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OZET

Bu ¢alisma kapsaminda, Onosma L. (Boraginaceae) cinsine ait bes farkl: tiiriin anti-
hiperpigmentasyon tedavisinde kullanilmak iizere potansiyelinin belirlenmesi i¢in
tirozinaz enzim inhibitor etkisi incelenmistir. Calismada kullanilan bitki materyalleri
endemik O. papillosa Riedl, endemik O. discedens Hausskn. ex Bornm. endemik O.
erzincanica Binzet & Eren, O. rascheyana Boiss., ve O. alborosea Fisch. &
C.A.Mey. ssp. alborosea var. alborosea taksonlaridir. Oncelikle her bir tiiriin toprak
istii kisimlar1 mekanik olarak 6giitiilmiis ve metanol igerisinde maserasyon yontemi
uygulanmis ve sonrasinda filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Cozeltiler evaporatdre
aliarak diisiik sicaklikta (<40°C) ¢oziicii uzaklastirilmistir. Islak ekstreler liyofilize
edilerek kuru ekstreler elde edilmis ve deneylerde kullanilmak iizere saklanmustir. Ik
olarak ekstrelerde bulunan toplam fenolik bilesik, flavonoit ve flavonol igerikleri
arastirilmistir. Ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla DPPH,
NO ve SO radikal siipiiriicii etki tayini ve CUPRAC bakir indirgeme kapasitesi tayini
deneyleri gergeklestirilmistir. Ekstrelerin tirozinaz inhibitor etkisinin belirlenmesi
amaciyla substrat olarak L-DOPA kullanilarak tiirlerin ve derisimin etkisi
arastirilmistir.  Son olarak ekstrelerin hiicre canliligi {izerine etkilerini arastirmak
amaciyla fare embriyonik fibroblast (3T3) hiicre hatti tizerinde MTT testi ile
sitotoksite deneyleri yapilmistir. Calismalarda elde edilen bulgular tim Onosma
tirlerinin tirozinaz inhibitdr etkisi ve antioksidan aktivitesi bulundugunu
gostermistir. Ayrica diisiik derisimlerde (< 500ug/mL) tiirlerin sahip oldugu
sitotoksisite degerleri kabul edilebilir seviyededir.

Anahtar Kelimeler: Onosma, Endemik, Tirozinaz, Enzim inhibisyonu, Antioksidan
Sitotoksisite.

Subat, 2022; 74 sayfa
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DIFFERENT
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ABSTRACT

In this study, the tyrosinase enzyme inhibitory effect of five different species
belonging to the genus Onosma L. (Boraginaceae) was investigated to determine
their potential for use in anti-hyperpigmentation treatment. Plant materials used in
the study are endemic O. papillosa Riedl, endemic O. discedens Hausskn. ex Bornm.
endemic O. erzincanica Binzet & Eren, O. rascheyana Boiss., and O. alborosea
Fisch. & C.A.Mey. ssp. alborosea var. alborosea taxa. First, the aerial parts of each
species were mechanically ground and dispersed in methanol, and after the
maceration method was applied, it was then filtered with filter paper. The solutions
were taken to the evaporator and the solvent was removed at low temperature
(<40°C). Wet extracts were lyophilized to obtain dry extracts and stored for use in
experiments. Firstly, the total phenolic compounds, flavonoids and flavonol contents
in the extracts were investigated. In order to determine the antioxidant activities of
the extracts, DPPH, NO and SO radical scavenging effects and CUPRAC copper
reducing capacity experiments were carried out. In order to determine the tyrosinase
inhibitory effect of the extracts, the effects of species and concentration were
investigated by using L-DOPA as a substrate. Finally, cytotoxicity experiments with
MTT test were performed on mouse embryonic fibroblast (3T3) cell line in order to
investigate the effects of extracts on cell viability. The obtained results showed that
all Onosma species have tyrosinase inhibitory effect and antioxidant activity. In
addition, the cytotoxicity values of the species at low concentrations (< 500pg/mL)
are at acceptable levels.

Keywords: Onosma, Endemic, Tyrosinase, Enzyme inhibition, Antioxidant,
Cytotoxicity.
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1. GIRIS

Insanligin baslangicindan giiniimiize dek uzanan siiregte bitkisel temelli materyaller
insanlarin gida ve saglik gibi yasamsal alanlarda her zaman ihtiya¢ duydugu
kaynaklar olmustur. Ozellikle giiniimiizde tibbi ve aromatik bitkiler olarak
tanimlanan, igeriginde bir takim fizyolojik sorunlara ¢6ziim olabilecek nitelikte etken
maddeler bulunduran bitkiler tarihsel siiregte hastaliklarin tedavisinde siklikla
kullanilmislardir. Tibbi ve aromatik bitkiler ayn1 zamanda kozmetik bazi sorun veya
arayiglara da ¢oziim sunmustur. Ciltte meydana gelen pigmentasyon problemleri,
yaslanmaya bagli olusan deformasyonlar, viicut goriinimiinii veya kokusunu

degistirme istegi kozmetik ¢6ziim arayislarinin 6nde gelenleri olarak tanimlanabilir.

Omegin hiperpigmentasyon kisaca epidermis ve/veya dermiste olusan melanin
artisina baglh cildin asir1 renklenmesi durumudur ve bu siirecte gerceklesen kimyasal
tepkimelerin bir etmenle engellenmesi hiperpigmentasyon gibi rahatsizliklarin
onlenmesi veya kontrol altina alinmasinda ¢6ziim olabilmektedir. Melanin sentezinde
onemli bir role sahip olan tirozinaz enziminin aktivitesinin engellenmesi, yani bu
enzimin inhibisyonu hiperpigmentasyonun tedavisi i¢in kullanilan bir yaklagimdir.
Benzer sekilde tirozinaz inhibitorleri kullanilarak dogal bir siire¢ olan melanin
sentezini engellemek cilt beyazlatma, leke giderme gibi kozmetik uygulamalarda

tercih edilmektedir.

Enzimatik esmerlesme gida isleme siireclerinde, 6zellikle 1s1l uygulamalarda siklikla
karsilagilan bir durumdur. Ancak bazi durumlarda gidalarin tiiketimine lezzet, koku
ve olumlu bir goriinim katan bu degisim bazi durumlarda gida kaynaklarmin bu
ozelliklerini olumsuz etkilemekte ve bazen saglik sorunlarina bazen de ticari
kayiplara neden olabilmektedir. Bazi polifenolik bilesenlerin oksijen varliginda
tirozinaz ile katalizlenmesi enzimatik esmerlesme gerceklesebilmektedir. Bu nedenle
istenmeyen bu gibi durumlarin Onlenmesi ve diizeltilmesinde tirozinaz

inhibitorlerinin kullanimi kritik bir Gneme sahiptir.

Hem gida, hem saglik hem de kozmetik alaninda tibbi ve aromatik bitkilerin
kullanilabilmesi i¢in bir takim kriterleri saglamasi gerekmektedir. Ornegin ilag etken
madde olarak kullanilacak bir bilesenin hiicreler iizerindeki toksik etkisi veya cilde

uygulanacak bir maddenin irritasyon etkileri mutlaka incelenmelidir. Bu nedenle

1



oncelikle bitkilerin iceriklerinin ve etkilerinin bilinmesi hayati énem tasimaktadir.
Son zamanlarda dogal kaynakli irlinlerin gida, saglik ve kozmetik alanlarda
tikketimine artan ilgiyle birlikte yeni alternatiflere de ilgi ve ihtiyacta artis olmustur.
Bu nedenle bitkilerin enzim inhibitor etkileri, antioksidan etkileri ve hiicre canliligina

toksik etkileri yogun olarak arastirilmaktadir.

Bu c¢alismada 3’i endemik olmak iizere toplam 5 farkli Onosma tiiriine ait bitki
materyallerinin metanol ekstreleri hazirlanmis, bu ekstrelerdeki toplam fenolik
bilesen, flavonoit ve flavonol igerikleri belirlenmis, antioksidan aktiviteleri, tirozinaz

enzim inhibitor etkinligi ve sitotoksik 6zellikleri aragtirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Tibbi Aromatik Bitkilerin Medikal ve Kozmetik Uygulamalarda Kullanim

Eski ¢aglardaki arkeolojik kesiflere gore insanlar bitkileri her zaman gida ya da ilag
olarak kullanarak stirekli bir iliski icerisindedirler. Bu da gdsteriyor ki insanligin var
olusundan beri bitkiler tedavi amacghi kullanilmaktadir [1]. Saglik problemi
oldugunda her zaman tedavide Oncelikle basvurulan bitkiler olmustur ve Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) bu oran1 diinyada %80 olarak belirtmistir. Ayrica Farnsworth
ve ark. [2] yaptiklar1 arastirmada gelismis tlkelerdeki ilaglarin % 25 oraninda

bitkisel kokenli olduklarini belirtmislerdir.

Tibbi ve aromatik bitki tanim olarak bitkinin ¢esitli kisimlar1 kullanilarak elde edilen
etken maddenin insan ve hayvanlarda hastalik tedavisinde kullanilan ve ayrica
tilketim alanlar1 bakimindan da genis bir alam1 kapsayan bitkilere denir. Tibbi ve
aromatik bitkileri familyalarina, bitki icerisinde bulunan etken maddesine, kullanilan
kisimlarina ve farmakolojik etkilerine gore gruplandirabiliriz. Bununla beraber tibbi
ve aromatik bitkilere olan ilgi glinden giine artmakta ve arastirlmaya devam

etmektedir [3].

Tiirkiye florast cografi konumundan dolayr zengin bir iilkedir. Biitiin Avrupa
kitasindaki bitki tiirlerinin neredeyse tamamina yakimi kadar1 iilkemizde
bulunmaktadir. Ayrica iilkemiz endemik bitki tiirii bakimindan da oldukga zengindir.
Tim Avrupa’da endemik bitki tiirii sayis1 2750 iken Tiirkiye’deki endemik bitki tiirii
sayis1 2891°dir. Ayn1 zamanda endemik olan 497 alt tiir ve 390 varyete de endemik
sayisina eklendigi zaman toplam endemik takson sayisi 3778 olmaktadir. Diinya
Saglik Orgiiti (WHO)’ne gore tibbi amagla kullanilan bitki tiirii sayisinin tahmini
olarak 20 000 ile 70 000 civarinda oldugu varsayilmaktadir [4].

Tiirkiye florasi géz Oniine alindiginda ¢ok fazla tibbi bitkiye sahip oldugumuz
goriilmektedir. Tibbi bitkilerin tlir sayis1 kesin olarak bilinmemekle birlikte 500
civarinda oldugu tahmin edilmekle beraber yaklasik bunlarin 200 tibbi ve aromatik
bitki tiirliniin ihra¢ potansiyelinin oldugu belirtilmektedir [5]. Tirkiye’nin {i¢
tarafinin denizlerle ¢evrili olmas1 ve bitki ortiisiinlin zenginliginden dolay1 tibbi ve
aromatik bitkilerin agirlikli oldugu ve toplandig1 bolgeler Ege, Marmara, Akdeniz,
Dogu Karadeniz ve Giineydogu Anadolu bdlgeleridir [3].
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Insanlik tarihinin baslangicindan itibaren giizellik insanlar i¢in 6nemli bir konu
olugmustur ve insanlar bu amagcla siirekli arayis icerisinde bulunmuslardir. Bu amagla
bitkiler her zaman siklikla kullanilmistir. Kozmetik insanlarin giin gectikce daha ¢ok

onem verdigi bir alan olmus ve tip biliminin bir kolu olarak degerlendirmistir [6].

Kozmetik iiriin Kozmetik ydnetmeligi Madde 4. (h) bendinde “/nsan viicudunun dis
kisitmlarina; epiderma, tirnaklar, killar, saglar, dudaklar ve dis genital organlarina
veya disler ile agiz mukozasina uygulanmak iizere hazirlanmis, tek veya temel amaci
bu kisimlar: temizlemek, koku vermek, goriiniimiinii degistirmek, bunlari korumak, iyi
bir durumda tutmak veya viicut kokularimi diizeltmek olan biitiin madde veya

karisimlary” olarak tamimlanmustir [7].

Kozmetik {riinlerde bitkilerin kullanimi1 ve dogal olana yonelim giin gectikce
artmaktadir ve bu nedenle bitkisel kaynakli kozmetik iirlinlerin gelistirilmesi 6nem
kazanmigtir. Ayrica bitkiler cilt koruyucu ve yaslanma karsit1 olarak cilt bakiminda,
kuruluk, egzama, akne tedavisinde, serbest radikal stipiiriicii etkisinden dolayi da

bir¢ok alanda kullanilmakta ve hayatimizda giin gectikce yeri artmaktadir [8].

Insan viicudunun dis tabakasi olan deri epidermis, dermis ve hipodermis olan iic
tabakadan meydana gelmistir. Cildin yaslanmasin1 etkileyen hiicre hasari ile
iligkilendirilen en 6nemli etken serbest oksijen radikallerdir. Bunlar kararli olmayip
birgok fizyolojik hasardan sorumludurlar ve ayni zamanda deride meydana gelen
birgok hastalikla da baglart oldugu bilinmektedir. Viicudumuzda stres, sigara,
pestisitler vs. gibi birgok sebepten dolay iiretilen serbest radikaller olusur ve bunlari
yok eden maddelerde antioksidanlardir. Antioksidanlar bu sebeplerden Otiirli insan

hayatinda 6nemli bir yere sahiptir [9].

Hiperpigmentasyon epidermis ve/veya dermiste melanin artisina baghdir. Tirozinaz
bakir igeren melanojenik bir enzimdir ve canlilarda yaygin olarak bulunur.
Dolayisiyla tirozinaz enziminin inhibisyonu ile hiperpigmentasyon ve benzer cilt
rahatsizliklarinin  6nlenmesi miimkiin olabilmektedir ve kozmetik sektoriinde
tirozinaz inhibitorleri 6zellikle cilt beyazlatict (skin whitening / skin bleaching) veya
leke agic1 (depigmentan) {irlinlerin bilesiminde siklikla yer almaktadir. Son yillarda
hiperpigmentasyon tedavisi, cilt beyazlatma ve leke giderici amagla kullanilmak

tizere giivenli ve etkili tirozinaz inhibitorleri arayis1 onem kazanmistir.
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Buna ragmen, sadece birkag tirozinaz inhibitdrii ticari olarak kullanilabilmektedir.
Bunun sebebi hiicreler arasi yiiksek toksisiteleri ve diisiik kararliliklar1 nedeniyle

siirli uygulamalar yapmaya izin vermektedir [10].

Insanlarin ilag ve kozmetik gibi iiriinlerde dogal iiriinleri tercih etmeye baslamas1 ve
bu ilginin artmasiyla beraber tibbi ve aromatik bitkilerin 6nemi artmistir ve bu
nedenle bitkiler iizerinde gerceklestirilen calismalar onem kazanmustir. Tibbi ve
aromatik bitkiler aynm1 zamanda geleneksel olarak yaslanmayla ilgili c¢esitli
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in halk ilaglar1 olarak kabul edilmektedir. Dikkat ¢eken
antioksidan, antiinflamatuar, sitotoksisite ve enzim inhibisyon aktiviteleri gibi
farmakolojik 6zellikleri nedeniyle Onosma cinsi 6nemli tibbi ve aromatik bitki

tirlerine sahiptir [11].

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalara baktigimizda, Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren ve
halk arasinda c¢esitli tibbi amagclarla kullanilan Onosma tiirlerinin tirozinaz enzim
inhibisyonuna etkisi, antioksidan etkisi ve sitotoksite arastirmalarmin sinirli olusu
dikkat ¢ekmektedir. Buradan hareketle tez galigmasi kapsaminda Onosma cinsinin
licii endemik olmak {iizere bes tiirii ile ¢alisilmis ve kendi igerisinde karsilastirmali
olarak tirozinaz inhibisyonu, antioksidan aktivite ve sitotoksite deneyleri ile ilgili

arastirmalar gerceklestirilmistir.
2.1.1 Onosma L. (Boraginaceae)

Boraginaceae diinyada yaklasik 150 cins ve 2500 farkli tiir ile yayilis gosteren en
biiyiikk familyalardan biridir [12]. Boraginaceaec familyasi subtropikal ve iliman
bolgelerde yayilis gosterirken en yogun oldugu bolgeler arasinda 1liman iklime sahip
olan Akdeniz ve Iran-Turan bitki cografyas: bolgesi yer almaktadir. Arastirmalara
gore ayn1 zamanda Giliney Amerikanin orta bolgeleri ve Kuzey Amerika’da da

yayilis gosterdikleri tespit edilmistir [13].

Boraginaceae familyasina ait tiirler genellikle kiiclik boylu ¢ali veya bodur agag
yapisinda, batici sert tiiylere sahip, tek yillik, iki yillik veya ¢ok yillik olabilen otsu
bitkiler olarak tanimlanmaktadir. Iliman kosullara sahip Akdeniz bolgesi %35’lik bir
endemizm orant ile Boraginaceae familyasinin en Onemli yayilis gosteren

bolgelerindendir [14].



Boraginaceae familyast Tirkiye’deki en ¢ok tiir iceren familyalar igerisinde
dokuzuncu sirada yer almaktadir. Boraginaceae familyasi 34 cins ve 325 tiire sahip
bu ailenin ayn1 zamanda 16 alt tiir ve 16 varyete olmak tizere toplam 357 takson
icermektedir [15].

Yunancada “onos” ve “osmé&”, Latince “osma” kelimelerinin bir araya gelmesiyle
beraber Onosma kelimesinin kokenini olusturmaktadir. Koku, parfiim, mis kokulu,
hos koku sagmak anlamina gelmektedir. Ingiltere’de “Golden Drop” olarak bilinen
bitkiye iilkemizde sincar, emzik otu, yalanci havaciva ve altin damla gibi isimler

verilmistir [12, 16].

Onosma cinsinin Tiirkiye’de yetisen tiirlerinin biliylik bdliimiiniin tanimlanmasi
Avustralyali Botanik¢i Riedl tarafindan yapilmistir. Onosma cinsi Protonosma,
Podonosma ve Onosma olmak iizere 3 seksiyona ayrilmigtir. Onosma seksiyonu da
kendi igerisinde Hoplatricha ve Asterotricha olmak {izere iki alt seksiyona
ayrilmaktadir [17].

Boraginaceae familyasinin ¢icekli en biiyiik cinsi olan Onosma kiiresel olarak yayilis
gosteren kuru ve giinesli havay1 seven tibbi bitkilerdir ve biitiin diinyada toplam 180
tiire sahiptir [18]. Tiirkiye’de giincel olarak Onosma 102 tiir, 4 varyete ve 1 melez tiir
ile bunlardan 59 tiirii de endemik olmakla beraber Onosma cinsine ait 104 adet alt tiir
bulunmaktadir. Bu tiirlerle beraber %57 ile Tiirkiye yliksek bir endemizm oranina
sahiptir [18, 19]. Tanimlanan bu tiirlerin tibbi bitki olarak bilindigi ve halk arasinda
da halk hekimliginde yanik ve yara iyilestirme gibi geleneksel uygulamalari
bulundugu bildirilmistir. Ayrica tibbi uygulamalar yaninda boya olarak da

kullanildig1 ve bazi tiirlerinin ¢igeklerinin yenilerek tiiketildigi bilinmektedir [20].

Onosma sistematik ve taksonomik ag¢idan galisilmasi zor ve karmasik bir cinstir,
fakat cins lizerinde devam eden sistematik ¢alismalar sonucunda tiir sayist giderek

artig gostermektedir [21].



Onosma tiirlerinin sistematik olarak siniflandirilmasi

» Alem: Plantae

» > Sube: Magnoliophyta

» > > Smif: Magnoliopsida

»» > > Alt Simif: Asteridae

»>> > > Takim: Lamiales

» > > > > > Familya: Boraginaceae

»>>>>»>» Cins: Onosma

»>>>>>>»> > Tiir 1: Onosma rascheyana Boiss.
Tiir 2: Onosma papillosa Riedl
Tiir 3: Onosma discedens Hausskn. ex Bornm.
Tiir 4: O. alborosea Fisch. & C.A.Mey. ssp. alborosea var. alborosea

Tiir 5: Onosma erzincanica Binzet & Eren

Tez kapsaminda calisilacak olan bitkilerden Onosma cinsine ait olan endemik O.
papillosa, endemik O. discedens, endemik O. erzincanica, O. rascheyana ve O.
alborosea ssp. alborosea var. alborosea taksonlar1 secilmistir. Calismada kullanilan
Onosma taksonlar1 iizerinde ilk kez tirozinaz inhibisyon deneyleri yapilmis ve
literatlirde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamigtir. Ayrica Onosma tiirleri tizerinde

antioksidan ve sitotoksitite deneyleri de ilk defa ¢alisilmistir.
2.1.1.1 Onosma rascheyana Boiss.

Boraginaceae familyasma ait olan O. rascheyana Boiss. Isvigreli botanik¢i olan
Pierre Edmond Boissier tarafindan tanimlanmistir [22]. Binzet ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada bu tiir morfolojik agidan incelenmis ve govde tipi belirlenmistir.
O. rascheyana tiirii Onosma cinsinin diger tiirleri gibi sicak, kuru ve iliman iklim
kosullarinda yayilis gostermektedir. Ayni zamanda morfolojik 6zellikleri diger
Onosma tiirlerinde oldugu gibi batict sert tiiylere sahiptir ve kiiciik boyutlu otsu
bitkiler olarak tanimlanmaktadir [23].



2.1.1.2 Onosma papillosa Riedl

Tiirkiye’de endemik bir tiir olan Onosma papillosa tiirii  Avustralyali botanikgi
Harald Riedl tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra Binzet ve ark. tarafindan yapilan
caligmalarda O. papillosa anotomik, morfolojik ve ekolojik 6zellikleri incelenmis ve
incelenen tiiriin kiigiik boyutlu otsu yapisinda batici sert tiiylere sahip oldugu

goriilmiistiir [20].
2.1.1.3 Onosma discedens Hausskn. ex Bornm

Tiirkiye’de endemik bir tiir olan O. discedens Alman botanikg¢iler Heinrich Carl
Haussknecht ve Joseph Friedrich Nicolaus Bornmiiller tarafindan tanimlanmistir
[24]. Son yillarda dogada meydana gelen degisimler ve asir1 otlatma nedeniyle
soyunun tiikendigi kayitlara gecilmis ancak 2009 yilinda Kandemir tarafindan
yapilan ¢alismada tekrar toplanmistir. O. discedens c¢ok yillik bir bitkidir ve
yapraklart giimiisi ince uzun mizrak seklindedir ve cicekleri daha ¢ok u¢ kisimlarda
kiimelenmistir. Govdesi ve yaprak yiizeyleri daha yumusak olan beyaz tiiylerle

kaphdir [25].
2.1.1.4 O. alborosea Fisch. & C.A.Mey. ssp. alborosea var. alborosea

Boraginaceae familyasina ait olan Onosma alborosea ssp. alborosea var. alborosea
Rus botanik¢i Friedrich Ernst Ludwig Fischer ve Alman asilli Rus botanikg¢i Carl
Anton von Meyer tarafindan tanimlanmistir [26]. O. alborosea ssp. alborosea var.
alborosea taksonunun Tirkiye’deki yerel ismi kaya emcegidir [27]. Kayalik
alanlarda yayilis gostermekte ve ¢igeklerindeki renk dontisiimleri ile kolaylikla ayirt
edilebilmektedir [14].

2.1.1.5 Onosma erzincanica Binzet & Eren

Bu endemik Onosma tiirii 2018 yilinda Erzincan’da Riza Binzet ve Ozkan Eren
tarafindan bilim diinyasma tanitilmistir. Morfolojik 6zelliklerine bakildiginda dik
batic1 setoz tiiyler ile kapli olmasi karakteristiktir. Kurudugunda yapraklarin kagit
gibi incelmesi diger karakteristik 6zelligidir. Tiriin yayilis alan1 genellikle ¢ok

hareketli yamaglardir [18].



2.2 Enzimler ve Ozellikleri

Canlilarda hiicresel boyutta tiim kimyasal tepkimelerin ger¢eklesmesinde rol alan
enzimler, hiicreler tarafindan sentezlenerek tiretilen, temelinde protein yapisina sahip
biyokatalizorlerdir [28]. Bununla birlikte enzimlerin aktivite gosterebilmeleri igin
hiicre igerisinde bulunmalari zorunlu degildir. Eger yeterli kosullar ve ortam
saglanirsa hiicre disinda da aktivite gosterebilirler [29]. Enzimlerin katalitik 6zelligi
kimyasal tepkimelerde gecis formu olarak bulunarak tepkimelerin gerceklesebilmesi

icin gerekli aktivasyon enerjisini diigiirmesi olarak 6zetlenebilir.

Uriinleri (U) olusturmak iizere enzimlerin (E) tepkime verdigi bilesiklere substrat
(S), substratlarla olusturduklart ara iriinlere de enzim substrat kompleksi (ES)
denilmektedir. Bu siirecte enzimlerin yapisinda herhangi bir kimyasal degisiklik
gerceklesmez. Enzim substrat kompleksi olustuktan sonra ya {iriin olusacak ya da
iiriin olugsmadan enzim ve substrat ayrilacaktir. Ayrica sekilde gdsterilen iiriinlerin
tekrar enzim ile tepkimeye girerek birlestigi durumlar da mevcuttur. Enzimatik
tepkimeler sadece substratin birden fazla iirin olusturdugu degil ayni zamanda
birden fazla substratin katilarak bir veya birden fazla iiriiniin olustugu bir tepkime
tiiri olarak da diistiniilmelidir. Temsili enzimatik tepkime mekanizmasi Sekil 2.1°de

sematik olarak gosterilmistir.

W o=@y

Enzim Substrat Enzim-Substrat Enzim Uriinler
Kompleksi

Sekil 2.1. Enzimatik tepkimelerin sematik gosterimi.
Enzimatik tepkimeler i¢in enzim kinetigini genel olarak agiklayan Michaelis -
Menten esitligi lizerinden (2.1) gosterilmistir. Burada ki enzim substrat kompleksi

olusum hiz sabitini, ko enzim substrat kompleksi ayrisma hiz sabitini ve k3 ise

tirtinlerin olusum basamagindaki hiz sabitini ifade etmektedir.

kq k3 ..
E+S = ESSE+U (2.1)
2



Enzimatik tepkimelerde enzim substrat iligskisi olduk¢a Ozgiildiir ve bu yiizden
enzimatik reaksiyonlar genellikle tek bir substrata veya tepkime tiiriine karsi secici
olarak ger¢eklesmektedir [28]. Enzimlerin 6zgilliigiinii (spesifite) sahip olduklar1 3-
boyutlu geometrik yapilari, protein yapilar1 ve aktif bolgelerindeki gruplarin
kimyasal o6zellikleri belirlemektedir. Biyolojik sistemlerde genellikle enzimlerin bir
tepkimede katalizor olarak fonksiyon gostermeleri igin aktivator olarak adlandirilan
bilesenlere gerek duyulmaktadir, ancak bazen de enzimler sadece protein yapisinda
bulunur ve herhangi bir aktivatore ihtiya¢ duymadan islev gosterebilirler. Enzimleri
olusturan protein yapi apoenzim, aktivatdrler de koenzim veya kofaktor, bu iki
bilesigin birlikte bulundugu kompleks ise haloenzim olarak adlandirilmaktadir [30].
Apoenzim ve koenzim arasinda zayif etkilesimler bulunmaktadir. Genellikle ortamda
serbest olarak bulunan bu molekiiller tepkime esnasinda enzim ile etkilesim
gostererek enzimin islevini yapmasint saglarlar. Enzimlerle kuvvetli bag yaparak
sikica baglanan bilesiklere ise enzimin prostetik grubu denilmektedir. Bu sekilde
kolay ayrilmayan bir konjuge protein yapist olusmakta ve enzim aktivite
gostermektedir. Bazi enzimler organik bilesenlerle kompleks olustururken bazilari
ise aktivite gostermek icin metal iyonlarina gereksinim duymaktadir ve metallerle
kompleks olusturmaktadir. Ornegin, tirozinaz bakir varhginda aktivite gdsteren bir

enzimdir [31].

Organik bilesiklerin kimyasal tepkimeleri laboratuvar ortaminda gerceklestirilirken
standart kosullarda tepkime hiz1 genellikle diisiik olmaktadir. Bu durumda sicaklik,
basing ve pH kosullandirmalar1 veya katalizor varligi ile tepkimeler hizlandirilarak
tepkimeler gergeklesmektedir [30]. Ancak canlilarin fizyolojik kosullar1 genellikle
(diisiik sicaklik, atmosfer basinci ve notral pH) cok degiskenlik géstermemektedir.
Bu noktada enzimlerin biyolojik katalizor olarak varligi ve bu hiicresel kosullarda
yiiksek aktivite gostermeleri onem kazanmaktadir. Katalizlenmemis tepkime hizlar
ile kiyaslandiginda enzimatik reaksiyonlarin hizlar1 10° ila 10'® kat daha yiiksektir
[32, 33]. Enzimatik tepkime kinetikleri sicaklik, pH gibi faktorlerin yani sira enzim,
substrat ve lrlinlerin derisimi ile ortamdaki diger fiziksel kosullardan
etkilenebilmektedir [30]. Bu kosullar saglandiginda enzimler canli dis1 ortamlarda da

aktivite gosterebilmektedirler.
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Tiim bu 06zelliklerinden dolayr enzimler farkli bir¢ok alanda kullanilabilmektedir.
Enzimlerden tip, gida endiistrisi, kozmetik ve tarim sanayisi gibi bir¢ok alanda
faydalanilmaktadir [34].

2.2.1 Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasinda Uluslararas1 Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB - International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) enzim komisyonunun belirlemis oldugu standartlar kabul
gormektedir. Enzimler EC (enzim komisyonu) numarasi ile tanimlanmaktadir.
Enzimler katalizledikleri reaksiyonun tiirline gore son olarak translokazlarin 2018
yilinda eklenmesiyle 7 ana grupta siniflandirilmislardir [35]. Enzimlerin
isimlendirilmesi ve siiflandirilmasi i¢in birincil kaynak olarak ITUBMB tarafindan
olusturulmus ExplorENZ enzim veritaban1 yaygin olarak kullanilmakta ve bilimsel

olarak kabul gérmektedir [36, 37].
IUBMB’ye gore enzimlerin siniflar1 [36]:

1- Oksidorediiktazlar:  Yiikseltgenme-indirgenme  (oksidasyon-rediiksiyon)
tepkimelerini katalizleyen enzimler bu sinifta yer almaktadir. Tepkimede
enzimin hidrojen veya elektron vererek (donor) yiikseltgenen veya elektron
alarak (acceptor) indirgenen hangi gruplara etki etki ettigine gore
oksidorediiktazlar alt gruplarda smiflandirilmaktadir. Ornegin tirozinaz,
oksidorediiktazlarin molekiiler oksijenle indirgenmesi veya birlesmesi ile
ciftlenmis donoérler iizerine etki yapan enzimler alt grubunun bir oksijen
atomunun diger dondrle birlestigi ve dondr olarak diger olarak tanimlanmis
bilesikler alt-alt grubunun bir liyesidir ve EC:1.14.18.1 ile tanimlanmaktadir.

2- Transferazlar: Bir bilesikten (donor) digerine (acceptor) metil, glukozil,
karbonil v.d. gibi fonksiyonel gruplarin transferini katalizleyen enzimler bu
smifta yer almaktadir. Transferazlar genellikle transfer edilen gruba gore
isimlendirilerek alt gruplarda siniflandirilmaktadir.  Ornegin  fosfat
aciltransferaz, transferazlarin aciltrasferazlar alt grubunun aminoacil grubu
disindaki gruplarin transfer edildigi alt-alt grubunun bir {yesidir ve

EC:2.3.1.8 ile tanimlanmaktadir.
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Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini katalizleyen enzimler bu sinifta yer
almaktadir. Enzimin etki ettigi baga (ester, eter, peptit, karbon-karbon gibi)
gore alt gruplarda siniflandirilmaktadir. Ornegin o-amilaz, hidrolazlarmn,
glikozilazlar alt grubunun glikozidazlar alt-alt grubunun bir {iyesidir ve
EC:3.2.1.1 ile tanimlanmaktadir.

Liyazlar: Bir molekiildeki C-C, C-O, C-N ve diger baglarin hidroliz veya
oksidasyon disinda kalan yollarla ayrildigi reaksiyonlar1 katalizleyen
enzimler bu sinifta yer almaktadir. Genellikle etki edilen substrat ve grubun
ismine gore alt gruplarda simiflandirilmaktadir. Ornegin pektin liyaz, liyazlar
grubunun karbon-oksijen liyazlar alt grubunun polisakkaritlere etki eden
enzimler alt-alt grubunun bir tyesidir ve EC:4.2.2.10 ile tanimlanmaktadir.
Izomerazlar: Tek bir molekiil igerisindeki degisiklikleri katalizleyen enzimler
bu sinifta yer almaktadir. Ornegin p-karoten izomeraz, izomerazlar grubunun
cis-trans-izomerazlar alt grubunun tek alt-alt grubu olan cis-trans-
izomerazlarin bir iiyesidir ve EC:5.2.1.14 ile tanimlanmaktadir.

Ligazlar: iki molekiiliin veya bir molekiile ait iki grubun ATP ya da benzer
yapidaki bir trifosfata ait difosfat baginin hidrolizi esliginde birlesmesini
katalizleyen enzimler bu sinifta yer almaktadir. Ornegin asetat-KoA ligaz,
ligazlar grubunun karbon-kiikiirt bagi olusumunu katalizleyenler alt grubunun
asit-tiyol ligazlar alt-alt grubunun bir {yesidir ve EC: 6.2.1.1 ile
tanimlanmaktadir.

Translokazlar: Enzimlerin en yeni grubu olarak tanimlanan bu grupta iyon
veya molekiillerin membranlardan ge¢isini veya membranlarda ayrilmalarini
katalizleyen enzimler yer almaktadir. Ornegin askorbat ferrirediiktaz
(transmembran), translokazlar ~ grubunun inorganik  katyonlarin
translokasyonunu katalizleyenler alt grubunun oksidorediiktaz reaksiyonlari
ile 1iligkili olanlar alt-alt grubunun bir iyesidir ve EC: 7.2.1.3 ile

tanimlanmaktadir.
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2.2.2 Enzim inhibisyonu

Enzimlerin aktivitelerinin baskilanmasi veya tamamen durmasi durumuna enzim
inhibisyonu denilmektedir. Enzim inhibisyonunda substrat gibi davranarak enzim ile
etkilesebilen ancak tepkime vermeyerek iirline donligmeyen ve sonugta enzimin
substrat ile iligkisini engelleyen enzim inhibitorii olarak adlandirilan bilesikler rol
oynamaktadir. Genellikle iyonlar gibi diisiik molekiil agirligina sahip maddeler
inhibitor olarak etki gostermektedir [31-33]. Enzimatik aktivitenin baskilanmasi
gerceklesmesi istenilen tepkimeler icin olumsuz etki olustururken Ozellikle
biyomedikal teknolojilerde hastaliklara neden olabilen enzimatik tepkimeler, gida
teknolojisinde mikrobiyal kaynakli bozulmalar, renk doniisiimleri, kozmetik
teknolojisinde pigmentlerin enzimatik bozunmasi gibi istenmeyen durumlarin
kontrolii ve 6nlenmesinde 6nemli araglar olarak kullanilabilmektedir. Benzer sekilde
farmasotik teknolojilerde ilag iiretiminde, zirai teknolojide pestisit iiretiminde,
biyoteknolojide biyosensorlerin gelistirilmesinde enzimatik inhibitorler siklikla
kullanilmaktadir [33].

Enzimatik inhibisyon tersinir (reversible) ve tersinmez (irreversible) olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Tersinir inhibisyonda kovalent olmayan -etkilesimler ile
inhibitér ve enzim kompleksi olustugu i¢in bu durum denge reaksiyonu gibi
distintilebilir [33, 38]. Bu durumda inhibitér enzimden ayrilabildigi igin substratla
tekrar birlesme olasiligi bulunmaktadir. Tersinir inhibisyon kendi iginde yarigmali
(kompetitif), yarismasiz (nonkompeptif) ve yar1 yarigsmali (ankompetitif) olmak
lizere iice ayrilmaktadir. Yarigmali inhibisyonda inhibitdr substrata ¢ok benzer
ozellikler gostermektedir ve substrat ile enzimin etkilesimini engelleyerek enzimin
islevini yerine getirememesine neden olmaktadir. Bu tip inhibisyonda substrat
derisiminin arttirtlmasi, enzimin inhibitérden daha yiiksek oranda substrat ile
etkileserek aktivite gostermesiyle enzim substrat kompleksi olusumu yoniinde tesvik
eder [28, 30]. Yarismasiz inhibisyonda ise ayn1 anda hem inhibitér hem de substrat
enzim ile etkilesebilmektedir. Bu nedenle inhibitoriin etkisi {izerinde substrat
derisiminin bir etkisi bulunmamaktadir. Bu tip inhibisyonda inhibitdr enzim ile veya
enzim substrat kompleksiyle etkilesebilir ve tepkimeyi engelleyebilir, ancak bununla
birlikte inhibitér enzimden ayrildiginda (tersinme) enzim substrat kompleksinin

iirline donilisimii miimkiin olabilmektedir. Bu durumda inhibitériin enzim ile
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etkilegsmesi sonucu enzimin katalitik aktivitesi azalmakta ve tepkime sonucu iiriin
olusumu yavaslamaktadir [28, 38]. Yar1 yarismali inhibisyonda ise inhibitor sadece
enzim substrat kompleksine baglanabilir ve bu durum enzim substrat kompleksinin

tirlin olusumu yerine inhibitér kompleksi olusturmasi ile sonug¢lanmaktadir.

Tersinmez inhibisyonda kovalent bag nedeniyle veya enzim inhibitdr kompleksinin
sik1  etkilesimi nedeniyle kompleksin ayrismasi olduk¢a diisik hizda
gerceklesmektedir [28]. Gerek kimyasal gerckse konformasyonel doniisim gibi
degisiklikler nedeniyle olusan enzim inhibitér kompleksinden tersinmez inhibitori

ayirmak oldukga zordur [33].

2.3 Tirozinaz Enzimi

Tirozinaz L-tirozin, L-dopa:oksijen oksidorediiktaz sistematik isimlendirmesi ve EC:
1.14.18.1 numarasi ile tanimlanmis kofaktor olarak bakir katyonu igeren bir
enzimdir. Tirozinaz ayrica monofenol monooksijenaz, fenolaz, monofenol oksidaz,
tirozin-dopa oksidaz, polifenol oksidaz gibi isimlendirmelerle de adlandirilmaktadir.
Tirozinaz, betalain [39] ile melanin [40] biyosentezinde rol alan ve bakteriler,
mantarlar, bitkiler, bocekler, kabuklular ve memeliler gibi ¢esitli ve genis canlilarda

bulunan 6nemli bir enzimdir [41].

2.3.1 Tirozinaz enziminin uygulamalari

Melanin bakterilerde, mantarlarda, hayvanlarda ve bitkilerde ¢ok yaygimn olarak
bulunmaktadir. Melanin L-tirozin molekiiliiniin kompleks ¢ok basamakli doniistim
tepkimelerinin son iriinii olan multi-fonksiyonel ve polimorf biyopolimer
yapisindadir. Genetik etmenlere bagli irksal pigmentasyon temelli yiiksek melanin
icerigi cildi ultraviyole (UV) 1s1ma kaynakli cilt hasarlarina kars1 optik ve kimyasal
bariyer olarak etki gostermesi nedeniyle insanlarda epidermal melaninin oldukca
onemli fizyolojik etkilere sahiptir [42]. Bununla birlikte hiperpigmentasyon asiri
melanin sentezinin sonucu ciltte lekelenmeye sebep olabilen bir durumdur.
Hipopigmentasyon ise yetersiz melanin sentezi sonucunda psoriaziz ve vitiligo gibi
durumlara neden olabilmektedir [43]. Tirozinaz enzimi melanin sentezinde etken bir

enzim oldugu i¢in her iki durum igin de Snemli etkiye sahiptir. Tirozinaz enzimi
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tarafindan tirozinin dopakroma oksidasyonu melanin biyogenezinde olduk¢a 6nemli
ve kritik bir basamaktir [40].

Taze sebze ve meyvelerin hasat edilmeden 6nceki renklerini kaybederek kararmasi
tilketici tarafindan olumsuz algilanmakta ve bu sebeple liriinlerin ticari degerini
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu duruma sebze, meyve ve mantar gibi triinlerin
icerisinde bulunan polifenolik substratlarin oksijen varliginda tirozinaz ile
katalizlenmesi sonucu hiperpigmentasyonu yani enzimatik esmerlesmesi neden
olmaktadir [44]. Bu nedenle gidalarin enzimatik esmerlesme reaksiyonlarini
engellemek amaciyla tirozinaz inhibitorleri 6nem kazanmis ve gida {retim ve
tilketimine uygun dogal ve sentetik tirozinaz inhibitdr kaynaklari yogun olarak

arastirtlmastir [43, 45].
2.3.2 Tirozinaz enzim inhibisyonu

Tirozinaz enziminin inhibisyonu birgok farkli yaklasimla gergeklestirilebilse de
yaygin kabul géren yontem olarak potansiyel inhibitorlerin etkinligi substrat olarak
tirozin veya dopa varliginda dopakrom olusumunun takip edilmesi ile
belirlenmektedir [43, 45]. Bu kapsamda askorbik asit gibi dopakinonu indirgeyen
ajanlar, tiyo- grubu igeren bilesikler gibi dopakinon siipiiriicii ajanlar, substrat olarak
tirozinaz enzimine afinite gosteren bazi fenolik bilesenler, spesifik olmayan sekilde
enzimin denaturasyonuna neden olan asit ve bazlar, enzime tersinmez olarak
baglanarak enzimin aktivitesini kalic1 olarak engelleyen inaktivatorler ve enzime
tersinir olarak baglanarak katalitik aktivitesini diisliren bilesikler tirozinaz inhibitorii
olarak davranabilmektedir. Inaktivatorler ve tersinir inhibitdrler dogrudan enzim
spesifik davrandiklar1 i¢in “gergek inhibitdr” olarak tanimlanmislardir ve bu

bilesenlerin inhibisyon gii¢leri diger gruplara gore daha yiiksektir [43].

Inhibisyon giicii genellikle enzim aktivitesini % 50 oraninda baskilamak igin gerekli
inhibitdr derisimi olan ICsp degeri ilizerinden degerlendirilmektedir. Ancak ICso
degeri enzim ve substrat derisimi ile kompozisyonu, inkiibasyon siiresi gibi deneysel
kosullar nedeniyle farklilik gosterebilmekte ve bu durum literatiirde gergeklestirilen
caligmalarin karsilastirilmasi agisindan sorun olusturabilmektedir [43]. Bu nedenle

caligmalarda kojik asit, tropolon gibi pozitif kontrol 6rnekleri standart olarak ayni
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deney diizeneginde degerlendirilerek relatif inhibitdr aktivite hesaplanarak

karsilagtirma yapilmaktadir.

Tirozinaz inhibitorlerini kaynagina gore dogal, sentetik ve yari sentetik olarak tige
aywrabiliriz. Genellikle bitkiler ve mantarlar igerdikleri fenolik bilesenler, steroidler,
ve alkaloitlerle ve ayrica bakteriler de icerdikleri bazi alkaloidler, makrolitler ve
polifenollerle dogal tirozinaz inhibitorlerine temel kaynaklardir. Ayrica polifenoller,
flavonoitler, izoflavonlar, kurkuminoidler, kalkonlar, fenolik asitler ve terpenoid
tirevleri gibi baz1 dogal kaynakli bilesenler sentetik kaynakli olarak da
tiretilebilmektedirler [46].

2.3.3 Tirozinaz enzim inhibisyonunu uygulamalar:

Tirozinazin sebze, meyve ve mantarlarin enzimatik esmerlesmesindeki ve insan
derisinde gerceklesen hiperpigmentasyondaki kilit rolii nedeniyle tirozinaz
inhibisyonuna yonelik arastirmacilarin gida, kozmetik ve medikal alanlarda
potansiyel inhibitor etken madde tanimlama, sentez, izolasyon gibi yaklasimlarla
yogun ilgisi olusmustur. Ozellikle siki regiilasyonlar nedeniyle cilt beyazlastirici
ajanlar gibi dermokozmetik ve klinik uygulamalarda kullanilabilecek etkinlik ve
giivenlikte tirozinaz inhibitorlerinin sayisi oldukca diigiiktiir. Bununla birlikte hem

endiistriyel hem de klinik alanda ihtiya¢ artmaktadir [46].

Kojik asit yaygmn kullanim alani bulunan ve taninan bir tirozinaz inhibitoriidiir.
Alternatif tirozinaz inhibitér arastirmalarinda kojik asit siklikla referans standart
olarak kullanilmaktadir. Chen ve ark. ¢alismalarinda kojik asitin tirozinaz inhibisyon
mekanizmasini farkli inhibitér kaynagi, inkiibasyon sicakligi, derisim, enzim ile
etkilesim mekanizmasi gibi parametreler iizerinden arastirmislardir. Sonug olarak
arastirmacilar kojik asidin enzimatik tepkime icin gerekli olan oksijen alimim
etkilemesiyle, kinon bilesiklerini difenollere indirgeyerek melanin olusumunu
Onlemesiyle veya bu iki mekanizmanin birlikte gerceklesmesiyle tirozinazi inhibe
ettigini gostermislerdir. Bu bulgular tirozinaz enziminin karigik tip inhibisyon

mekanizmasini dogrulamaktadir [47].

Ayrica hem mekanizma hem de ICso degerlerindeki farkliliklar nedeniyle kojik asit

analoglar1 da yogun olarak alternatif tirozinaz inhibitdrleri olarak arastirilmaktadir.
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Zolghadri ve ark. tarafindan yapilan derlemede kojik asitin L-DOPA iizerindeki
tirozinaz 1Cso degeri 20,00 + 1,08 uM olarak belirtilirken kojik asit analoglari igin bu
deger 1,35 ile 17,5 uM araliginda degismektedir [46].

You-Jung Kim gallik asitin melanogenez inhibisyonu potansiyelini arastirdigi
calismasinda kojik asiti referans alarak mantar tirozinazi iizerindeki inhibisyon
aktivitesini incelemistir. Calismadan elde ettigi sonuglar gallik asitin (ICso= 3,59
uM) kojik asitten (ICso= 59,72 uM) yiiksek inbitér etki gosterdigini ortaya
koymustur. Sonuglar gallik asitin antioksidatif ve antimelanogenik etkisinin birlikte

sinerjik etkisine dayandirilarak agiklanmaktadir [48].

Rangkadilok ve ark. caligmalarinda longan (ejderha gozii) meyvesinin ektrelerinin
serbest radikal siipiiriicii etki ve tirozinaz inhibisyon aktivitelerini incelemislerdir.
Kojik asidin pozitif kontrol olarak kullanildig ¢alismada (ICso= 8,9 pg/mL) taze ve
kurutulmus ¢ekirdeklerin ICso degerleri sirasiyla 2,9 ve 3,2 mg/mL olarak rapor
edilmistir. Bu durum meyve ekstrelerinin tirozinaz inhibisyon etkilerinin bulundugu

ancak kojik asite gore diisiik oldugu seklinde belirtilmistir [49].

Kubo ve ark. safran bitkisinden elde ettikleri flavanollerin tirozinaz inhibisyon
aktivitesi ve inhibisyon mekanizmalari iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
mantar tirozinazinin L-DOPA iizerindeki katalitik aktivasyonunun inhibisyonunu
temel almiglardir. Caligma sonuglarina gore kojik asit (IDso= 14 uM) kiyaslandiginda
kaempferol (IDso= 230 uM) ve kersetin (IDso= 70 uM)’in yakin fakat diisiik
inhibitor etki gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica calismada kojik asitin karigik-tip
inhibisyon mekanizmasina karsilik bu iki bilesigin  yarigmali inhibisyon

gergeklestirdigini belirtmislerdir [50].

Chan ve ark. farkli zencefil tiirlerinin yaprak ve rizomlarinin antioksidan ve tirozinaz
inhibisyon 0Ozelliklerini incelemislerdir. Bu c¢alismada 0,5 mg/mL yaprak
ekstrelerinin yiizde tirozinaz inhibisyonlar1 pozitif kontrol olarak Hibiscus tiliaceus
(% 43,9) ile karsilastirllmis ve en yiiksek etki Etlingera elatior’da (% 55,2)
saptanmistir. Sonu¢ olarak ti¢ Etlingera tiriiniin yiiksek tirozinaz aktivitesi ile
birlikte antimikrobiyal etki gosterdigini belirtmis ve gida koruyucu ve cilt renk agici

uygulamalari i¢in potansiyellerini ortaya koymuslardir [51].

17



2.4 Antioksidanlar

Aerobik organizmalar oksijenli ortamda hayatta kalabilen, biiyiliyebilen
organizmalardir ve yasamak i¢in oksijene ihtiya¢ duyarlar. Fakat bu durumda
oksijenin serbest iiretimi oksidatif stresle ve toksik olmasi ile baglantilidir. Cesitli
serbest radikallerde bu reaksiyonlarda yaygin iiriinlerdir. Oksijenin toksik de olabilen
bu etkisini yok etmek icin serbest radikalleri notralize edebilen su ve yagda ¢oziinen

antioksidanlar iiretir [52].

Antioksidanlar metabolik faaliyetler sirasinda meydana gelen reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu engeller ve serbest radikallerin meydana getirdigi hasar
onlemek i¢in viicudun savunma mekanizmalarini olusturan maddelerdir. Gidalardaki
antioksidanlar dogal olarak bulunur ve oksidasyonu geciktirerek Onlerler.
Antioksidanlar hiicrelerdeki oksidatif stresi azaltarak insan sagligi icin 6nemli bir rol

oynarlar [53]. Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik yapilarda olabilirler.

Atomlar ya da molekiillerin yapisinda elektronlar genellikle ¢iftler halinde birlesirler
ve her bir ¢ift, c¢ekirdegin etrafindaki tanimlanmamis bir uzay bolgesi i¢inde hareket
eder. Bu bosluk atomik veya molekiiler orbital olarak adlandirilir. Serbest radikal ise
bir veya birden fazla eslesmemis elektron igeren bagimsiz olarak var olabilen bir
tiirdiir. Bu elektronlarin kararli hale gelebilmek igin baska bir molekiilden bir
elektron alir veya bir elektron verdigi zaman molekiil oksitlenir. Eslesmemis
elektronlarindan dolayr bu tip molekiiller olduk¢a reaktiflerdir. Bu yapidaki
molekiiller kararli hale gegcmek i¢in elektron almak isterler bu durum tekrarlanarak
ilerlemesi halinde molekiillerin yapist kalici olarak degisir ve geri doniilemez
hasarlara yol agarlar. Bu durum devam ederken ortamda antioksidanin olmasi ile

antioksidan bir elektronunu serbest radikale baglar ve reaksiyonu durdurur [54].

Insan viicudunda siirekli olarak devam eden biyokimyasal ve fiziksel olaylar
sonucunda serbest radikaller ve reaktif oksijenler iiretilir. Serbest radikaller
metabolik amaglar i¢in siirekli olarak iiretilir ve reaktiviteleri siirekli olarak degisir.
Ancak bazilar1 biyolojik molekiillerde 6zellikle DNA, lipidler ve proteinlerde gibi
onemli biiyiik molekiillerde ciddi hasara neden olabilir. Bunun sonucunda da kanser,

yaslanma, diyabet gibi ¢esitli kronik bozukluklara sebep olurlar.
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Antioksidan savunma sistemleri oksijen tiirevli tiirlerin olusumunu siirekli temizler
ve minimuma indirmeye c¢alisir fakat yiizde yiliz etkili degildir. Sentetik
antioksidanlar da giiniimiizde tibbi uygulamalarda siirekli olarak kullanilmaktadir
yalniz yan etkileri ve hedeflenen organlar disindaki toksisiteleri nedeniyle giivenli
sorgulanmaktadir. Bu nedenle sentetik antioksidanlara gore bitki kaynakli olan dogal
antioksidanlarin tercih sebebi olmasi ve besin takviyesi i¢in genis bir kullanim alan

olmasi yiiksektir [54, 55].

Dogal antioksidanlar oksidatif hasarlara kars1 direnci arttirir ve insan sagligi tizerinde
onemli etkilerinin olduguna yonelik caligmalar bulunmaktadir. Dogal antioksidan
kaynaklar olarak bilinen meyve ve sebzeler, tohumlar, tahillar, sarap, cay, zeytinyagi

ve aromatik bitkiler kapsamli olarak incelenmektedirler [56].

Son yillarda dogal antioksidanlara hastalik onleyici ilag olarak biiyiik bir ilgi
meydana geldi. Serbest radikallerin oksidasyonu diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser, ¢esitli nérodejeneratif bozukluklar ve yaslanma siireci gibi bircok hastaliga
neden olur. Bunun sonucunda biyolojik olarak zararli radikalleri sondiirmeyi
amaglayan bitkisel {irlinler de dahil olmak {lizere yeni dogal antioksidanlarin kesfine
bliylik bir ilgi mevcuttur. Diinya capinda tamamlayict ve alternatif ilaglarda
kullanilan kaynaklarin arastirilmasi, bu tiir ajanlarin kesfi igin 6nemli bir strateji

olarak kabul edilmektedir [57].
2.4.1 Antioksidanlarin simiflandirilmasi

Antioksidanlart mekanizmalarina gore siniflandiracak olursak iki gruba ayirabiliriz
(Sekil 2.2). Tlk olarak enzimatik antioksidanlar; Srnegin katalaz, glutatyon rediiktaz
ve SOD gibi enzimatik antioksidanlar radikallerle reaksiyona girerler, yeni bir
serbest radikal olusumunu Onlerler, ayn1 zamanda da daha zararli olabilecek formlara
girmesini engellerler. Ikinci olarak enzimatik olmayan antioksidanlar; askorbik asit,
E vitamini ve polifenoller gibi yapilar radikal zincir reaksiyonunu kirarak oksijen

radikalini yakalarlar ve reaksiyona son verirler [58].
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ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
SOD, Katalaz, GSH-Px,
Glutatyon Redoktaz Mineraler -«—7* Organosiilfir Bilesikleri
Cinko, Selenyum Allium, Allil Slifit, Indoller
— Karotenoidler
Vitaminle - .
Vitamin A,r\mamin C. Beta_-Karoten, Likopen,
Vitamin E, Vitamin K Ko
Diisiik Molekiiler ={__ Antioksidan
Agirlikli Antioksidanlar Kofaktérler
Glutatyon, Urik Asit, Koenzim Q,,
POLIFENOLLER ~——-
Flavonoidler | Fenolik Asitler
{ Hldr_oksl.-benzo!k As'lt
Flavanonlar i hkotiavinoidies Gallik Asit, Ellagik Asit
Hesperitin Krisin Genistein,
Flavanollar Hidroksl-sinnamik asit
Flavonollar Antoslyanidinler Katesin, EGCG, Ferolik, p-kumarik

Quercetin, Kaempferol Siyanidin, Pelagonidin

Sekil 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi.  [59]

Antioksidanlarin oksidatif tepkimelerde gosterdikleri etkiler farkli sekillerde olabilir.
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu &nleyen sistemlerde bakir ve demir
iyonlarin1 baglayan metal selatorleri, mitokondride dogal olarak kendiliginden
meydana gelirler. Siiperoksit ve peroksitler reaktif oksijen tiirlerine 6rnek olarak
verilebilir. Bir diger gosterdikleri etki de reaktif oksijen tiirlerini yakalayip nétralize
eden antioksidanlardir. Bu grupta yer alan bazi antioksidanlar flavonoitler, askorbik
asit, indirgenmis glutatyon, tokoferol, iirik asit v.b gibi olan antioksidanlar zincir
tepkimesinin ilerlemesini engeleyerek raksiyonun durdururlar ya da radikalik zincir
tepkimesinin baglamasini inhibe ederek dururlar [60]. Antioksidanlarin oksidan

molekiillere karsi etkilerine gore siniflandirilmasi Sekil 2.3’de verilmistir [61].
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e SUpurici etki
gosteren
antioksidanlardir.

» Giderici etki
gosteren
antioksidanlardir.

¢ Zincir kirici etki
gosteren
antioksidanlardir.

¢ Tamir edici
antioksidanlardir.

Stiperoksit vitaminler; A bazi vitaminler, metionin
dismutaz (SOD) vitamini (beta irik asit, bilirubin siilfoksid
ve Glutatyon karoten), C ve albumin rediiktaz
peroksidaz (GPx) vitamini
vh. (askorbat), E

vitamini (alfa

tokoferol),

flavonoidler,

mannitol ve

antosiyanidinler

Sekil 2.3. Antioksidanlarin  oksidan molekiillere karsi etkilerine gore
siniflandirilmasi.

2.5 Fenolik Bilesikler, Flavonoitler ve Flavonoller
2.5.1 Fenolik bilesikler

Insan ve hayvan diyetlerinin icerisinde bulunan genellikle iki veya daha ¢ok fenol
gruplart iceren polifenoller bitki icerisinde bulunan cesitli bir bilesik sinifidir.
Simdiye kadar sekiz binden fazla polifenol tiirevli madde tesbit edilmistir ve bu
maddeler vitaminler ve mineraller gibi ¢ok genis bir gruba sahiptir. Birgcok bitki
polifenolleri ya aktif olarak gelistirilmekte ya da bitkisel ilag olarak satilmaktadir.
Fenoller aktiviteleri kimyasal yapilarina baghdir ve giiglii antioksidanlardir.

Polifenollerin en biiyiik ve en ¢ok ¢alisilan grubu flavonoidlerdir [62].

Fenolik bilesikler bitkilerde en yaygin goriilen gruplardir. Fenol (CeHsOH), molekiil
agirhigr 94.11 g/mol ve kimyasal yapisi olarak benzen ya da aromatik halkaya bir ya
da daha fazla OH- molekiiliiniin baglandigi, hem iiretilen bir kimyasal hem de dogal
organik bir hidroksi bilesigidir (Sekil 2.4). Fenolik maddeler bir ya da birden ¢ok
hidroksil grup igeren aromatik halkaya sahiptirler. Fenolik bilesikler en basit olan
fenolden tliremiglerdir. Farkli tlirevlerinin olugmasini saglayan kisim molekiildeki yer

degisiklikleridir [63].

21



OH

Sekil 2.4. Fenoliin kimyasal yapisi.

Bitkilerden sentezlenen fenolik bilesenler, enfeksiyon, yaralanma ve UV radyasyon

gibi benzer stres kosullarinda etkisini gostermektedir [62].

Fenolik maddelerin bitki hiicrelerinde suda ¢ézlinmeyenleri hiicre duvarinin bileseni
olurken suda ¢ozlinen fenolik maddeler bitki hiicresinin igerisinde yer alir bu da
gosteriyor ki fenolik bilesikler bitki hiicresinde homojen olarak dagilmamaktadir

[64].

2.5.2 Flavonoitler

Flavonoidler, 3 karbon kopriisii ile baglanan 2 aromatik halka ile 15 karbon igeren
polifenolik bilesiklerdir. Flavonoidler, B halkasinin bagli oldugu C halkasinin
karbonuna ve C halkasinin doymamaislik ve oksidasyon derecesine bagli olarak farkli

alt gruplara ayrilabilir.

B halkasmin C halkasinin 3. konumunda baglandig: flavonoidlere izoflavonlar denir.
B halkasinin 4 konumunda bagli olanlara neoflavonoidler, B halkasinin 2
konumunda bagli olduklarmma neoflavonoidler denir. C halkasinin yapisal
ozelliklerine gore birkag alt gruba ayrilabilir. Flavonoidlerin alt gruplar sunlardir:
flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanonoller, flavanoller veya katesinler,

antosiyaninler ve kalkonlar (Sekil 2.5) [65].
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Sekil 2.5. Flavonoidlerin temel iskelet yapisi ve siniflandirilmasi.  [65]

Flavonoidler biyolojik aktiviteleri olan ve en iyi karakterize edilebilen en 6nemli ve
en yaygin polifenol yapilardir. Flavonoidler bitkilerde bulunan ve renk vermeyi
saglayan pigmentlere sahiptirler. Bu grupta 5000°den fazla bilinen bilesik
icermektedir. Falvonoidler 13 alt gruba ayrilabilirler ve bunlardan en Onemli alt

siniflart ise flavonlar, flavonollar, izoflavonoitler ve proantosiyanidinlerdir [62].

Flavonoid bilesikler dogada bitkilerin ¢esitli yerlerinde bulunurlar ve bitkilerden elde
edilirler. Ayrica meyve, sebze, cay, kakao ve sarap gibi bitki kokenli yiyecek ve
iceceklerde bol miktarlarda bulunurlar. Flavonoitler ayrica saglik agisindan gelistirici
etkileri gdz Oniine alindiginda ¢esitli farmasotik, tibbi ve kozmetik uygulamalarda da

vazgecilmez bilesenler arasindadir.

2.5.3 Flavonoller

Flavonoller, C halkasinin 3 konumunda bir hidroksil grubuna sahip olan ve ayrica
glikosile olabilen flavonoidlerin alt gruplarindan biridir [66]. Flavonollerin igerisinde
en ¢ok bulunan madde kersetindir. Kersetin bitkilerde birgok farkli glikozidik formda
bulunur. Bircok meyve ve sebze de lahana, marul, domates en ¢ok da soganin

icerisinde flavonol olan Kkersetin bulunmaktadir [67]. Meyve ve sebzelerin yani sira,
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cay ve kirmizi sarapta da flavonol kaynagidir. Flavanol aliminin, antioksidan
potansiyeli ve diisiik vaskiiler hastalik riski i¢erdigi ve saglik i¢in ¢ok faydali bir
iliski i¢erisinde oldugu bulunmustur [65].

2.6 Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon kat1 veya sivi fazda bulunan bir veya birden fazla bilesigin alkol, su
veya organik ¢oziiciiler yardimi ile saflastirilmasi, bilesenlerine ayrilmasi amaciyla
yapilan bir islemdir. Ekstraksiyonlarin temeli basit, ucuz ve hizli olmasi prensibine
dayanmaktadir. Ayrica ekstraksiyon isleminini yapildigt maddelerde kayip ve
bozunma olmamasi, daha sonradan tekrar saflastirma islemi gerektirmemesi ve

minimum atik ¢6ziicli igermesi 6nemli parametrelerdir [68].

Bitkilerde ekstraksiyon yaprak, cicek, kdk veya tohum kisimlarindan yararlanilarak
yapilir [69]. Genellikle ekstraksiyondan 6nce bitki numuneleri hava ile kurutma ya
da dondurarak kurutma yapilir ve daha sonra 6glitme ve homojen haline getirme
islemlerine tabi tutulur [70]. Bitkilerde bulunan lipidler, fitokimyasallar,
farmasoétikler, aromalar, kokular ve pigmentler gibi bircok biyoaktif bilesenleri analiz
edebilmek igin ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Bitkisel materyallerden
biyoaktif bilsenlerin ticarilestirilmesi ile bitki ekstraktlarina ilag, kozmetik ve gida

endiistrisinde sik¢a bagvurulmaktadir [68].

Sekil 2.6°da ekstraksiyon yontemlerinin siniflandirilmasi sematik olarak gosterilmis

ve devaminda alt basliklar olarak kisaca 6zetlenmistir.
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Sekil 2.6. Ekstraksiyon yontemlerinin Siniflandirilmast.

2.6.1 Mekanik olarak yapilan ekstraksiyon

Mekanik olarak yapilan Mekanik olarak yapilan ekstraksiyon yontemini iki grupta
inceleyebiliriz. ik olarak canli bitki ¢izilir ve gizilen bolgeden disar1 ¢ikan Oziit
hemen veya bir miiddet sonra kazinarak almir. Ikinci olarak yapilan yontem ise
bitkinin preslenerek basing yardimi ile ezilmesi ve sikilmasi sayesinde elde edilen

oziitttr [71].
2.6.2 Distilasyonla yapilan ekstraksiyon

Distilasyonla yapilan ekstraksiyonlarda bir veya birden fazla bilesenin farklh
kaynama noktasinin farkliligindan yararlanilarak fiziksel olarak ayirmaya
yaramaktadir. Bu yontemle yapilan farmasotik ekstraksiyonlarda suyun ve diger
ucucu yaglarin saflagtirilmasindan ayn1 zamanda dogal hammaddelerden bilesenlerin
ayrilmasinda  yararlanilmaktadir. Genelde bu ydntem bitkilerde kolayca

buharlagabilen 6zelliklerde olan ugucu maddeler i¢in kullanilir [71].
2.6.3 Coziiciilerle yapilan ekstraksiyon

Coziiciilerle yapilan ekstraksiyonlar genekde kati-sivi ekstraksiyonlari olarak bilinir.

Temel prensibi kat1 fazda bulunan bilesenin ¢oziicii 6zelligi olan bir sivinin igerisine
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aliarak ayrilmasi islemidir. Olusan bu karisimdan kati faz ve siv1 faz belirli bir siire

etkilestikten sonra uygun bir yontem bulunarak ayrilmasidir [72].

Coziictlerle yapilan ekstraksiyonlar1 dort baslikta inceleyebiliriz.

2.6.3.1 Perkolasyon yontemi ile ekstraksiyon

Perkolasyon yonteminde ekstraksiyon yapilacak olan maddeye gore cam, porselen,
emaye ve paslanmaz celikten yapilmis farkli sekil ve boyutlarda olan perkolator
denilen cihazlarda gergeklestirilir. Calisma prensibi drog iizerinden akan ¢oziicii ile
yapilan bir ekstraksiyon yontemidir ve drogtan etkin maddenin tamaminin ekstre
edilmesine kadar siirdiiriiliir. Drog, devamli olarak yeni ¢oziicii ile temas i¢indedir.
Bu iglem yapilirken ekstraksiyon yapilacak maddenin kuru ve kiigiik pargaciklar
halinde olmasi1 gereklidir. Perkolasyonda malzeme toz seklindeki bitkiler ile
doldurulur, iizerine organik coziicli eklenerek iki fazin birbiriyle temasi1 saglanir
boylelikle ¢oziicliniin yer degistirmesi ve yerini yeni ¢oziicliye vermesi ile 6ziitleme

meydana gelir [71].

2.6.3.2 Dekoksiyon yontemi ile ekstraksiyon

Kullanilacak maddelere soguk su eklenerek 1sitilmaya baglanarak meserasyon

olusturulur. Sicak su banyosunda tutulan kati-sivi ¢dzeltisi yarim saatin sonunda

sicakken sikilarak ekstre elde edilir [71].

2.6.3.3 Maserasyon yontemi ile ekstraksiyon

Maserasyon yontemi ile ekstraksiyonda mesere edilecek olan madde gerekli
boyutalara getirildikten sonra lizerine uygun ¢oziiciiler kullanilarak kapali bir sekilde
24 saat ile 10 gilin arasinda calkalanarak hazirlanir. Daha sonrasinda uygun
materyallerde siiziilerek ekstreler hazirlanir [73]. Bitki materyallerinde ekstre
hazirlamak i¢in kullanilan ¢6ziiciiler hazirlanan ekstraksiyonlarda kullanim kolayligi,
verimliligi ve genis uygulanabilirligi nedeniyle en yaygin kullanilan prosediirlerden
biridir [70].

Saravanakumar ve ark. yaptiklar: ¢alismada Onosma cinsinin iki endemik tiirii olan

O. isaurica ve O. bracteosa ile calisilmistir. Bitkilerin ekstraksiyonlarinda
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maserasyon yontemi kullanilmistir ve ekstreler hazirlanmistir. Bu g¢alismada O.
isaurica ve O. bracteosa nin fitokimyasal karakterizasyon, antioksidan aktivite ve

enzim inhibisyonu test edilmistir [74].

Katani¢ Stankovi¢ ve ark. O. sericea ve O. stenoloba tiirleri ile ¢alismislar ve
maserasyon yontemi kullanilarak ekstraksiyonlarmi hazirlamiglardir. Bu c¢alismada
kullanilan O. sericea ve O. stenoloba tiirlerinin fitokimyasal karakterizasyon,
antioksidan aktivite, enzim inhibisyonu, antimikrobiyal aktivite potansiyalleri

arastirilmistir [75].
2.6.4 Soxhlet Ekstraksiyonu

Franz von Soxhlet 1879 yilinda yapmis oldugu kati numuneden yag oOziitlemesi
yapabilmek i¢in bir laboratuvar cihazi yapmistir ve bu sayede ekstraksiyon
yontemine de ismini vermistir. Bu yontemde kullanilan Soxhlet ekstraktorii
igcerisinde bulunan tiip seklindeki aparat filtre kagidindan yapilmistir ve igerisine
Oziitlenmek istenen madde yerlestirilir. Ekstraktoriin altindaki kisma silifli bir cam
balon yerlestirilir ve igerisine kullanilmak istenen ¢o6ziicii konularak silifli bir
1siticida 1sitilmaya baglanir. Diizenegin iist kisminda da buharlasan ¢oziiciiyii tekrar
yogunlagtirmak igin geri sogutucu takilir. Isitilan balon igerisindeki ¢oziicii
yogunlastiktan sonra tekrar numunenin {izerine dokiiliir. Maddenin igerisinde
bulunan tiip ¢oziicliniin yogunlagsmasi ile dolar ve bypass kolunun seviyesine
ulastiktan sonra ¢oziicli tekrar balona bosalir. Bu dongii buharlagma, yogunlagma,
dolum ve sifon olusturma olarak tekrar eder ve buna reflux adi verilmektedir. Bu
islemler sirasinda bir miktar yag ¢oziiniir fakat ¢ozilicii cam balona ulastiginda orada
kalir tekrar dongiliye katilmaz. Bu durum soxhlet ekstraksiyonunun en Onemli

avantajidir [76].

Fakat maserasyon ve soxhlet ekstraksiyonu gibi geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinin  kullanilmasmin bazi dezavantajlart da bulunmaktadir. Ciinkii
kullanilan biiyiik hacimlerde organik c¢oziicii ve bu yodntemlerde gereken uzun
ekstraksiyon siliresi nedeniyle diisilk verimlilik gosterirken ayni zamanda da

potansiyel ¢evre kirliligi géstermistir.
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Son yillarda mikrodalga, ultrason destekli ekstraksiyonlar, Siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu, basingli sivi ekstraksiyonu gibi sikistirilmig sivilarin ekstraksiyon
ajan1 olarak kullanimina dayali teknikler gibi bir takim yontemler gelistirilmistir

[70].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Kullanmilan Bitki Materyalleri

Tez ¢alismasini olusturan endemik O. papillosa, endemik O. discedens, endemik O.
erzincanica, O. rascheyana ve O. alborosea ssp. alborosea var. alborosea taksonlari
2020 wyili vejetasyon doneminde asagida cizelgede (Cizelge 3.1) belirtilen
lokalitelerden toplanmustir. Tiirlerin teshislerinde sorun yasamamak igin her bes
ornegin cicekli ve meyveli orneklerinin toplanmasina dikkat edilmistir. Toplanan
tiirlerin teshisleri ilgili sistematik kaynaklardan faydalanilarak yapilmistir [18, 77].
Toplanan taksonlarin lokalitelerinin koordinatlart ve denizden yiikseklikleri
Magellan Triton 200K model GPS yardimiyla belirlenmistir. Araziden toplanan
ornekler koklerinden ayrilmis ve toprak iistii kisimlar1 golgelik alanda yaklasik {i¢
hafta boyunca kurutulmaya birakilmistir. Kurutulan 6rnekler ayr1 kutulara alinmus,
gerekli etiketlemeler yapilmis ve deneylerde kullanilacagi zamana kadar oda
sicakliginda muhafaza edilmistir. Calismada kullanilan Onosma taksonlarinin genel

goriintisleri Sekil 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan Onosma taksonlariin lokalite bilgileri.

Taksonlar Lokalite

O. rascheyana B7: Adiyaman, Celikhan-Siirgii 1 km, taglik kayalik yamaclar,
1300 m, 12.05.2010, 38° 00" N, 038° 12' E, Binzet 202029

O. papillosa C5: Nigde, Ulukisla-Aksaray 7-8 km, yol kenari, yamaglar,
1400 m, 38° 34' N, 036° 25' E, 09.06.2020, Binzet 202006.

O. discedens B7: Erzincan: Kemaliye-ilic 15 km, kayalik yamaglar, step
alanlar, 1450 m, 39° 22' N 038° 27'E, 08.06.2020, Binzet
202027.

O. alborosea ssp. B7: Erzincan: Kemaliye-Arapgir 26 km, kayalik alanlar, 39° 11'

alborosea var. alborosea | N, 038° 36' E, 24.05.2020, Binzet 202024

O. erzincanica B7: Erzincan: Kemah-ili¢ 25 km, hareketli tashik ve kayalik
yamaglar, 39°36'N, 038°41'E, 1570 m, 23.05.2020, Binzet
202023.
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Sekil 3.1. Tez calismasinda kullanilan Onosma tiirlerinin genel goriintisleri.

a) O. papillosa, b) O. discedens, ¢) O. rascheyana,
d) O. alborosea ssp. alborosea var. alborosea, e) O. erzincanica

3.2 Kullanilan Kimyasal Materyaller ve Cihazlar
Calismada bitki materyallerinin ekstraksiyonunda hekzan ve metanol kullanilmistir.

Bitki ekstrelerinin igeriklerinin belirlenmesi g¢alismalarinda gallik asit, Folin -
Ciocalteu reaktifi, sodyum karbonat, etanol, aliiminyum kloriir, kersetin ve sodyum

asetat kullanilmistir.

Antioksidan etkinligin belirlenmesi ¢alismalarinda 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), askorbik asit, metanol, azot monoksit (NO), Griess reaktifi, sodyum
nitroprussiir dihidrat, dimetil siilfoksit (DMSO), nitroblue tetrazolium (NBT),
sodyum hidroksit, gallik asit, bakir (IT) kloriir, neokuprin ve amonyum asetat

kullanilmistir.

Tirozinaz enzim inhibisyonu etkinliginin belirlenmesi g¢alismalarinda metanol, L-

DOPA, fosfat tamponu (PBS) ve kojik asit kullanilmigtir.
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Ekstrelerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi ¢alismalarinda fare fibroblast hiicre
hatt1 (3T3), fetal bovine serum (FBS), penisilin, streptavidin, L-glutamin, DMEM
hiicre kultiir vasati, fosfat tamponu (PBS), 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanilmistir.

Kullanilan Cihazlar

Etiiv : Niive FN 120 Kuru Havali Sterilizator
Hassas tarti : KERN AND SOHN ABJ 220-4NM
Mikro pipetler : Eppendorf research plus 10-1000
Liyofilizator : Virtis Freezemobile 5

Manyetik Karigtirict : Daihan MSH-20A Analog

Calkalamali Su Banyosu : Nuve ST 402

Termal Plate Calkalayici : Biosan PST-60 HL

Doner Evaporator : Heidolph Laborota 4000
Ultrasonik Banyo : Transsonic 570 (EIma)
Mikroplaka Okuyucu ve

UV Spektrofotometresi : BIO-TEK, pQuant (MQX 200)

3.3 Bitki Materyallerinin Ekstraksiyonu

Bitkilerin toprak {isti kisimlari mekanik olarak parcalanmis ve elde edilen
orneklerden 5 g tartilarak kirlilikten arindirilmak {izere 100 mL hekzan igerisine
alinmigtir. Orneklere 25-30 °C araliginda 20 dk. siiresince ultra sonikatér igerisinde
yikama islemi uygulanmis ve sonrasinda filtre kagidi ile siiziilerek c¢oziici
uzaklastirilmis ve 30 °C’de etiivde kurumaya birakilmistir. Bu islemler her bir bitki

tiiriiniin tim materyaline uygulanmistir.

Elde edilen kuru bitki materyali tekrar mekanik olarak o&giitiillerek toz haline
getirilmistir. Toz materyal bitki/coziicii oran1 1/25 (w/v) olacak sekilde metanol
igerisine almmustir. Karisim 151k almayan ortamda 24 saat bekletilerek maserasyon
yontemi uygulanmigstir. Sonrasinda diisiik sicaklikta (<40 °C) 75 rpm hizinda déner
evaporatorde (Heidolph Laborota 4000, Almanya) 12 saat boyunca karigtirilmistir.
Filtre kagidi ile siiziilen oOrneklerin ¢ozelti kisimlart balona alinarak, doner

evaporatorde diisiik sicaklik (<40 °C) ve vakum altinda kuruluga kadar ¢oziicii
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uzaklastirilmig ve bitki ekstreleri elde edilmistir. Bitki ekstreleri liyofilize edilerek
(Virtis Freezemobile 5, ABD) +4°C’de saklanmustir.

3.4 Bitki Ekstrelerinin I¢eriklerinin Belirlenmesi

Bitki ekstrelerinin igerisindeki toplam fenolik bilesiklerinin  miktarlarinin
belirlenmesi i¢in Folin-Ciocalteu yontemi [78], toplam flavonoit [79] ve flavonol
[80] miktarlarinin belirlenmesi igin ise literatiirde kullanilan yontemler uyarlanarak

kullanilmis ve ilgili boliimlerde agiklanmistir.
3.4.1 Toplam fenol i¢eriginin belirlenmesi

Calismada kullanilan farkli Onosma tiirlerinin igerdigi toplam fenol igeriginin
belirlenebilmesi icin bitkilerin Folin-Ciocalteu ydntemiyle fenolik icerik miktar
tayini gerceklestirilmistir [78]. Kisaca bu yontemde; bitkilerin kuru ekstreleri Cizelge

3.2’de verilen miktarlarda tartilmis ve 1,0 mL su igerisinde ¢ozlilmiistiir.

Cizelge 3.2. Toplam fenol iceriginin belirlenmesinde kullanilan 6rnek miktarlari.

Onosma tiirii | Kiitle (mg)
O. rascheyana 42

O. papillosa 53

O. discedens 3,5

O. alborosea 3,9
O. erzincanica 3,1

Bitki ekstreleri ile karsilagtirma yapabilmek amaciyla kullanilacak pozitif kontrol
olarak gallik asit belirlenmis ve dort farkli derisimde (0, 50, 200 ve 400 pg/mL)
cozeltileri hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak, 6rnek ve gallik
asit ¢ozeltilerinden 10 pL kuyucuklara alinmis, iizerine 150 pL Folin - Ciocalteu
reaktifi (1:4 reaktif: su) eklenmistir. Oda sicakliginda 3 dk. bekletildikten sonra
lizerine 50 pl Na2COsz (2:3 NayCOs:su) cozeltisi eklenmistir. Ornekler 120 dk
stiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakilmis ve UV-VIS spektrofotometre
(Biotech Instruments, M-Quant Biomolecular spektrophotometer) ile 725 nm’de

absorbans degerleri dl¢lilmiistiir. Deneyler 3 tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

Fenolik bilesik miktar tayinini pozitif kontrol ile karsilastirmak tizere 6nce gallik asit

absorbanslarima karsilik gelen toplam fenolik bilesik miktari, sonrasinda bitki
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ekstrelerinin gallik asit esdegeri (GAE) hesaplanmistir. Gallik aside ait kalibrasyon
grafigi farkli konsantrasyon degerlerinde gallik asitin absorbans degerleri
kullanilarak olusturulmustur. Gallik asit esdegeri ise kuru bitki ekstresinde bulunan

toplam fenolik miktarinin mg GAE/g olarak ifade edilmistir [81].

3.4.2 Toplam flavonoit iceriginin belirlenmesi

Calismada kullanilan farkli Onosma tiirlerinin igerdigi toplam flavonoit iceriginin
belirlenebilmesi igin yontem olarak flavonoit-aliiminyum kompleksinin olusmasi
saglanarak flavonoit igerik miktar tayini gerceklestirilmistir [79]. Kisaca bu
yontemde; bitkilerin kuru ekstreleri Cizelge 3.3’de verilen miktarlarda tartilmis ve
1,0 mL etanol igerisinde ¢oziilmiis ve son derisim 1,0 mg/mL olacak sekilde

seyreltilerek ayarlanmaistir.

Cizelge 3.3. Toplam flavonoit igeriginin belirlenmesinde kullanilan 6rnek miktarlari.

Onosma tiirii | Kiitle (mg)
O. rascheyana 4,2

O. papillosa 4,1

O. discedens 3,4

O. alborosea 3,5
O. erzincanica 50

Bitki ekstreleri ile karsilagtirma yapabilmek amaciyla kullanilacak pozitif kontrol
olarak kersetin belirlenmis ve dort farkli derisimde (50, 100, 200 ve 400 pg/mL)
cozeltileri hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak, 6rnek ve kersetin
¢ozeltilerinden 150 pL kuyucuklara alinmis, iizerine 150 pL 2% AICl3 etanol
cozeltisi eklenmistir. Oda sicakliginda 60 dk. siiresince inkiibasyona birakilmis ve
flavonoitlerin varligint gésteren sari renk olusumunu gormek igin beklenmistir. Daha
sonra UV-VIS spektrofotometre (Biotech Instruments, M-Quant Biomolecular
spektrophotometer) ile 420 nm’de absorbans degerleri Slgiilmistiir. Deneyler 3

tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Flavonoit bilesik miktar tayinini pozitif kontrol ile karsilastirmak iizere 6nce kersetin
absorbanslarina karsilik gelen toplam fenolik bilesik miktari, sonrasinda bitki
ekstrelerinin kersetin esdegeri hesaplanmistir. Kersetine ait kalibrasyon grafigi farkli

konsantrasyon  degerlerinde  kersetinin  absorbans  degerleri  kullanilarak
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olusturulmustur. Kersetin esdegeri (KE) ise kuru bitki ekstresinde bulunan toplam

flavonoit miktarinin kersetin esdegeri mg KE/g olarak ifade edilmistir [55].
3.4.3 Toplam flavonol iceriginin belirlenmesi

Calismada kullanilan farkli Onosma tiirlerinin igerdigi toplam flavonol igeriginin
belirlenebilmesi i¢cin Kumaran ve ark. tarafindan tanimlanan yontem uyarlanarak
flavonol igerik miktar tayini gergeklestirilmistir [80]. Kisaca bu yontemde; toplam
flavonoit igeriginin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanilan  stok  ¢ozeltiler

kullanilmustir.

Bitki ekstreleri ile karsilastirma yapabilmek amaciyla kullanilacak pozitif kontrol
olarak kersetin belirlenmis ve dort farkli derisimde (50, 100, 200 ve 400 pg/mL)
cozeltileri hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak, 6rnek ve kersetin
¢ozeltilerinden 100 puL kuyucuklara alinmig, tizerine 100 pL %2,0 AlCls etanol

soliisyonu ve 150 pL sodyum asetat ¢ozeltisi eklenmistir.

Oda sicakliginda 150 dk. siiresince inkiibasyona birakilmis ve daha sonra UV-VIS
spektrofotometre ile 440 nm’de absorbans degerleri l¢tilmiistiir. Deneyler 3 tekrarli

olarak gerceklestirilmistir.

Flavonol bilesik miktar tayinini pozitif kontrol ile karsilastirmak tizere 6nce kersetin
absorbanslarina karsilik gelen toplam fenolik bilesik miktari, sonrasinda bitki
ekstrelerinin kersetin esdegeri hesaplanmistir. Kersetine ait kalibrasyon grafigi farklh
konsantrasyon  degerlerinde  kersetinin  absorbans  degerleri  kullanilarak
olusturulmustur. Kersetin esdegeri ise kuru bitki ekstresinde bulunan toplam flavonol

miktarinin kersetin esdegeri mg KE/g olarak ifade edilmistir [55].
3.5 Antioksidan Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismamizda kullanilan farkli Onosma tiirlerinin toprak tistii kisimlarindan metanol
ile hazirlanan ekstrelerin her biri i¢in; DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), NO (nitrik
oksit), SO (stiperoksit) ve CUPRAC (bis(neokuproin)-bakir (II) kloriir) radikallerinin

stiptirticti etkinligi ¢aligilarak antioksidan miktar tayini gergeklestirilmistir.

34



3.5.1 DPPH radikal siipiiriicii etkinlik

DPPH radikal siipiiriicii etkinliginin belirlenmesi antioksidan 0zelligine sahip
maddelerin radikal giderme aktivitelerini belirlemek i¢in sikga kullanilan
yontemlerden biridir [82, 83].

Onosma bitkisinin her bir tiiriinden 10 mg tartilmis ve 1 mL metanolde ¢oziilerek
stok ¢ozelti hazirlanmistir. Her bir 6rnekten dort (2000, 1000, 500 ve 250 pg/mL )
farkli derisimler hazirlanmistir. Bitki ekstreleri ile karsilastirma yapabilmek amaciyla
pozitif kontrol olarak askorbik asit belirlenmistir. Deneylerde 96 kuyucuklu
mikroplakalar kullanilarak, mikropipet yardimi ile ornek ¢o6zeltilerinden (pozitif
kontrol i¢in askorbik asit) 200 puL kuyucuklara alinmis, tizerine 50 pL 1mM DPPH
eklenmistir. Oda sicakliginda 30 dk. siiresince vortex cihazinda ¢alkalanarak
inkiibasyona birakilmis ve daha sonra UV-VIS spektrofotometre ile 517 nm’de

absorbans degerleri dl¢lilmiistiir. Deneyler 3 tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

Onosma tiirlerinin ekstrelerinin radikal stiptiriicii etkinligini belirlemek i¢in sadece
DPPH ve metanol igeren ¢ozeltiyi kor kabul edilerek okunan absorbans degerinden
orneklerin absorbans degerleri ¢ikartilip daha sonra kor absorbansina bdliiniip yiizde
inhibisyonu hesaplanmistir (Denklem 3.1). Pozitif kontrol olarak askorbik asit

kullanilmis ve grafiklerden karsilastirma yapilmastir.

Ape — A
Zkor _Tornek . 100 (3.1)

% DPPH Radikali Stipurici Aktivite = y
kor

3.5.2 NO radikali siipiiriicii etkinlik

NO radikali siipiiriicii etkinlik deneyleri azot monoksit (ing. nitric oxide)
molekiiliinlin antioksidan etken madde ile tepkimesi (siipiiriilmesi) sonucu tepkimeye
girmeyen miktarinin saptanmasi temeline dayanmaktadir. Azot monoksitin Gries
reaktifi (Cizelge 3.4) ile tepkimesi sonucu olusan kromatik degisimin

spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi ile etkinlik degeri iligskilendirilmektedir [82, 84].

Gergeklestirilen deneylerde farkli Onosma tiirlerinin antioksidan etkinligi arastirilmis
ve referans antioksidan madde olarak gallik asit kullanilmistir. Ayrica, azot monoksit

kaynagi olarak sodyum nitroprussit (Naz[Fe(CN)s]NO) kullanilarak Griess reaktifi
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ile tepkimesi sonucu absorbans Ol¢iimleri ile NO radikali stipiiriicti etkinlik degeri

belirlenmistir.

Cizelge 3.4. Griess reaktifi kimyasal kompozisyonu.

Griess Reaktifi
Kimyasal Bilesen Miktar
Sulfanilamit 10¢9
Naftiletilendiamin dihidroklorit | 0,1 g
Fosforik asit (H3POa4) 2,5mL
Distile su 100 mL

Calismalarda, ¢oziicii olarak DMSO kullanilarak her bir Onosma tiiriinden dort
(3000, 2000, 1000 ve 500 ug/mL ) farklh derisimde 6rnekler hazirlanmistir. Ayrica
gallik asit ¢ozeltisi olarak (200, 100, 50 ve 25 pg/mL ) derisimlerinde 6rnekler
hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak, ornek ¢dozeltilerinden
(pozitif kontrol igin gallik asit) 60’ar pL kuyucuklara alinmis, tizerine 60 pL
sodyum nitroprussit ¢dzeltisi eklenmistir. Ornekler oda sicakliginda 150 dk.
stiresince inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda 120 pL Griess reaktifi eklenerek
tekrar 10 dk. inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra UV-VIS spektrofotometre ile
577 nm’de absorbans degerleri Olc¢lilmiistiir. Deneyler 3 tekrarli olarak

gergeklestirilmistir.

Ape — A
% NO Radikali Siipiiriicii Aktivite = —=— ¢k » 100 (3.2)

kor

NO radikali stipiiriicti etki (%) Denklem (3.2)’de verildigi sekilde hesaplanmistir.
Denklemde Axs; O6rnek igermeyen sadece DMSO ile hazirlanmis kuyucuklarin

absorbans degerlerini, Asmek 1s€ Orneklere ait absorbans degerlerini tanimlamaktadir.
3.5.3 SO radikali siipiiriicii etkinlik

SO radikali siiptiriicii etkinlik deneyleri alkalin DMSO molekiiliiniin olusturdugu
stiperoksit radikallerinin antioksidan etken madde ile tepkimesi (siipiiriilmesi) sonucu
tepkimeye girmeyen miktarinin saptanmasi temeline dayanmaktadir. Siiperoksit

radikalleri ile NBT (nitroblue tetrazolium) bilesiginin tepkimesi sonucu olusan
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diformazan bilesigine bagli kromatik degisimin (mavi renk olusumu)

spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi ile etkinlik degeri iliskilendirilmektedir [82, 85].

Gergeklestirilen deneylerde farkli Onosma tiirlerinin antioksidan etkinligi arastirilmis

ve referans antioksidan madde olarak askorbik asit kullanilmistir.

Calismalarda, c¢oOziicii olarak DMSO kullanilarak her bir Onosma tiiriinden dort
(3000, 2000, 1000 ve 500 pg/mL ) farkli derisimde 6rnekler ve askorbik asit ¢ozeltisi
olarak (200, 100, 50 ve 25 png/mL ) derisimlerinde 6rnekler hazirlanmistir. Ayrica
¢Oziicii olarak DMSO kullanilarak 1mg/mL derisimde NBT ¢ozeltisi ve %10’luk
(v/v) alkali DMSO c¢ozeltisi (SmM NaOH:DMSO) hazirlanmistir. 96 kuyucuklu
mikroplakalar kullanilarak, Ornek ve askorbik asit c¢ozeltilerinden 30’ar pL
kuyucuklara alinmus, iizerine 10 pL NBT ¢ozeltisi eklenmistir. Orneklere 100 pL
alkali DMSO eklenerek UV-VIS spektrofotometre ile 560 nm’de absorbans degerleri
Olciilmiistlir. Deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Akt‘)r - Aérnek

% SO Radikali Supturici Aktivite = x 100 (3.3)

kor

SO radikali stiptiriicii etki (%) Denklem (3.3)’de verildigi sekilde hesaplanmuistir.
Denklemde Axsr; O0rnek icermeyen sadece DMSO ile hazirlanmis kuyucuklarin

absorbans degerlerini, Asmek 1s€ Orneklere ait absorbans degerlerini tanimlamaktadir.
3.5.4 Bakr (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini (CUPRAC)

Antioksidan kapasite tayin yontemlerinden bir digeri de CUPRAC yontemidir. Bu
yontemde bitki ekstreleri igerisindeki bakir indirgeyici antioksidan ozellige sahip
bilesikler kromojenik Cu(ll)-neocuprione (Nc¢) reaktifi ile tepkimeye girmekte (sar1
renk olusumu) ve olusan {iriinlerin derisimine bagl kromatik renk degisimi temeline
dayanmaktadir. Bu sekilde tepkime sonucu spektrofotometrik Olciimler ile elde
edilen  absorbans degerleri toplam  antioksidan  bilesik  miktar1 ile

iliskilendirilmektedir [86].

Gergeklestirilen deneylerde farkli Onosma tiirlerinin antioksidan etkinligi arastirilmis

ve referans antioksidan madde olarak gallik asit kullanilmistir.
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Calismalarda, ¢oziicii olarak DMSO kullanilarak her bir Onosma tiiriinden dort
(3000, 2000, 1000 ve 500 pg/mL ) farkli derisimde ornekler ve gallik asit ¢ozeltisi
olarak (400, 200, 100 ve 50 pg/mL ) derisimlerinde 6rnekler hazirlanmistir. Ayrica
10 mM bakiar (II) kloriir (CuCly) ¢ozeltisi (su), 7,5 mM neokuprin ¢bzeltisi (etanol)
ve 1M amonyum asetat (NHsAc) ¢ozeltisi hazirlanmistir. 96 kuyucuklu
mikroplakalar kullanilarak, hazirlanan stok g¢ozeltilerden 50’ser pL (bakir kloriir,
neokuprin ve amonyum asetat ¢ozeltilerinden) kuyucuklara alinmis, {izerine 6rnek
¢ozeltilerinden (pozitif kontrol icin gallik asit) 25’er uL eklenmistir. Orneklere 25
uL su eklenerek 151k gormeyen ortamda 30dk. inkiibasyona birakilmig ve sonrasinda
UV-VIS spektrofotometre ile 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Deneyler

3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

CUPRAC antioksidan kapasiteleri pozitif kontrol ile karsilastirmak tizere 6nce gallik
asit absorbanslarina karsilik gelen yiizde bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi,
sonrasinda bitki ekstrelerinin gallik asit esdegeri hesaplanmistir. Gallik aside ait
kalibrasyon grafigi farkli konsantrasyon degerlerinde gallik asidin absorbans
degerleri kullanilarak olusturulmustur. Gallik asit esdegeri (GAE) ise kuru bitki
ekstresinde bulunan toplam antioksidan miktarmin gallik asit esdegeri mg GAE/g
olarak ifade edilmistir [55].

3.6 Tirozinaz Enzim Inhibisyonu

Onosma tiirlerine ait ekstrelerin tirozinaz inhibitor etkisi, Masuda ve ark. tarafindan

belirtilen yontemle substrat olarak L-DOPA kullanilarak belirlenmistir [87].

Calismalarda kullanilan her bir Onosma tiiriine ait 6rneklerden metanol igerisinde 10
mg/mL stok ¢ozelti hazirlanmig ve sonrasinda farkli derisimde (2000, 1000 ve 500
png/mL) ornekler fosfat tamponu (pH 6.8) ile seyreltilerek elde edilmistir. Tirozinaz
inhibisyonu i¢in pozitif kontrol olarak 200 ve 100 uM (28,422 ve 14,211 ug/mL)

kojik asit kullanilmaistir.
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Tirozinaz inhibisyonunun belirlenmesi amaciyla 96 kuyucuklu mikroplakalar
kullanilarak, Cizelge 3.5°de verilen ¢ozeltilerden belirtilen miktarlarda kuyucuklara
alinmis ve oda sicakliginda karanlikta galkalayicida 20 dk. bekletilmistir. Daha sonra
tizerine 40 uL. 3 mM L-DOPA eklenmis ve UV-VIS spektrofotometre ile 475 nm’de

absorbans degerleri dl¢lilmiistiir. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.5. Tirozinaz inhibisyon deneylerinde kullanilan ¢ozeltiler.

Kor

(a) | 120 pL fosfat tamponu (pH 6.8) + 40 uL 100 U/mL tirosinaz enzimi

(b) | 160 uL fosfat tamponu (pH 6.8)

Numuneler

(c) | 40 pL ornek ¢ozeltisi + 40 uL 100 U/mL tirosinaz enzimi + 80 uL 100 mM fosfat
tamponu (pH 6.8)

(d) | Enzim igermeyen 40 pL 6rnek ¢ozeltisi + 120 pL fosfat tamponu (pH 6.8)

Tirozinaz inhibisyonu Denklem (3.4)’den faydalanilarak hesaplanmistir. Denklemde
A, absorbansi ve alt indisler de sirastyla kullanilan ¢ozeltileri ifade etmektedir.
[(Aa - Ab) - (Ac i Ad)

-, A _ 4
% inhibisyon A —A) x 100 (3.4)

3.7 Sitotoksik Etki Tayini (MTT Yontemi)

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir] tayin yontemi,
Mossman tarafindan gelistirilmis ve etken maddelerin hiicreler iizerinde sitotoksisite,
proliferasyon veya aktivasyon etkilerinin belirlenmesi amaciyla yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir [88]. Bu yontem benzer sekilde bitki ekstrelerinin belirli
hiicre hatlar1 {iizerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla da
kullanilmaktadir [55]. Tez g¢alismalarinda kullanilan Onosma tiirlerinin sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi amaciyla bitkilerden elde edilen metanol ekstrelerine MTT

tayin yontemi uygulanmistir.

Bu kapsamda sitotoksisite calismalarinda, 3T3 hiicre (fare embriyonik fibroblast)
hatt1 kullanilarak deneyler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Hiicre siispansiyonu,
%10 fetal bovine serum (FBS), %1 penisilin + streptavidin ve %1 L-glutamin i¢eren

DMEM hiicre kiiltiir vasatinda 1x10° hiicre/mL icerecek sekilde hazirlanmistir.

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina her oOrnek i¢in hazirlanan hiicre

stispansiyonlarindan 100 pL aktarilarak plakalar inkiibatore (% 95 nem, % 5 CO> ve
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37 °C kosullandirilmig) alinmistir. Plakalar 48 saat siiresince hiicrelerin kuyucuklara
yapigmalart ve cogalmalari i¢in inkiibasyona birakilmiglardir. Sonrasinda hiicre
vasati Onosma tiirlerine ait farkli derisimlerde (250, 500, 1000 ve 2000 pg/mL) bitki
ekstresi iceren 100 pL hiicre vasati ile yenilenerek hiicrelerle etkilestirilmek iizere 48
saat siiresince tekrar inkiibasyona birakilmistir. Takiben, 100 pL hiicre vasati ile
yikanarak aspire edilen kuyucuklara 100 pL hiicre vasati ve 10 pL MTT c¢ozeltisi (5
mg MTT/mL PBS) eklenmistir. Plakalar canli hiicrelerin MTT ile etkilesimi i¢in 4-6
saat siiresince inkiibasyona birakilmistir. Bu siiregte MTT canli hiicrelerdeki
dehidrogenaz enzimi ile indirgenmekte ve mor renkli formazan kristali olusmaktadir.
100 puL % 10 sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi eklenerek inkiibasyon sonucu
olusan formazan kristalleri ¢oziilmistiir. Son olarak plakalar 20 saat siiresince
inkiibasyona birakilmis ve olusan ¢ozeltilerin 577/655 nm’deki absorbanslar

mikroplaka okuyucuda (BIO-TEK, pQuant (MQX 200)) dl¢tilmiistiir [55, 81].

40



4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Bitki Ekstrelerinin Igerikleri

Tez ¢alismalarinda kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen ekstrelerdeki toplam
fenol, flavonoit ve flavanol miktarlar1 Boliim 3.4°de verilen yontemler kullanilarak
tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar pozitif kontrol ile degerlendirilerek tiirler arasi

karsilastirmali olarak grafikleri verilmis ve esdeger miktar olarak ifade edilmistir.
4.1.1 Toplam fenol igerigi

Calismada kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen bitki ekstrelerinin igerdigi
toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenmistir. Cizelge 4.1°de
verilen gallik asit derisimlerine karsilik absorbans degerlerinden kalibrasyon grafigi

(Sekil 4.1) ¢izilmis ve dogru denklemi elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Gallik asite ait derisim ve absorbans degerleri.

Gallik Asit Derisimi Absorbans Standart Sapma

moml) | (AU) | (AU)
400 0,524 0,013
200 0,304 0,003
50 0,126 0,001
0 0,085 0,005

0,600

0,500

0,400

y=0,0011x + 0,0786
R*=10,999

Absorbans
o
w
(=]
o

0,200

0,100

0,000
1] 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Derisim (ng/mL)

Gallik Asit —Dogrusal (Gallik Asit)

Sekil 4.1. Gallik asit kalibrasyon grafigi
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Kuru bitki ekstrelerinin absorbans degerleri dogru denkleminde kullanilarak ekstreler
igerisinde gallik asit esdeger miktarlart (mg GAE/Q) hesaplanmis ve elde edilen
degerler Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli Onosma tiirlerinin stok ¢ozelti derigimleri ve toplam fenolik
bilesik miktarlarinin gallik asit esdegerleri.

Bilinmeyen Ornek derisimi* | GA Derisim | Gallik Asit Esdegeri | Standart Sapma
(mg/mL) (ng/mL) (mg GAE/Q) (= mg GAE/g)
O. rascheyana 4,200 219,152 52,179 5,330
O. papillosa 5,300 180,970 34,145 0,864
O. discedens 3,500 127,939 36,554 3,728
O. alborosea 3,900 182,485 46,791 2,418
O. erzincanica 3,100 94,606 30,518 5,274

* Ornekler hazirlanirken kullanilan stok ¢ozelti derigimini ifade etmektedir.

Onosma tiirlerinin karsilastirmali gdsterimi Sekil 4.2°deki grafikte verilmistir. En
yiiksek toplam fenolik bilesik miktar1 O. rascheyana Boiss. tiiriinde 52,179 (= 5,330)
mg GAE/g olarak belirlenmistir.

70
60

50

40 [
30
20 36,554
10

0

0. rascheyana 0. papillosa 0. discedens 0. alborosea 0. erzincanica

Gallik ASit Esdeger Miktar1 (mg/g)

Sekil 4.2. Farkli Onosma tiirlerinin toplam fenolik bilesik miktarlarinin gallik asit
esdegerleri.
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4.1.2 Toplam flavonoit icerigi

Calismada kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen bitki ekstrelerinin igerdigi
toplam flavonoit miktarlar1 flavonoit-aliiminyum kompleks olusumuna dayanan
yontem ile belirlenmistir. Cizelge 4.3’de verilen kersetin derisimlerine karsilik
absorbans degerlerinden kalibrasyon grafigi (Sekil 4.3) ¢izilmis ve dogru denklemi

elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Kersetine ait derisim ve absorbans degerleri.

Kersetin Derisimi Absorbans Standart Sapma

[ @g/ml) | (AU) | (FAU)

100 2,189 0,073
50 1,365 0,011
25 0,782 0,009

12,5 0,450 0,004

2,500

2,000

2 1,500
g ¥ =0,0196x + 0,2783
5 R*= 10,9888
w
=
<€ 1,000

0,500

0,000

1] 20 40 60 80 100 120
Derisim (ug/mL)
Kersetin  —Dogrusal (Kersetin)

Sekil 4.3. Kersetin kalibrasyon grafigi.
Kuru bitki ekstrelerinin absorbans degerleri dogru denkleminde kullanilarak ekstreler

igerisinde kersetin esdeger miktarlari (mg KE/Q) hesaplanmis ve elde edilen degerler

Cizelge 4.4’de verilmistir.

43



Cizelge 4.4. Farkli Onosma tiirlerinin stok ¢ozelti derisimleri ve toplam flavonoit
miktarlarinin kersetin esdegerleri.

Ornek derisimi*  Kersetin Derisim  Kersetin Esdegeri  Standart Sapma

Bilinmeyen

(mg/mL) (ng/mL) (mg KE/qg) (= mg KE/g)
O. rascheyana 1,000 17,961 17,961 1,934
O. papillosa 1,000 49,032 49,032 1,945
O. discedens 1,000 37,757 37,757 1,655
O. alborosea 1,000 50,716 50,716 5,091
O. erzincanica 1,000 14,645 14,645 0,897

* Ornekler hazirlanirken kullanilan stok ¢ozelti derisimini ifade etmektedir.

Onosma tiirlerinin karsilastirmali gosterimi Sekil 4.4°deki grafikte verilmistir. En
yiiksek toplam flavonoit bilesik miktar1 O. alborosea Fisch. & C.A.Mey. ssp.

alborosea var. alborosea tiirtinde 50,716 (+ 5,091) mg KE/g olarak belirlenmistir.

60

50
40 [
30
50,716
20 37,757
10
0

O. rascheyana 0. papillosa 0. discedens 0. alborosea O. erzincanica

Kersetin Esdeger Miktar1 (mg/g)

Sekil 4.4. Farkli Onosma tiirlerinin toplam flavonoit miktarlarinin kersetin
esdegerleri.

4.1.3 Toplam flavanol icerigi

Calismada kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen bitki ekstrelerinin igerdigi
toplam flavanol miktarlar1 Bolim 3.4.3’de agiklanan yontem ile belirlenmistir.
Cizelge 4.5’de verilen kersetin derisimlerine karsilik absorbans degerlerinden

kalibrasyon grafigi (Sekil 4.5) ¢izilmis ve dogru denklemi elde edilmistir.

44




Cizelge 4.5. Kersetine ait derisim ve absorbans degerleri.

Kersetin Derisimi

Absorbans

Standart Sapma

(mgmL) | (AU) | (xAU)
100 * *
50 2,472 0,037
25 2,185 0,012
12,5 2,024 0,051

* Absorbans degerleri spektrofotometrenin dlgiim simirlarimin iizerinde bulundugu

icin hesaplamalardan ¢ikariimistir.
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Sekil 4.5. Kersetin kalibrasyon grafigi.

Kuru bitki ekstrelerinin absorbans degerleri dogru denkleminde kullanilarak ekstreler

igerisinde kersetin esdeger miktarlar1 (mg KE/g) hesaplanmis ve elde edilen degerler

Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli Onosma tiirlerinin stok ¢ozelti derisimleri ve toplam flavonol

miktarlarinin kersetin esdegerleri

Kersetin Derisim Kersetin Esdegeri Standart Sapma

Ornek derisimi*

Bilinmeyen

(mg/mL) (ng/mL) (mg KE/qg) (= mg KE/g)
0. rascheyana 1,000 22,496 22,496 0,109
O. papillosa 1,000 19,947 19,947 0,710
O. discedens 1,000 9,303 9,303 0,630
0. alborosea 1,000 25,269 25,269 0,241
0. erzincanica 1,000 8,714 8,714 0,048
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Onosma tiirlerinin karsilastirmali gosterimi Sekil 4.6°daki grafikte verilmistir. En
yiiksek toplam flavanol bilesik miktar1 O. alborosea Fisch. & C.A.Mey. ssp.

alborosea var. alborosea tiirtinde 25,269 (+ 0,241) mg KE/g olarak belirlenmistir.
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Kersetin Esdeger Miktar1 (mg/g)

Sekil 4.6. Farkli Onosma tiirlerinin toplam flavonol bilesik miktarlarinin kersetin
esdegerleri.

4.2 Antioksidan Ozellikleri

Tez calismalarinda kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen ekstrelerin her biri
icin;, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), NO (nitrik oksit), SO (siiperoksit) ve
CUPRAC (bis(neokuproin)-bakir (IT) kloriir) radikallerinin siipiiriicii etkinlikleri
Bolim 3.5’de aciklanan yontemlerle calisilarak antioksidan miktar tayini
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar DPPH, SO ve NO igin yiizde siipiiriicii
etkinlik olarak, CUPRAC igin de gallik asit esdegeri (mg GAE/g) olarak verilmistir.

4.2.1 DPPH radikal siipiiriicii etkinlik

Calismada kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen bitki ekstrelerinin antioksidan
etkinlikleri Boliim 3.5.1°de agiklanan DPPH radikal siipiiriicii etkinligi tayini
yontemi ile belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak askorbik asitin farkli derigimlerdeki

DPPH radikal siipiiriicii etkinligi Cizelge 4.7°de verilmistir. Askorbik asitin DPPH
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radikaline kars1 en diigiik derisimde (500 pg/mL) de yiiksek siipiiriicii etki gosterdigi

gorilmistir.

Cizelge 4.7. Askorbik asitin DPPH radikal siipiiriicii etkinligi.

Derisim (ng/mL)

Pozitif kontrol 200 100 50 25

Askorbik asit | 93,236 (£2,174) | 93,422 (+1,704) | 92,952 (£2,276) | 93,215 (+0,449)

Onosma tiirlerinin ekstrelerinin farkli derisimlerdeki DPPH radikal siipiiriicii
etkinlikleri karsilastirmali olarak Sekil 4.7°deki grafikte verilmistir. Tim tiirlerde
yiiksek DPPH radikal siipiiriicii etkinlik gézlenmistir. Elde edilen bulgulardan her bir

tiir igin ICso degerleri hesaplanarak Cizelge 4.8’de verilmistir.

100

90

80

70

60 &

50

40

30

DPPH Radikal Siipiiriicii Etkinlik (%)

20

10

2000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL

0. rascheyana m O. papillosa = O. discedens 0. alborosea W O. erzincanica

Sekil 4.7. Farkli Onosma tiirlerinin ekstrelerinin DPPH radikal stipiiriicii etkinligi.
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Cizelge 4.8. Farkli Onosma tiirlerinin ekstrelerinin DPPH radikal siipiriicii etkinlik
ICso degerleri.

Onosma Tiirl

DPPH ICso (ug/mL)

O. rascheyana 1060,768
O. papillosa 521,510
O. discedens 1302,191
O. alborosea 800,101

O. erzincanica 776,208

Hesaplanan 1Cso degerleri dikkate alindiginda en yiiksek DPPH radikal siipiiriicii

etkinligi O. papillosa, Riedl. tiiriinde 521,510 ug/mL olarak belirlenmistir.

4.2.2 NO radikali siipiiriicii etkinlik

Calismada kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen bitki ekstrelerinin antioksidan

etkinlikleri Boliim 3.5.2°de aciklanan NO radikal siipiiriicii etkinligi tayini yontemi

ile belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak gallik asitin farkli derisimlerdeki NO radikal

stiptiriicti etkinligi Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Gallik asitin NO radikal siipiiriicii etkinligi.

Derisim (ng/mL)
Pozitif kontrol 200 100 50 25
Gallik asit 55,206 (£2,102) | 52,558 (+1,073) | 37,065 (+2,680) | 12,863 (+4,327)
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Onosma tiirlerinin  ekstrelerinin  farkli derisimlerdeki NO radikal siipiiriicii

etkinlikleri karsilastirmali olarak Sekil 4.8’deki grafikte verilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli Onosma tiirlerinin ekstrelerinin NO radikal siipiiriicii etkinligi.

Tiim tiirlerde NO radikal siipiiriicii etkinlik gozlenmistir. Elde edilen bulgulardan her

bir tiir i¢in ICso degerleri hesaplanarak Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli Onosma tiirlerinin ekstrelerinin NO radikal siipiiriicii etkinlik
ICso degerleri.

Onosma Tiirii  NO ICso (ug/mL)

O. rascheyana 2605,076

O. papillosa 3219,750
O. discedens 2733,596
0. alborosea 3160,800

O. erzincanica 2254,830

Hesaplanan 1Cso degerleri dikkate alindiginda en yiiksek NO radikal siipiiriicii
etkinligi O. erzincanica tiiriinde (ICso= 2254,830 pug/mL) belirlenmistir.
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4.2.3 SO radikali siipiiriicii etkinlik

Calismada kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen bitki ekstrelerinin antioksidan
etkinlikleri Bolim 3.5.3’de agiklanan SO radikal siipiiriicii etkinligi tayini yontemi

ile belirlenmistir.

Onosma tiirlerinin ekstrelerinin farkli derisimlerdeki SO radikal siipiiriicii etkinlikleri
karsilagtirmali olarak Sekil 4.9’daki grafikte verilmistir. Tiim tiirler i¢in SO radikal
stiptiriicti etkinligi sadece yliksek derigsimlerde (1000 ve 2000 pg/mL) gdzlemlenmis,

daha diisiik derisimlerde tekrar edilebilir degerler elde edilememistir.
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Sekil 4.9. Farkli Onosma tiirlerinin ekstrelerinin SO radikal siipiiriicii etkinligi.

4.2.4 Bakar (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini (CUPRAC)

Calismada kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen bitki ekstrelerinin bakir iyonu
indirgeyici antioksidan kapasitesi Boliim 3.5.4°de agiklanan (CUPRAC) yontemi ile
belirlenmistir. Cizelge 4.11°de verilen gallik asit derisimlerine karsilik absorbans
degerlerinden kalibrasyon grafigi (Sekil 4.10) ¢izilmis ve dogru denklemi elde

edilmistir.
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Cizelge 4.11. Gallik asite ait derisim ve absorbans degerleri.

Gallik Asit Derisimi Absorbans Standart Sapma

(ng/mkL) (AU) (x AU)
400 3,226 0,571
200 1,658 0,016
100 0,896 0,037

50 0,505 0,006
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Sekil 4.10. Gallik asit kalibrasyon grafigi.
Onosma tiirlerine ait absorbans degerleri dogru denkleminde kullanilarak farkli

derisimlerdeki ekstreler icerisindeki gallik asit miktarlart (ug GAE/mL) olarak

hesaplanmis ve karsilastirmali olarak Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Farkli Onosma tiirlerinin ekstrelerinin CUPRAC indirgeyici kapasite
tayini.

Ayrica farkli Onosma tiirlerinin 1000 pg/mL derisimi i¢in birim bitki ekstresine

karsilik gelen gallik asit esdegerleri (mg GAE/g) hesaplanmis ve elde edilen degerler

Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Farkli Onosma tiirlerinin ekstrelerinin CUPRAC indirgeyici kapasite
gallik asit esdegerleri.

Gallik asit esdegeri Standart Sapma

Onosma tiirii

(mg GAE/Q) (= mg GAE/g)
O. rascheyana 70,374 2,557
O. papillosa 87,970 1,968
0. discedens 66,183 1,228
O. alborosea 83,246 0,706
0. erzincanica 93,748 0,990

Onosma tiirlerine ait CUPRAC indirgeyici kapasite gallik asit esdegerleri
karsilastirmali olarak Sekil 4.12°deki grafikte verilmistir. En yiiksek bakir iyonu
indirgeyici antioksidan kapasitesi O. erzincanica Binzet & Eren tiiriinde 93,748 (+
0,990) mg GAE/g olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Farkli Onosma tiirlerinin ekstrelerinin CUPRAC indirgeyici kapasite
gallik asit esdegerleri grafigi.

4.3 Tirozinaz Enzim inhibisyonu

Onosma tiirlerinin ekstrelerinin farkli derisimlerde hazirlanmis ¢dzeltilerinin
tirozinaz inhibisyonuna etkisi Bolim 3.6’da detaylar1 verilen yontemle substrat
olarak L-DOPA kullanilarak belirlenmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmis ve ilgili yontemde verilen esitlik kullanilarak yiizde tirozinaz
inhibisyonu degerleri ve standart sapmalar1 hesaplanmistir. Elde edilen bulgular
pozitif kontrol olarak kojik asit ile karsilastirmali olarak Sekil 4.13’de sunulan

grafikte verilmistir.
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Sekil 4.13. Farkli Onosma tiirlerinin ve kojik asitin tirozinaz inhibisyonuna etkisi.

Bulgular tiim Onosma tiirlerinin tirozinaz aktivitesini inhibe ettigini gostermektedir.
2000 pg/mL derisimde % 93,587 degeri ile en yiiksek inhibisyonu O. rascheyana
tirliniin gerceklestirdigi gozlenmistir. 1000 pg/mL derisimde % 59,018 ile O.
alborosea tiirii, 500 pg/mL derisimde ise % 48,378 ile O. erzincanica tiirii en yiiksek

tirozinaz inhibisyonu gergeklestirmistir.

Ayrica her bir tiire ait yiizde inhibisyon verilerinden ICso degerleri hesaplanarak
Cizelge 4.13’de verilmistir. O. alborosea tiiriiniin 800,460 png/mL ile en diisiik ICso
degerine sahip oldugu dikkate alindiginda tirozinaz inhibisyonu agisindan en yiiksek

etkiyi gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.13. Farkli Onosma tiirlerinin ekstrelerinin tirozinaz inhibisyonu ICsg
degerleri.

Onosma Tiirii  Tirozinaz 1Cso (ng/mL)

0. rascheyana 1027,679
O. papillosa 1295,385
O. discedens 998,304
O. alborosea 806,460

O. erzincanica 1469,606
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4.4 Sitotoksik Etki Tayini (MTT Yontemi)

Calismada kullanilan Onosma tiirlerinden elde edilen bitki ekstrelerinin 3T3 hiicre
(fare embriyonik fibroblast) hatti iizerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir.
Deneyler Boliim 3.7°de detayli olarak agiklanan MTT tayin yontemi ile 3 tekrarli

olarak gerceklestirilmistir.

Onosma tiirlerinin her biri i¢in farkli derisimlerdeki bitki ekstrelerinin 3T3 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri mikroplaka okuyucuda 577/655 nm’de Oolgiilen
absorbans degerleri iizerinden negatif kontrol grubu ile degerlendirilmis ve yiizde
sitotoksik etki degerleri belirlenmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.14’de

verilmigtir.

Cizelge 4.14. Farkli Onosma tiirlerinin 3T3 hiicreleri iizerinde sitotoksisite degerleri.

Derisim
Takson 2000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 250 ng/mL
O. rascheyana | 88,412 (+8,676) | 89,884 (+6,306) | 28,457 (+2,268) | 19,033 (= 1,162)
O. papillosa 80,269 (+8,755) | 87,619 (+ 6,642) | 38,943 (+ 3,852) | 22,234 (+ 1,797)
O. discedens | 87,512 (+13,152) | 66,428 (+4,980) | 65,015 (+ 3,552) | 20,112 (+ 1,906)
O. alborosea 64,014 (+ 6,204) | 55,091 (+ 5,404) | 29,047 (+ 3,235) | 22,300 (+ 3,008)
O. erzincanica | 73,671 (+4,532) | 74,392 (+ 5,779) | 66,887 (+ 3,126) | 58,363 (+ 5,552)

3T3 hiicre hatt1 iizerinde farkli Onosma tiirlerinin ektrelerinin derisime bagl
karsilastirmali grafikleri Sekil 4.14°de verilmistir. Bitki ekstrelerinin tiire ve derisime
duyarli sitotoksik etki gosterdigi grafikte goriilmektedir. Ozellikle 1000 pg/mL
derisimi ve lizerinde yiiksek sitotoksik etki goriilmekle birlikte 1000 pg/mL’de en
diistik sitotoksik etki O. alborosea Fisch. & C.A.Mey. ssp. alborosea var. alborosea
tirtinde (% 55,091 (+ 5,404)) saptanmistir. Diisiik derisimlerde ise O. rascheyana
Boiss. ve O. alborosea Fisch. & C.A.Mey. ssp. alborosea var. alborosea tiirlerinde
en diistik sitotoksik etki goriiliirken O. erzincanica Binzet & Eren tiirtinde tiim

derisilerde yiiksek sitotoksik etki belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Farkli Onosma tiirlerinin 3T3 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkileri.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Hiperpigmentasyon ve enzimatik esmerlesme gibi sorunlara ¢6ziim sunmak {izere
kozmetik, gida ve medikal teknolojilerde tirozinaz inhibit6rii etken maddeler yogun
olarak arastirilmakla birlikte 6zellikle dogal kaynakli, sitotoksik etkisi disiik,
antioksidan oOzelligi yiiksek etken maddelere halen ihtiya¢ duyulmakta ve yeni
alternatifler ilgi gormektedir. Icerisinde Tiirkiye’ye endemik tiirlerin de bulundugu
bes farklt Onosma tiiriiniin tirozinaz inhibisyonuna etkilerinin belirlenmesi amaciyla
calismalar gerceklestirilmistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda oncelikle Onosma tiirlerine
ait bitkilerin toprak stii kisimlarmin metanol ekstreleri hazirlanmigtir. Elde edilen
bitki ekstrelerinin toplam fenolik, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar
belirlenmis, antioksidan ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla DPPH, NO ve SO
radikal stipiirticii etkinlikleri ve bakir (II) indirgeyici kapasitesi arastirilmis, tirozinaz

inhibisyon etkisi ¢alisilmis ve sitotoksik etkileri incelenmistir.

Tez calismasinda kullanilan Onosma tiirlerinin metanol ekstrelerindeki toplam fenol
igerikleri gallik asit esdegeri olarak incelendiginde en yiiksek ve en diisiik miktarlar
sirastyla 52,179 (+ 5,330) ve 30,518 (+ 5,274) mg GAE/g olarak O. rascheyana ve
O. erzincanica tiirlerinde belirlenmistir. Calismada toplam flavonoit igerikleri ise
kersetin esdeger miktar1 olarak degerlendirilmis ve en yiiksek miktar O. alborose
tirinde 50,716 (= 5,091) mg KE/g olarak belirlenirken, en disiik miktar O.
rascheyana tiiriinde 17,961 (+ 1,934) mg KE/g olarak belirlenmistir. Ayrica her bir
tiir i¢in toplam flavonol miktarlarimin tayinine yonelik yapilan ¢alismalarda elde
edilen sonuglar kersetin esdeger miktar1 olarak verilmistir. Buna gore en yiiksek
toplam flavonol miktar1 O. alborosea tiiriinde 25,269 (+ 0,241) mg KE/g olarak
belirlenirken, en diisiik miktar O. erzincanica tiirtinde 8,714 (+ 0,048) mg KE/g

olarak belirlenmistir.

Stankovic ve ark. benzer sekilde Folin-Ciocalteu yontemiyle O. sericea ve O.
stenoloba tiirlerinin metanol ekstrelerinde toplam fenolik bilesen miktarlarini
sirastyla 69,79 (+ 0,98) ve 32,46 (+ 0,60) mg GAE/g olarak saptamislardir [75]. Bu
sonuglar O. sericea tiirlindeki toplam fenolik icerigin ¢alismamizdaki tiirlerden daha
yiiksek oldugunu, O. stenoloba tiiriiniin ise O. erzincanica disinda daha diisiik
oldugunu gostermektedir. Ayrica bu calismada aragtirmacilar toplam flavonoit igerik

miktarlarini rutin esdeger olarak sirasiyla 52,62 (+ 0,54) ve 8,36 (+ 0,27) mg RE/g
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olarak belirlemislerdir. Diger bir baslik olarak arastirmacilar DPPH radikal siipiiriicii
etkinligini arastirmig ve troloks esdegeri olarak sirasiyla 130,23 (£ 5,31) ve 53,96 (+
0,78) mg TE/g sonuglarin1 elde etmislerdir. Bu sonuglar toplam fenolik bilesen
igerigi ile antioksidan etki arasindaki korelasyonu gostermektedir. Ayrica ekstrelerin
indirgeme giiclinlin belirlenmesi amaciyla arastirmacilar CUPRAC yoOntemini
kullanmislardir. Elde ettikleri sonuglarda troloks esdegeri cinsinden sirasiyla 359,63
(= 14,83) ve 142,88 (+ 1,49) mg TE/g olarak bulunmus ve bu degerlerin de

antioksidan etki ile uyumlu oldugu rapor edilmistir.

Saravanakumar ve ark. yaptiklar1 ¢alismada O. lycaonica ve O. papillosa tiirlerinin
metanol ekstrelerinin toplam fenolik bilesen igerigini sirasiyla 43,5 (£ 1,5) ve 33,9 (+
0,4) mg GAE/g olarak saptamiglardir [11]. O. papillosa tiirii i¢in belirtilen bu deger
ayni tire ait bulgularimizla (34,145 (+ 0,864) mg GAE/g) ortiismekle birlikte
bitkilerin toplandigi lokasyon ve zaman (iklimsel farkliliklar ve ¢icek ve meyve
donemleri v.b) gibi bazi o6zelliklerinin etkili olabilecegine dikkat edilmelidir.
Bununla birlikte arastirmacilar toplam flavonoit miktarlarim1 O. lycaonica ve O.
papillosa tiirleri igin sirasiyla 26,0 (= 0,5) ve 32,9 (= 0,3) mg KE/g olarak
belirlemislerdir. Bu sonuglar ¢alismamizda kullanmis oldugumuz O. papillosa tiiriine
ait ekstrelerde belirtilen ¢alismaya gore daha yiiksek toplam flavonoit igeriginin
(49,032 (£ 1,945) mg KE/g) bulundugunu gostermektedir. Ayrica arastirmacilar
calismalarinda antioksidan etkiyi belirlemek i¢in DPPH radikal siipiiriicii etkinligini
incelemis ve sirastyla 1Cso degerlerini 2,69 (£ 0,10) x10° ve 3,41 (+ 0,05) x10°
pg/mL olarak belirlemislerdir. Bu sonuglar tez ¢calismamizda kullanmis oldugumuz
O. papillosa tiiriine ait ekstrelerden elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda
521,510 pg/mL degeri ile antioksidan etkinin ¢alismamizda kullandigimiz
ekstrelerde daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu durum farkli ekstraksiyon
yontemi se¢imi ve daha yiiksek toplam flavonoit igerigi ile iliskilendirilebilir. Ayrica
aragtirmacilar ekstrelerin indirgeme giiclinii belirlemek amaciyla CUPRAC
yontemini kullanmiglardir. Elde ettikleri sonuglarda ECso degerlerini sirasiyla 1,10 (+

0,01) x10° ve 1,32 (+ 0,02) x10® pg/mL olarak belirlemislerdir.

58



Saravanakumar ve ark. yaptiklart ¢alismada O. isaurica ve O. bracteosa tiirlerinin
metanol ekstrelerinin toplam fenolik bilesen igerigini sirasiyla 21,20 (= 0,16) ve
24,18 (+ 2,98) mg GAE/g olarak saptamiglardir [74]. Ayrica arastirmacilar toplam
flavonoit miktarlarin1 O. isaurica ve O. bracteosa tiirleri i¢in sirasiyla 4,30 (+ 0,29)
ve 29,47 (+ 0,06) mg KE/g olarak belirlemislerdir. Sonuglar bu iki tiir i¢in hem
toplam fenolik hem de toplam flavonoit igeriginin tez caligmasindaki tiirlerden daha
disiik oldugunu gostermektedir. Calismalarinda arastirmacilar  ekstrelerin
antioksidan etkisini belirlemek i¢in DPPH radikal siipiiriicii etkinligini incelemis ve
sirastyla ICso degerlerini 4,47 (+ 0,09) x10° ve 4,58 (+ 0,02) x10° ug/mL olarak
belirlemiglerdir. Bu sonuglar tez ¢alismamizda kullanmis oldugumuz tim Onosma
tirlerine ait ekstrelerden elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda antioksidan
etkinin calismamizda kullandigimiz ~ ekstrelerde daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ayrica arastirmacilar ekstrelerin indirgeme giicliniin belirlenmesi
amacityla CUPRAC yontemini kullanmislardir. Elde ettikleri sonuglarda troloks
esdegeri cinsinden sirasiyla 143,57 (£ 2,52) ve 169,43 (+ 0,39) mg TE/g olarak

bulundugu rapor edilmistir.

Sarikiirk¢li ve ark. yaptiklart ¢alismada O. pulchra tiiriiniin etil asetat, metanol ve
sulu ekstrelerindeki toplam fenol igerigini arastirmislardir. Kullandiklar1 ¢ozeltiler
icerisinde en yiiksek fenolik bilesen miktarii 26,93 mg GAE/g ile metanol
ekstrelerinde saptadiklarini rapor etmislerdir [89]. Bu deger tez ¢alismamizda
kullandigimiz tiirlerle karsilastirildiginda c¢alismamizdaki toplam fenolik bilesen
icerigi daha yiiksek bulunmustur. Benzer sekilde arastirmacilar toplam flavonoit
icerigi de en yiiksek oranda (16,39 mg KE/g) metanol ekstresinde bulmuslardir. Bu
deger de gcalismamizdaki O. erzincanica tiirii disindaki tiim flavonoit igeriklerinden
diisiiktiir. Calismalarinda arastirmacilar ayrica DPPH radikal siipiiriicii etkinligini
incelemis ve metanol ekstresi icin ICso degerlerini 4,79 (+ 0,31) x10° ug/mL olarak
bulurken en vyiiksek etkiyi 3,90 (£ 0,02) x10° pg/mL ile sulu ekstrede elde
etmisglerdir. Bu sonuglarla karsilastirildiginda tez calismamizda kullanmis oldugumuz
tiim Onosma tiirlerinin antioksidan etkisinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir..
Ayrica ekstrelerin indirgeme giicliniin belirlenmesi amaciyla arastirmacilar CUPRAC
yontemini kullanmiglardir. Elde ettikleri sonuglarda efektif derisim ECso degerlerini
metanol ve su ekstreleri igin sirasiyla 2,31 (= 0,08) x10° ve 2,20 ( 0,03) x10° pg/mL

olarak belirlemislerdir.
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Sivaci ve ark. ¢aligmalarinda vejetasyon ve reprodiiktif donemlerinde toplanan O.
sericea ve O. rascheyana tiirlerinin yapraklarindan elde ettikleri etanol
ekstrelerindeki toplam fenolik bilesen miktarin1 incelemislerdir. Vejetasyon
déneminde sirasiyla 0,20 ve 0,30 mg GAE/g, reprodiiktif donemde ise 0,48 ve 0,42
mg GAE/g olarak elde ettikleri sonuglara gore vejetasyon gore reprodiiktif donemde
daha yiiksek toplam fenolik bilesen tespit etmislerdir [90]. Belirtilen ¢alismada bitki
ekstreleri hazirlanirken sadece yaprak kisimlarinin kullanilmis olmasi karsilastirmay1
giiclestirmektedir. Bununla birlikte O. rascheyana tiirii igin c¢alismamizda elde
ettigimiz degerler karsilastirildiginda aradaki fark ve bir onceki calismada verilen
sonuclar da dikkate alindiginda metanol ekstresi ile daha yiiksek verim
aliabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica arastirmacilar calismalarinda ekstrelerin
antioksidan etkisini belirlemek i¢cin DPPH radikal siipiiriicli etkinligini incelemis ve
ICs0 degerlerini vejetasyon doneminde sirasiyla 544 ve 430 pg/mL, reprodiiktif
donemde sirasiyla 274 ve 326 pg/mL olarak belirlemislerdir. Bu sonuglar tez
caligmamizda kullanmis oldugumuz O. rascheyana tiirii ile karsilastirildiginda
antioksidan etkinin calisgmamizda kullandigimiz ekstrelerde daha diisiik (1060,768
png/mL) oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar antioksidan etken bilesenlerin yaprak

kisminda daha yogun olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sarikiirk¢li ve ark. Onosma gigantea tiirii iizerinde gerceklestirdikleri ¢alismada
Soxhlet ekstraksiyon yontemi ile etil asetat ve metanol ekstrelerini, kaynayan su
igerisinde bekleterek de su ekstrelerini elde etmisler ve Folin-Ciocalteu yontemiyle
toplam fenolik igerigi incelemislerdir. Etil asetat, metanol ve su ekstrelerinden en
yiiksek toplam fenolik igerik suda saptanmis ve sirasiyla 0,41(+ 0,01), 9,12 (+ 0,14)
ve 39,26 (= 0,61) mg GAE/g degerlerini rapor etmislerdir. Ayrica bu g¢alismada
arastirmacilar toplam flavonoit i¢erik miktarlarini rutin esdeger olarak sirasiyla 0,07
(+0,01), 1,74 (= 0,01) ve 3,81 (+ 0,15) mg RE/g olarak belirlemislerdir. [91]. DPPH
radikal siipiiriicii ¢alismalarinda en yiiksek etkiyi 32,14 (+ 0,03) umol TE/g ile sulu
ekstrede elde eden arastirmacilar ayrica CUPRAC yontemi ile gerceklestirdikleri
calismalarda indirgeme giictinii de 50,23 (+ 0,19) umol TE/g olarak benzer sekilde

sulu ekstrede belirlemislerdir.

Kirkan ve ark. Onosma tauricum var. tauricum iizerinde gerceklestirdikleri

calismada etil asetat, metanol ve su ekstrelerinde sirasiyla 1,64 (+ 0,02), 16,20 (+
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0,16) ve 40,88 (+ 2,93) mg GAE/g saptamislardir. Elde ettikleri sonuglarda en
yiikksek toplam fenolik icerik su ekstresinde elde edilmistir. Benzer sekilde
arastirmacilar en yiiksek toplam flavonoit i¢erigini de su ektrelerinde saptamislardir.
Toplam flavonoit igerikleri rutin esdeger cinsinden sirasiyla 0,32 (+ 0,01), 3,14 (+
0,01) ve 7,40 (= 0,08) mg RE/g olarak rapor edilmistir [92].

Maskovic ve ark. yaptiklari ¢alismada Onosma aucheriana tiiriiniin etanol
ekstresinin toplam fenolik bilesen igerigini 90,26 (= 0,69) mg GAE/g olarak
saptamiglardir. Ayrica bu ¢aligmada arastirmacilar toplam flavonoit igerik miktarini
rutin esdeger cinsinden 35,24 (£ 0,55) mg RE/g olarak belirlemislerdir [93].
Arastirmacilar ayrica ¢aligmalarinda DPPH radikal siiptiriicii etkinligini incelemis ve

ICs0 degerlerini 21,45 (£ 1,55) pg/mL olarak saptamiglardir.

Gharib ve ark. Boraginaceae familyasina ait 8 tiirde gergeklestirdikleri
caligmalarinda su ve etanol ektrelerinde toplam fenolik ve flavonoit igerikleri
incelemislerdir. Onosma tiirleri igerisinde en yiiksek gallik asit esdegeri olarak
toplam fenolik i¢erik 19,30 (+ 1,50) mg GAE/g Onosma microcarpum tiiriiniin etanol
ekstresinde bulunurken diger tiirler de dikkate alindiginda en yiiksek deger 270,33 (+
2,60) mg GAE/g ile Nonea caspica tiiriiniin ekstresinde bulunmustur. Bu tiiriin etanol
ekstresinde kersetin esdegeri olarak toplam flavonoit igerigi de 252,60 (+ 1,80) mg
KE/g ile en yiiksek seviyede tespit edilmistir. Sadece ¢alismada kullanilan Onosma
tirleri dikkate alindiginda ise benzer sekilde Onosma microcarpum tiiriiniin 14,80 (+
0,85) mg KE/g degeri ile en yiiksek toplam flavonoit icerigine sahip oldugu
belirtilmistir [94]. Antioksidan etkinin belirlenmesi amaciyla arastirmacilar
calismalarinda DPPH radikal siipiiriici etkinligini incelemis ve en yiiksek etkiyi
23,13 (£ 1,90) ug/mL ICso degeri ile Nonea caspica tiiriiniin ekstresinde
saptamiglardir. Sadece Onosma tiirleri dikkate alindiginda ise 278,20 (= 3,50) pg/mL
ile en yiikksek etki Onosma microcarpum tiiriinde belirlenmistir. En disiik
antioksidan etki ise 364,38 (+ 1,18) ug/mL ICso degeri ile Onosma sericeum tiirtinde
verilmistir. Bu sonuglar toplam fenolik ve flavonoit igerikleri ile uyusmaktadir.
Ayrica aragtirmacilarin sundugu sonuglar tez caligmamizda kullanmis oldugumuz
tirlerle  karsilastirildiginda  antioksidan etkinin ¢alismamizda kullandigimiz

ekstrelerde daha diisiik oldugunu gostermektedir.
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Demir ve ark. Onosma armeniacum tiiriiniin dimetil siilfoksit ekstreleri iizerinde
gerceklestirdikleri calismalarinda toplam fenolik miktari 26,1 (£ 0,4) mg GAE/g,
toplam flavonoit miktarini da 13,7 (+ 0,9) mg KE/g olarak belirlemislerdir [95].

Ebrahimzadeh ve ark. gergeklestirdikleri ¢alismada Leonurus cardiaca,
Grammosciadium platycarpum ve Onosma demawendicum tiirlerinin metanol
ekstreleri i¢in toplam fenolik igerikleri sirasiyla 54,3 (+ 1,8), 66,9 (+ 4,3) ve 47,2 (+
2,2) mg GAE/g olarak ve toplam flavonoit igerikleri de 35,2 (£ 0,9), 32,8 (£ 1,5) ve
13,7 (= 0,8) mg KE/g olarak bulmuslardir [96]. Tiirler arasindaki en diisiikk degerler
O. demawendicum’da gorilmiistiir. Calismalarinin  devaminda arastirmacilar
ekstrelerin antioksidan etkisini belirlemek i¢in DPPH radikal siipiiriicii etkinligini
incelemis ve sirastyla ICso degerlerini 144 (+ 12,1) x103, 45 (£ 2,1) x10° ve 221 (+
11,7) x10® pg/mL olarak belirlemislerdir. Caligmada ayrica BHA ve kuersetin icin
icin ICso degerleri 53.96 (+ 3.1) ve 5.28 (+ 0.2) ug/mL olarak verilmistir. Tez
calismamizda 25 pg/mL derisiminde askorbik asitin DPPH radikal siipiiriicii etkinligi
% 93,215 (+ 0,449) olarak belirlenmistir. Bu sonuglar tez ¢alismamizda kullanmis
oldugumuz tiim Onosma tiirlerine ait ekstrelerden eclde edilen sonuglarla
karsilastirildiginda antioksidan etkinin ¢alismamizda kullandigimiz ekstrelerde daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Arastirmacilar antioksidan aktiviteyi belirlemek
tizere diger bir yontem olan NO radikal siipiiriicii etkiyi ¢alismislardir.
Calismalarinda pozitif kontrol olarak kersetin kullanmis ve ICso degerini 5,28 (+ 0,2)
ug/mL olarak belirlemiglerdir. En yiiksek aktiviteyi L. cardiaca tiirtinde belirleyen
aragtirmacilar ICso degerlerini sirastyla 0.15 (£ 0.01) x103, 1.19 (+ 0.09) x10° ve 0.63
(+ 0.02) x10% pg/mL olarak belirlemislerdir. O. demawendicum tiiriiniin NO radikal
stipiriici  etkinligi tez ¢aligmamiz kapsaminda elde ettigimiz bulgularla
kiyaslandiginda daha yiiksek aktivite gosterdigi anlagilmaktadir. Ancak bununla
birlikte calismamizda pozitif kontrol olarak kullandigimiz gallik asitin ICso degerinin
90,146 pg/mL oldugu dikkate alinirsa iki sonug¢ arasinda karsilagtirmanin yontemsel

farkliliklar nedeniyle gii¢ oldugu diisiiniilebilir.

Sagdic ve ark. tarafindan Tiirkiye’de bulunan iki endemik Sideritis tiirii iizerine
yapilan c¢alismada toplam fenolik igerigi S. ozturkii ve S. caesarea tiirleri igin
sirasiyla 39,35 (£3,51) ve 93,79 (+1,55) mg GAE/g, toplam flavonoit igerigi katesin
esdegeri olarak sirasiyla 8,58 (+ 0,00) ve 6,19 (+ 0,14) mg CE/g, toplam flavonol
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igerigi ise rutin esdegeri olarak sirasiyla 12, 27 (+ 0,21) ve 32,31 (+ 0,36) mg RE/g
olarak rapor edilmistir [97].

Sohretoglu ve ark. tarafindan farkli Geranium tiirleri iizerinde gergeklestirilen
calismada en yiiksek toplam fenolik i¢erik Geranium stepporum tiiriiniin etil asetat
ekstrelerinde 389,0881 (+ 0,84) mg GAE/g olarak saptanmistir. En yiiksek toplam
flavonoit igerigi G. stepporum tiiriiniin n-biitanol ekstrelerinde 116,5779 (+ 0,13) mg
KE/g olarak bulunmustur. Ayrica en yiiksek toplam flavonol igerigi G. stepporum
tiirtiniin n-biitanol ekstrelerinde 8,6666 (+ 0,48) mg KE/g olarak belirlenmistir [55].
Bu calismada arastirmacilar antioksidan aktiviteyi incelemek tizere NO radikal
stiptirticii etkinligini arastirmis ve en yliksek aktiviteyi 98,4 ng/mL ICso degeri ile G.
psilostemon tiiriiniin etilasetat ekstresinde saptamislardir. Bununla birlikte ¢alismada
tirlerin aktivitesinin pozitif kontrol olarak kullanilan kersetinden oldukg¢a diisiik
oldugu rapor edilmistir. Tez calismamizda elde ettigimiz bulgulardan pozitif kontrol
ve tlirlere ait degerlerde NO radikal siipiiriicii aktivite agisindan benzer bir iliski

goriilmektedir.

Stankovic ve ark. yaptiklar1 ¢alismada O. sericea ve O. stenoloba tiirlerinin farkli
enzim inhibitor etkilerini de incelemislerdir. Tirozinaz 6zelinde bakildiginda kojik
asit esdegeri olarak sirasiyla 136.35 (= 1.43) ve 135.68 (= 1.44) mg KAE/g
sonuglarint bulmuslardir [75]. Saravanakumar ve ark. benzer sekilde O. lycaonica ve
O. papillosa tiirlerinin metanol ekstrelerinin tirozinaz enzimi inhibisyon [Cso
degerlerini sirastyla 2,20 (+ 0,03) x10% ve 2,05 (+ 0,08) x10° pug/mL olarak ve kojik
asit esdegeri olarak da sirasiyla 139.0 (= 1.9) ve 149.0 (+ 5.6) mg KAE/g olarak
belirlemislerdir [11]. Tez ¢alismasinda gergeklestirilen tirozinaz enzim inhibisyonu
calismalarinda O. papillosa tirii i¢in ICso degeri 1295,385 pg/mL olarak
bulunmustur. Bu sonu¢ c¢alismada kullanilan ekstrenin daha yiiksek tirozinaz
aktivitesi gosterdigini belirtmektedir. Saravanakumar ve ark. diger ¢alismalarinda O.
isaurica ve O. bracteosa tiirlerinin metanol ekstrelerinin tirozinaz enzimi inhibisyon
ICso degerlerini sirasiyla 2,08 (+ 0,06) x10% ve 2,13 (+ 0,01) x10% pg/mL olarak ve
kojik asit esdegeri olarak da sirasiyla sirasiyla 146.92 (+ 4.10) ve 143.13 (+ 0.47) mg
KAE/g olarak belirlemiglerdir [74]. Tez c¢alismamizda elde edilen bulgularla
karsilagtirildiginda, Onosma tiirlerinde elde ettigimiz tirozinaz inhibitor etkileri bu

iki tiirden yiliksek olarak belirlenmistir. Sarikiirk¢ii ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
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O. pulchra tiiriniin etil asetat, metanol ve sulu ekstrelerindeki enzim inhibitor
etkilerini incelemislerdir. Calismada tirozinaz enzimi inhibisyon ICso degerlerini
sirastyla 3,77 (£ 0,06) x10%, 2,47 (+ 0,28) x10° ve 4,35 (+ 0,20) x10% pg/mL olarak
bulmuslardir [89]. Kirkan ve ark. Onosma tauricum var. tauricum iizerinde
gerceklestirdikleri ¢alismada etil asetat, metanol ve su ekstrelerinin tirozinaz enzimi
inhibisyon ICso degerlerini sirasiyla 5,17 (+ 0,06) x103, 4,06 (+ 0,01) x10° ve 2,22 (+
0,01) x10® pg/mL olarak bulmuslardir. Bu iki calismada verilen degerler yine
calismamizda elde edilen degerlerden yiiksek oldugundan O. pulchra ve O. tauricum
var. tauricum tirlerinin ¢alismamizda kullanilan tiirlerden daha diisiik enzimatik

inhibisyon sagladig gorilmiistiir.

Maskovic ve ark. yaptiklari g¢alismada Onosma aucheriana tiiriiniin etanol
ekstresinin sitotoksik etkilerini MTT testi ile incelemislerdir. 25 pg/mL ve iizeri
derigimlerde ekstrelerin Hep2c ve L20OB hiicrelerinin canliligina 6nemli derecede
etki ettigini ve ayrica 50 pg/mL derisiminde hiicre biiylimesi iizerinde % 50
inhibisyon sagladigin1 ¢alismalarinda rapor etmislerdir [93]. Demir ve ark. Onosma
armeniacum tiiriiniin dimetil siilfoksit ekstreleri ile gergeklestirdikleri ¢alismada
insan akciger (A549), karaciger (HepG2) ve kolon (WiDr) kanser hiicre hatlar1 ile
normal fibroblast (BJ) hiicre hattindaki sitotoksik etkileri incelemislerdir. Elde
ettikleri bulgularda ekstrelerin hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkilerine ait I1Cso
degerlerini sirasiyla 17,5 (= 0,5), 12,8 (+ 0,5), 18,3 (+ 0,3) ve 45,9 (+ 1,0) pg/mL
olarak belirlemislerdir. Bu sonuglara gére ABD Ulusal Kanser Enstitiisi’niin “timor
hiicre hatti tizerinde in vitro kosullarda 30 pg/mL derigsiminin altindaki ICso degerine
sahip ekstreler antikanser ilag gelistirmede umut vadetmektedir” tanimini kaynak
gostererek ¢alismada kullandiklar ¢ hiicre hattina kars1 ekstrelerin uygun oldugunu
rapor etmislerdir [95]. Sohretoglu ve ark. farkli Geranium tiirlerinin KB insan
epidermoit karsinoma hiicre hatt1 ilizerindeki sitotoksik etkilerini MTT testi ile
incelemislerdir. 0.1 ile 10 pg/mL derisim araliindaki ekstrelerin 48 saat sonrasinda
KB hiicre hatt1 lizerindeki etkileri arastirildiginda derisime bagli sitotoksik etki
gozlemekle birlikte 10 pg/mL altinda ihmal edilebilecek etki goriildiigiini
bildirmislerdir. Belirtilen derisimdeki ekstrelerden G. psilostemon ve G. stepporum
tiirlerinin sulu ekstrelerinin % 50 ve iizeri sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir [55].

Benzer sekilde tez calismamizda gergeklestirilen sitotoksik etki deneylerinde derigim
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duyarli sonuclar elde edilmis ve tiim tiirlere ait ekstrelerde 500 pg/mL derisimi

asildikga sitotoksik etki % 50 ve tlizerinde belirlenmistir.

Sonug olarak tiim bu veriler dikkate alindiginda tez ¢alismasinda elde edilen toplam
fenolik ve flavonoit igerik sonuglarmin diger Onosma tiirlerine ait literatiir ¢iktilari
ile uyumlu oldugu ve goreceli olarak yiiksek kabul edilebilecek toplam fenolik ve
flavonoit igerige sahip oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica toplam flavonol
igeriginin Onosma tiirlerinde incelendigi arastirmalar yaygin olmamakta ve bu
nedenle karsilastirma sunulamamakla birlikte bu bilginin antioksidan etki ve enzim

inhibisyonu acisindan énemli oldugu diisiiniilmektedir.

Tez calismasinda DPPH radikal siipiiriicii etkinlik bulgulari 1000 pg/mL derisimi ve
altinda en aktif tiirtin O. papillosa (ICso: 521,510 pg/mL) oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte tiim Onosma tiirlerinin DPPH radikal siipiiriicii etkinlik agisindan
aktif oldugu goriilmiistiir. Calismamizda antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in diger
bir yontem olan NO radikal siipiiriicii etki deneyleri gergeklestirilmis ve en aktif
tirtin O. erzincanica (ICso: 2254,830 pg/mL) oldugunu belirlenmistir. 2000 pg/mL
derigimi ve altinda her Onosma tiirii i¢in derisime bagl lineer bir artis gdzlenmis ve
tiirlerin NO radikal siipiiriicii etki agisindan aktif olduklar1 degerlendirilmistir. Ayrica
diger bir antioksidan aktivite calismasi olarak SO radikal siipiiriicii etki incelenmis
ancak elde edilen bulgular tekrarlanabilir bulunmadigindan sonuca baglayict bir

yorum yapilamamustir.

Calismamizda CUPRAC indirgeme giicii tayini deneyleri gerceklestirilerek Onosma
tirlerinin etkileri incelenmistir. Elde edilen bulgulara gére en yiiksek bakir iyonu
indirgeyici antioksidan kapasite gallik asit esdegeri olarak (93,748 (+  0,990) mg
GAE/g) degeri ile O. erzincanica tiirinde belirlenmistir. Buna karsilik 66,183 (+
1,228) mg GAE/g degeri ile en diisiik kapasite O. discedens tiiriinde saptanmistir.

Tirozinaz enzim inhibisyonunun belirlenmesine yonelik gerceklestirilen tez
calismalarindan elde edilen bulgular tim Onosma tiirlerinin tirozinaz aktivitesini
inhibe ettigini gdstermektedir. Genel olarak derisime bagl bir etki gozlenirken, 2000
ug/mL derisimde % 93,587 degeri ile en yiiksek inhibisyonu O. rascheyana tiiriiniin,
1000 pg/mL derisimde % 59,018 ile O. alborosea tiiriiniin, 500 pg/mL derisimde ise

% 48,378 ile O. erzincanica tiiriiniin en yiiksek tirozinaz enzim inhibisyonu
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gosterdigi goriilmektedir. Elde edilen bulgulardan ICsp degerleri incelendiginde en
diisiik ICso degeri ile (800,460 ug/mL) O. alborosea tiiriiniin en yiiksek tirozinaz

inhibisyonu etkisini gosterdigi goriilmektedir.

Tez caligmalarimizda kullanilan Onosma tiirlerinin potansiyel uygulamalarinin
basinda dermatolojik uygulamalar geldiginden hiicre canliligi {izerindeki toksik
etkileri olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla 3T3 hiicre (fare embriyonik fibroblast) hatti
kullanilarak MTT yontemiyle sitotoksik etki caligmalar1 gerceklestirilmistir. Elde
edilen bulgular tiim tiirlerin 500 pg/mL {izerindeki derisimlerde % 50 ve daha fazla
sitotoksik etki gosterdigini belirlemistir. Bununla birlikte O. alborosea tiiriiniin genel
olarak en diisiik sitotoksik etkiyi gostermekle birlikte ozellikle 1000 pg/mL
derisimde % 55,091 (+ 5,404) ile en diisiik etkiyi gosterdigi goriilmiistiir. Buna
karsilik O. erzincanica tiirlinlin en diisiik derisimde bile % 50 ve daha fazla

sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Elde edilen tiim bulgular degerlendirildiginde sonug olarak tiim tiirlere ait ekstrelerin
gerek antioksidan gerekse tirozinaz inhibitor etkileri nedeniyle farkli uygulamalarda
kullanim potansiyeli bulundugu diistiniilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle O.
alborosea tiirtiniin diisiik sitotoksisite, yiiksek tirozinaz inhibitor etki ve antioksidan
etkisi nedeniyle kozmetik ve gida alanlarinda kullanim potansiyeline sahip oldugu

diistiniilmektedir.
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