.3 a-amilaz inhibisyonu

a-amilaz inhibitér aktivitesi Caraway-Somogyi iyodin/potasyum iyodin (IKI) metodu
kullanilarak uygulanmistir (Yang vd., 2012). 96 kuyucuklu mikroplate i¢inde 25 pl Srnek
cozeltileri, a-amilaz c¢ozeltisi ile 50 pl pH 6.9,6 mM sodyumklorid fosfat tamponu
karistirilmistir. Karigim 37 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir. On inkiibasyonun ardindan
reaksiyon %0.05°lik 50 pl nisasta ¢ozeltisi eklendiginde baglatilmistir. Ayni sekilde enzim
icermeyen kor ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi 37 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir
ve reaksiyon 25 ul 1 M HCI eklenmesiyle durdurulmustur. Ardindan 100 pl iyodin-potasyum
iyodid ¢ozeltisi eklenmistir. Kor ve 6rnegin absorbanslar1 630 nm’de okunmustur. a-amilaz

inhibitdr aktivitesi sonuglari akarboz esdegeri (ACAE) olarak verilmistir.
3.4.4 a-glikozidaz inhibisyonu

o—glikozidaz inhibitor aktivitesi Palanisamy ve arkadaglarinin (2011) metoduna gore
uygulanmistir. 50 pl 6rnek ¢ozeltisi, S0 ul glutatyon, 50 pl a—glikozidaz ¢ozeltisi, pH 6.8
fosfat tamponu ve 50 ul PNPG ¢ozeltisi 96 kuyucuklu mikroplate i¢inde karigtirtlmis ve 15 dk
37 °C’de inkiibe edilmistir. Ayn1 sekilde enzim icermeyen bir kér hazirlanmistir. Reaksiyon
50 ul 0,2 M sodyum karbonat eklendiginde durdurulmustur. Kor ve 6rnegin absorbanslart 400

nm’de okunmustur. o—glikozidaz inhibitor aktivitesi ACAE olarak verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada Cirsium macrobotrys’in farkli 6ziitlerinin antioksidan aktiviteleri ve enzim
inhibisyon aktiviteleri belirlenmistir. Arastirilan aktiviteler i¢in metanol ve su Oziitlerine in

vitro testler uygulanmistir. Ayni zamanda 6ziitlerin ekstraksiyon verimleri de hesaplanmustir.

4.1 Antioksidan Aktivite

C. macrobotrys bitkisinden farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen Oziitlerin
antioksidan aktiviteleri DPPH ve ABTS radikali giderme aktiviteleri, CUPRAC, FRAP, metal
selatlama ve fosfomolibdat testleri kullanilarak degerlendirilmistir. Bunlarin yaninda 6ziitlerin
toplam fenolik, toplam flavonoid ve toplam fenolik asit i¢erikleri de belirlenmistir. Bu sekilde
caligilan bitkinin ilgili icerikleri ve antioksidan aktivitelerinin ekstraksiyon yonteminden nasil

etkilendigi de belirlenmistir.
4.1.1 Toplam fenolik, Ffavonoid ve fenolik asit icerikleri

C. macrobotrys bitkisinden farkli 6ziitlerin toplam fenolik icerikleri Folin yontemine gore
belirlenmistir (Cizelge 4.1.). Toplam fenolik igerik 39.01-45.15 mg GAE/g 6ziit oranlarn
arasinda bulunmustur. Farkli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen 6ziitlerin toplam fenolik
icerikleri benzer oranlarda olmasina ragmen az da olsa farklilik gozlenmistir. En diisiik
fenolik icerik 39.01 mg GAE/g 6ziit oraniyla inflizyon yonteminde gdzlenirken bunu 42.51
mg GAE/g 06ziit orantyla homojenizator destekli yontem, 42.88 mg GAE/g 6ziit oraniyla
maserasyon, 43.31 mg GAE/g 6ziit oraniyla sokslet yontemi takip etmistir. Ultrasonikasyon
destekli ekstraksiyon ile elde edilen oziit 45.15 mg GAE/g 6ziit toplam fenolik madde
icerigiyle en yiiksek fenolik madde iceren dziit olmustur. Ulkemizde yaygin olan 11 Cardueae
taksonunun fenoliklerinin degerlendirildigi bir ¢alismada arastirilan 6rneklerin 100 g kuru
maddesinde mg gallik asit esdegeri toplam fenolik igerikleri 428.17-752.14 oranlar1 arasinda
degismektedir (Kurt vd., 2019). Aym g¢alismada incelenen taksonlardan olan 6 Cirsium
tiirlinlin ise 588.61-752.14 diizeylerinde fenolik madde igerdigi goriilmektedir. C. creticum
bitkisi iizerine yapilan bir calismada bitkinin metanol ekstraktinin toplam fenolik igerigi
katesin esdegerine gore 47.90 pg CAE/mg olarak gozlenmistir (Sabudak vd., 2017). C.
setidens bitkisinin ¢dzilicli olarak suyun kullanildigi 6 farkli kurutma yontemi ile hazirlanan
ekstraktlar1 tannik asit esdegeri toplam fenolik madde icerigi 28.76-32.16 oranlar1 arasinda

degismektedir (Guo ve Wang, 2018).
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Toplam flavonoid igerige bakildiginda toplam fenolik igerige benzer sekilde en diisiik
flavonoid igerik inflizyon yonteminde (6.03 mg RE/g 6ziit), en yiiksek icerik ise 28.15 mg
RE/g 6ziit ile ultrasonikasyon destekli ektraksiyon yontemiyle elde edilen dziitte bulunmustur
(Cizelge 4.1.). Diger yontemler olan sokslet, maserasyon ve homojenizatdr destekli
ekstraksiyon yontemlerinde sirasiyla 21.36 mg RE/g 6ziit, 23.24 mg RE/g 6ziit ve 27.15 mg
RE/g 6ziit oranlarinda toplam flavonoid tespit edilmistir. Ulkemizde yayilis gdsteren Cirsium
creticum ile yapilan bir ¢alismada dietileter ve metanol 6ziitlerinin sirastyla 2.55 ve 35.59 mg
RE/g 6ziit diizeyinde flavonoid igerdigi belirlenmistir (Sabudak vd., 2019). Yine bir diger
calismada Cirsium italicum’un farkl 6ziitlerinin 28.13-70.85 mg RE/g 6ziit arasinda degistigi
ve metanol Oziitiiniin 28.13 mg RE/g 6ziit degeriyle en diisiik flavonoid igerige sahip 6rnek
oldugu bulunmustur (Sabudak vd., 2019). Yine iilkemizde yaygin olan 11 Carduecae
taksonunun flavonoidlerinin degerlendirildigi bir ¢alismada arastirilan 6rneklerin 100 g kuru
maddesinde mg kuersetin esdegeri toplam flavonoid igerikleri 132.19-336.41 oranlar1 arasinda
degismektedir (Kurt vd., 2019). C. setidens bitkisinin ¢oziicii olarak suyun kullanildigi 6
farkli kurutma yontemi ile hazirlanan ekstraktlar1 kuersetin esdegeri toplam flavonoid madde

icerigi 7.81-15.36 oranlar1 arasinda degismektedir (Guo ve Wang, 2018).

Toplam fenolik asit icerik incelendiginde toplam fenolik ve flavonoid igeriklere benzer
sekilde en diisiik oran inflizyon yonteminde (5.97 mg CE/g 6ziit) goriilmiistiir (Cizelge 4.1.).
Diger yontemler olan sokslet yonteminde 7.85 mg CE/g 06ziit, homojenizatér destekli
yontemde 9.38 mg CE/g 6ziit, ultrasonikasyon destekli yontemde 10.42 mg CE/g oziit ve
maserasyon yonteminde 12.83 mg CE/g 6ziit olacak sekilde toplam fenolik asit belirlenmistir.
Ayni familyada yer alan Erigeron cinsine ait taksonlarin kuru maddesinde toplam fenolik asit
diizeyleri gram cinsinden kafeik asit esdegerine gore 0.52-1.34 oranlarinda bulunmustur
(Nalewajko-Sieliwoniuk vd., 2019). Erigeron acris’in farkli taksonlarun farkli kisimlari ile
yapilan fenolik asit ¢aligmasinda toplam fenolik asit igerigi %0.91-1.09 oralarinda

gozlenmistir (Nalewajko-Sieliwoniuk vd., 2019).
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Cizelge 4.1. Cirsium macrobotrys in toplam fenolik igerik, toplam flavonoid igerik ve toplam

fenolik asit igerigi sonuglart.

Metotlar Toplam Toplam Toplam Fenolik Asit
Fenolik icerik  Flavonoid i¢erik Icerigi

(Mg GAE/D) (g RE/Y) (mg CEfg)
Homojenizator destekli (HAE) 42.51+0.91 27.15+0.20 9.38+0.90
Infiizyon 39.01+0.30 6.03+0.05 5.97+0.56
Maserasyon 42.88+0.97 23.24+0.34 12.83+0.95
Sokslet 43.31+0.35 21.36+0.22 7.85+0.67
Ultrasonikasyon destekli (UAE) 45.15+0.43 28.15+0.16 10.424+0.41

GAE: Gallik asit esdegeri; RE: Rutin esdegeri; CE: Kafeik asit esdegeri

4.1.2 Serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH ve ABTS yontemleri)

C. macrobotrys bitkisinin oziitlerinin serbest radikal giderme aktiviteleri DPPH ve ABTS
radikalleri kullanilarak belirlenmistir (Cizelge 4.2.). DPPH radikal giderme aktivitesi
sonuglarina gore ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 6ziit en yiiksek
aktiviteyi (79.40 mg TE/g 6ziit) gostermistir. Homojenizator destekli ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen 6ziit 74.51 mg TE/g 6ziit, sokslet yontemi 72.83 mg TE/g 6ziit, inflizyon yontemi
69.58 mg TE/g 0ziit ve maserasyon yontemi 67.10 mg TE/g 6ziit oraninda aktiviteye sahiptir.
C. vulgare bitkisinin metanol oziitiiniin DPPH serbest radikal giderme orani kafeik asit
esdegeri alinarak 91.5 oraninda aktiviteye sahip oldugu goriilmistir (Nazaruk vd, 2017).
Ulkemizde yayilis gosteren bazi Cardueae taksonlarmin DPPH serbest radikal giderme
oraninin degerlendirildigi bir caligmada arastirilan 6rneklerin 100 g kuru maddesinde mg
troloks esdegeri DPPH serbest radikal giderme orani 147.90-65.94 umol TE/g 6ziit oranlari
arasinda degismektedir (Kurt vd., 2019). Bir baska calismada ise C. creticum bitkisi ile
yapilan ¢alismada DPPH aktivitesinde metanol 6ziitiiniin %91.65 ile en yiiksek inhibisyon
yiizdesine sahip oldugu goriilmiistiir, hekzan, etilasetat ve dietil eter Oziileri ise sirasiyla

%5.53, %6.93, %9.11 aktivite gostermistir (Sabudak vd., 2017).
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ABTS radikali giderme aktivitesi incelendiginde bu kez homojenizatér destekli yontemin en
yiksek aktiviteye (128.48 mg TE/g 6ziit) sahip oldugu gorilmistir (Cizelge 4.2.). Bunu
azalan oranlarda aktiviteleriyle sokslet (125.92 mg TE/g 6ziit), maserasyon (122.03 mg TE/g
0ziit), ultrasonikasyon destekli yontem (121.32 mg TE/g 6ziit) ve inflizyon (107.84 mg TE/g
oOziit) takip etmistir. C. bulgaricum bitkisinin yapraklar1 kullanilarak hazirlanan ¢alismada
metanol Oziitlinlin ABTS aktivitesi 0.14 mmol TE/g 06ziit olarak Ol¢iilmiistiir; katesin,
epikatesin. rutin, kuersetin, narengin esdegerlerine gore ise sirasiyla 0.03, 0.05, 0.07, 0.03 ve

5.02 degerleri gézlenmistir (Karasakal vd., 2015).

Cizelge 4.2. Cirsium macrobotrys'in serbest radikal giderme aktivitesi
DPPH ve ABTS sonuglari.

Metotlar DPPH ABTS
(mg TE/Q) (mg TE/Q)
Homojenizator destekli (HAE) 74.51+1.02  128.48+5.85
Infiizyon 69.58+1.30  107.8449.04
Maserasyon 67.10+0.70  122.03£3.49
Sokslet 72.83+1.99  125.92+4.98

Ultrasonikasyon destekli (UAE) 79.40+0.43  121.324+4.08

TE: Troloks esdegeri

4.1.3 CUPRAC

C. macrobotrys bitkisinin dziitlerinin bakir iyonlar1 indirgeme aktiviteleri arastirilmig ve farkli
yontemlerle elde edilen oziitlerin aktiviteleri karsilastirilmis ve sonuglar troloks esdegeri
olarak verilmistir (Cizelge 4.3.). Metotta ultrasonikasyon destekli yontemin 06ziiti 194 mg
TE/g 6ziit aktivite oraniyla en yiiksek aktivite gdsteren 6ziit olmustur. Infiizyon ydntem 6ziitii
142.27 mg TE/g oziit degeriyle en diisiik aktivite gostermistir. Sokslet, maserasyon ve
homojenizator destekli ekstraksiyon yontemlerinin 6ziitlerinde ise sirasiyla 157.14 mg TE/g
ozit, 175.28 mg TE/g 6ziit ve 192.11 mg TE/g 6ziit aktivite gdzlenmistir (Cizelge 4.3.). Bu
calismada arastirilan C. macrobotrys’in de dahil oldugu Cardueae grubundan bazi bitkilerin
arastirildiglr ¢alismada bakir iyonlar1 indirgeme aktiviteleri CUPRAC testi kullanilarak
degerlendirilmis ve 6rneklerin 100 g kuru maddesinde CUPRAC aktivite oran1 41.04-92.21

umol TE/g™ oranlar arasinda degismektedir (Kurt vd., 2019). C. creticum subsp. creticum
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bitkisinin Oziitleri ile yapilan ¢alismada CUPRAC aktivite oranlar1 0.35-3.74 mM TE/g 6ziit
olarak olgiiliirken en yiiksek degeri 3.74 mM TE/g 6ziit ile metanol 6ziiti vermistir (Sabudak
vd., 2019). C. bulgaricum bitkisinin yapraklar1 kullanilarak hazirlanan metanol 6ziitiinde
CUPRAC aktivite oranmnin 0.18 mmol TE/g 6ziit oldugu goriilmiistiir (Karasakal vd., 2015)

4.1.4 FRAP

C. macrobotrys bitkisinin 6ziitlerinin demir indirgeme giicti farkli yontemlerle arastirilmig ve
sonuglar troloks esdegeri olarak verilmistir (Cizelge 4.3.). Ultrasonikasyon destekli yontemde
oziit 102.06 mg TE/g oziit aktivite oramiyla en yiiksek aktivite gdsteren Oziit olmustur.
Homojenizator destekli ekstraksiyon yontem 6ziitii 99.55 mg TE/g 6ziit aktivite gostermistir.
Infiizyon ydntemde 6ziit 96.56 mg TE/g oziit aktivite gdsterirken sokslet yonteminde 6ziit
94.68 mg TE/g oziit aktivite gostermistir. En disiik aktivite degeri ise 82.72 mg TE/g 6ziit ile
maserasyon yonteminde gozlenmistir. Cardueae taksonlarmin arastirildigi calismada FRAP
aktivite oranlar1 86.42-32.32 pmol TE/g™ arasinda Slgiilmistiir (Kurt vd., 2019). C. creticum
subsp. creticum bitkisinin Oziitleri ile yapilan ¢alismada FRAP aktivite oranlari ise 4.15-0.05
mmol Fe®/g 6ziit oranlar arasinda degismektedir (Sabudak vd., 2019).

4.1.5 Metal selatlama

C. macrobotrys bitkisinin o6ziitlerinin metal selatlama mekanizmasinda 6ziit maserayon
yonteminde 19.16 mg EDTAE/g 6ziit ile en diisiik aktivite degerini ve homojenizator destekli
yontemde 35.71 mg EDTAE/g 6ziit ile en yiiksek aktivite degerini gostermistir (Cizelge 4.3.).
Metotta ultrasonikasyon destekli yontem, inflizyon ve sokslet yontemleri ise sirasiyla 31.31
mg EDTAE/g oziit, 25.54 mg EDTAE/g 6ziit ve 24.99 mg EDTAE/g o6ziit aktivite degeri

gostermistir.
4.1.6 Fosfomolibdat

C. macrobotrys bitkisinin 6ziitlerinin farkli yontemlere tabi tutulmasiyla total antioksidan
kapasitesi Ol¢iilmiistiir. Homojenizatdr destekli yontem, maserasyon yontemi, sokslet
yontemi, ultrasonikasyon destekli yontem ve inflizyon yontemlerinin sonuglar sirasiyla 1.73
mmol TE/g 6ziit, 1.69 mmol TE/g 6ziit, 1.63 mmol TE/g 6ziit, 1.60 mmol TE/g 6ziit ve 1.31
mmol TE/g 6ziit olarak gézlenmistir (Cizelge 4.3.). C. bulgaricum bitkisinin yapraklari ile
yapilan ¢aligma sonucu fosfomolibdat yontemi sonucu askorbik asit esdegerine gére metanol

Oziitliniin 807.6 pg AA/ml 6ziit oldugu gortilmistiir (Karasakal vd., 2015).
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Cizelge 4.3. C. macrobotrys’in bakir iyonu indirgeme, demir indirgeme, metal selatlama ve

toplam antioksidan kapasite sonuglari.

Metotlar CUPRAC FRAP Metal Fosfomolibdat

(mg TE/Q) (mg TE/g) Selatlama (mmol TE/qg)

(mg
EDTAE/qg)

Homojenizator
destekli (HAE) 192.11£1.60  99.55+1.35 35.71£1.01 1.73+0.10
Infiizyon 142.27+0.80  96.56+1.43 25.54+1.58 1.31+0.03
Maserasyon 175.28+2.06  82.72+7.37 19.16+0.52 1.69+0.12
Sokslet 157.14£3.11  94.68+4.26 24.99+0.68 1.63+0.08
Ultrasonikasyon
destekli (UAE) 194.88+0.17 102.06+3.20 31.31+0.38 1.60+0.03

TE: Troloks esdegeri; EDTAE: EDTA esdegeri

4.2 Enzim inhibitor etkileri

Enzim inhibitor aktiviteleri 6onemli bir ila¢ arastirma alanidir. Bu nedenle, enzim inhibitor
testleri bilimsel aragtirmalarda ilgi ¢ekmektedir. C. macrobotrys oziitlerinin asetilkolinesteraz,
biitirilkolinesteraz, tirozinaz, amilaz ve glukozidaza karst enzim inhibitor etkileri

arastirilmastir.

C.  macrobotrys bitkisinin Oziitleri asetilkolinesteraz inhibisyon etkisinde, inflizyon
yonteminde 10.53 mg GALAE/g oziit ile en yiiksek asetilkolinesteraz aktiviteyi gosterirken
ultrasonikasyon yonteminde 8.86 mg GALAE/g o6ziit ile en diisiik inhibisyon etkisi
gostermistir (Cizelge 4.4.). Homojenizator destekli yontem, maserasyon yontemi ve sokslet
yonteminde ise sirasiyla 9.29 mg GALAE/g o6zit, 8.99 mg GALAE/g 6ziit ve 8.90 mg
GALAE/g 6ziit inhibisyon etkisi gozlenmistir.

C. macrobotrys bitkisinin 6ziitleri biitirilkolinesteraz inhibisyon etkisi ag¢isindan infiizyon
yonteminde bir inhibitdr aktivite gOstermemistir. Diger yOntemlerde ise sirasiyla;

homojenizator destekli yontemde 1.61 mg GALAE/g 6ziit, ultrasonikasyon destekli yontemde
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1.48 mg GALAE/g 6ziit, maserasyon ve sokslet yontemlerinde ise ayni degeri vererek 1.30

mg GALAE/g 6ziit inhibisyon aktivite gostermistir (Cizelge 4.4.).

C. macrobotrys bitkisinin 6ziitii tirozinaz inhibisyonunda; homojenizator destekli yontemde
123.60 mg KAE/g 6ziit ile en diisiik, inflizyon yontemde 204.80 mg KAE/g 6ziit ile en yiiksek
inhibitor etkiyi gostermistir (Cizelge 4.4.). Ultrasonikasyon destekli yontemde 134.77 mg
KAE/g 6ziit, sokslet yontemde 133.41 mg KAE/g 6ziit ve maserasyon yonteminde 131.90 mg
KAE/g 6ziit inhibisyon etki gbzlenmistir.

C. macrobotrys bitkisinin 6ziitii amilaz inhibisyonunda; en diisiik inhibisyon aktiviteyi 0.08
mmol ACAE/g 6ziit ile maserasyon yonteminde goézlenmistir (Cizelge 4.4.). En yiiksek
inhibisyon etki ise 0.56 mmol ACAE/g 6ziit ile sokslet yonteminde gozlenmistir (Cizelge
4.4). Infiizyon yontemi, homojenizator destekli ydntem ve ultrasonikasyon destekli
yontemde ise sirastyla 0.11 mmol ACAE/g 6ziit, 0.53 mmol ACAE/g 6ziit ve 0.54 mmol
ACAE/g 6ziit inhibisyon etki gostermistir.

C. macrobotrys bitkisinin 6ziitii glukozidaz inhibisyonunda infiizyon yonteminde bir
inhibisyon aktivite gostermemistir. En yiiksek inhibisyon etkiyi ultrasonikasyon destekli
yontemde 16.58 mmol ACAE/g 6ziit ile gdstermistir. Homojenizator destekli yontemde 13.98
mmol ACAE/g 6ziit, sokslet yontemde 11.90 mmol ACAE/g 6ziit ve maserasyon yontemde
ise 10.33 mmol ACAE/g 6ziit inhibisyon etki gézlenmistir (Cizelge 4.4.). Cirsium japonicum
var. maackii (Maxim.) Matsum. bitkisinin farkli kisimlarindan alinan 6rneklerle hazirlanan
oziitlerin glukozidaz inhibisyon oranlar1 70.21-3.1 pg/mL 6ziit arasinda degigsmektedir (Wagle
vd., 2019).

Genel itibariyle C. macrobotrys’in farkli yontemlerle elde edilen 6ziitlerinin enzim inhibisyon
aktiviteleri incelendiginde tirozinaz enzimi inhibisyonunun diger enzimlere kiyasla oldukca

yiiksek diizeylerde oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.4. Cirsium macrobotrys’in enzim inhibisyon aktivite sonuglari.

Metotlar AChE BChE Tirozinaz Amilaz Glukozidaz

inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu
(MgGALAE/G)  (MgGALAE/G) (mg KAE/g) (mmol ACAE/g) (mmol ACAE/g)

Homojenizator

destekli (HAE) 9.29+0.10 1.61+0.04 123.60+2.42 0.53+0.03 13.98+2.25

Infiizyon 10.53+0.12 - 204.80+0.53 0.11£0.01 -

Maserasyon 8.99+0.18 1.30+0.04 131.90+0.74 0.08+0.01 10.33£2.10

Sokslet 8.90+0.13 1.30+0.16 133.41+2.40 0.56+0.02 11.90+1.86

Ultrasonikasyon

destekli (UAE) 8.86+0.69 1.48+0.04 134.77+2.06 0.54+0.02 16.58+0.50

GALAE: Galatamin esdegeri; KAE: Kojik asit esdegeri; ACAE: Akarboz esdegeri; - aktivite

gozlenmedi
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda C. macrobotrys’in antioksidan ve enzim inhibisyon oOzellikleri
arastirllmistir. Fenolik ve flavonoid igeriklerinin belirlenmesi ile bitkinin oksidatif strese karsi
koruyucu potansiyeli hakkinda bilgi sahibi olunmasi saglanmistir. Giiniimiizde yapilan
caligmalar fenolik ve flavonoid igerigin pek cok alanda Onemli oldugunu gostermistir.
Cirsium tiirleri yetistigi bolgelerde ge¢misten giiniimiize geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Halk arasinda siklikla  hipertansiyon rahatsizliklarinda, 6dem
rahatsizliklarinda, ¢esitli kanser hastaliklarinin tedavisinde kullanilir. Ayrica idrar soktiiriicii,
bobrek iltithaplanmasinin giderilmesi kuvvet verici olarakta yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu ¢alisma ile C. macrobotrys’in fenolik ve flavonoid igeriginin belirlenmesi ile geleneksel
tipta birgok hastaligin tedavisinde kullanilmasinin nedeni aydmlatilmistir. Enzim inhibisyonu
caligmalarinda ise giiniimiizde pek ¢ok yaygin hastaligin olusumuna katkis1 olan enzimlerin
inhibisyonu calistlmistir. Ozelikle tirozinaz enzim inhibisyonunda yiiksek sonuglar elde
edilmistir. Birgok hastaligin tedavisinde kullanilan kimaysal ilaglarin yerine dogal ve

ekonomik olanin kullanilmasi saglik ve maddiyat acisindan daha kazangli olacaktir.

Calisma C. macrobotrys’in biyokimyasal igerigi ile ilgili detayli bilgiler vermektedir. Bu
caligma ile bitkinin halk tibbinda bir¢ok farkli hastaligin tedavisinde ve dnlenmesinde yaygin
ve etkili kullanominin nedenleri anlasilmistir.  Glinlimiizde Dbitkisel kaynaklarin
kullanilmasinda biiyiik bir artis meydana gelmistir. Ancak bitkisel kaynaklarin uygun
sartlarda ve gerekli dozlarda kullanilmasi gerekmektedir. Calismalarin daha ileri boyutlarda
ilerletilmesi ile gida ve farmakolojik acidan Onemli bir kullanim alam1 olacagi

diistiniilmektedir.
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