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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Yavuz Selim CAKMAK

OZET

Johrenia aromatika ve Anchusa azurea var. kurdica, diyabet, idrar soktiiriicli, yara
tyilestirici ve astim tedavisinde kullanildig1 i¢cin geleneksel tipta da kullanilan {inlii
bitkilerdir. Bu tezde, Johrenia aromatica ve Anchusa azurea var. kurdica' nin farkli
kisimlarinin (metanol, etil asetat ve su) antioksidan kapasitesini arastirildi. A. azurea
var. kurdica yaprak ekstraktlarnin toplam fenolik igerigi (TPC) 53.58 mg REs/g
ekstrakt, ¢igek ekstraktlarinin toplam flavonoid igeriginin (TFC) ise 42.28 mg REs/g
ekstrakt oldugu belirlendi. Ayrica A. azurea var. kurdica ¢igegi ekstraktlarinin
serbest radikal aktivitesinin DPPH (81.56 mg TEs/g ekstrakt) ve ABTS (130.59 mg
TEs/g ekstrakt) oldugu tespit edildi. A. azurea var. kurdica' nin ¢igegi ekstraktlarinin
gii¢ aktivitesinin azaltilmas CUPRAC ve FRAP'ta sirasiyla 102.49 mg TEs/g ekstrakt
ve 96.62 mg TEs/g ekstrakt oldugu belirlendi. Ayrica A. azurea var. kurdica ¢igegi
fosfomolibden yontemi (PBD) 48.01 mg TEs/g ekstrakttir, Metal selatlama aktivitesi
(MCA) ise 34.05 mg TEs/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. Tiim antioksidan
testlerinde A. azurea var. kurdica, Johrenia aromatica' ya kiyasla daha yiiksek bir
oran gosterdi. Johrenia aromaticanin ACHE ve BuCHE inhibisyonu siirgiin
ekstraktlarinda 3.65 (mg GALAE/g ekstrakt), kok ekstraktlarinda ise 5.47 (mg
GALAE/g ekstrakt) olarak gosterilmistir. A. azurea var. kurdica ' nin kok
ekstraktlarinin tirozinaz inhibisyonu 40.82 (mg CAE/g ekstrakt), kok ve c¢igcek
ekstraktlarinin a-glukosidaz inhibisyonun sirasiyla 838.93 (mg ACAE/g ekstrakt) ve
369.08 (mg ACAE/g ekstrakt) oldugu goriilmiistiir.

Fenolik bilesikler, A. azurea var. kurdica ¢igek ekstraktlarinda en yiiksek rosmarinik
asit seviyelerine sahipti (432.821 ppm) ve Johrenia aromatika siirgiin ekstraktlarinin
klorojenik asidi 109.475 ppm olarak belirlenmis olup, bu oranlar diger fenolik
bilesiklerle karsilastirildiginda en yiiksek oranlardir. Genel olarak bu tezin sonuglari
A. azurea var. kurdica ve Johrenia aromatika dogal gida kaynagi olarak ve
farmaso6tik alanlarda kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Johrenia aromatica, A. azurea var. kurdica, Enzim
inhibisyonu, Farmakoloji, Geleneksel tedavi.

Aralik, 2023; 76 sayfa
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ANTIOXIDANT AND ENZYME INHIBITION PROPERTIES OF
DIFFERENT PARTS OF TWO MEDICINAL PLANTS (JOHRENIA
AROMATICA & ANCHUSA AZUREA VAR. KURDICA) GROWING IN
NORTHERN IRAQ

AKO HAMASAEED ABDULQADIR

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Yavuz Selim CAKMAK

ABSTRACT

Johrenia aromatica and Anchusa azurea var. kurdica are famous plants that is used
in traditional medicine as they are used for diabetes, diuretics, wound healing and
asthma. This thesis investigated the antioxidant capacity of the different parts of
Johrenia aromatica and Anchusa azurea var. kurdica extracts (methanol, ethyl
acetate, and water). TPC of A. azurea var. kurdica leaves extracts was found 53.58
mg REs/g extract and TFC of flower extracts was 42.28 mg REs/g extract. In
addition, free radical scavenging activity of A. azurea var. kurdica flower extracts
were detected as DPPH (81.56 mg TEs/g extract) and ABTS (130.59 mg TEs/g
extract). Reducing power activity of A. azurea var. kurdica flower extracts were
determined as 102.49 mg TEs/g extract and 96.62 mg TEs/g extract in CUPRAC and
FRAP, respectively. Additionally, total antioxidant capacity of A. azurea var. kurdica
flower is 48.01 mg TEs/g extract in PBD, leaves 34.05 mg TEs/g extract in MCA. In
the all-antioxidant tests A. azurea var. kurdica showed a higher ratio compared to the
Johrenia aromatica. ACHE and BuCHE Inhibition of Johrenia aromatica were
shown as 3.65 (mg GALAE/g extract) in shoot extracts and 5.47 (mg GALAE/g
extract) in root extracts. Tyrosinase inhibition of A. azurea var. kurdica root extracts
was 40.82 (mg CAE/g extract), a-glucosidase inhibition of root and flower extracts
were 838.93 (mg ACAE/g extract) and 369.08 (mg ACAE/g extract), respectively.

Phenolic compounds had the highest levels of rosmarinic acid in A. azurea var.
kurdica flower extracts (432.821 ppm) and the chlorogenic acid of Johrenia
aromatica shoot extracts was determined as 109.475 ppm, these rates are the highest
compared to other phenolic compounds. Overall, the results of this thesis indicated
that A. azurea var. kurdica and Johrenia aromatica can be used as natural sources of
food and pharmaceutical areas.

Keywords: Johrenia aromatica, A. azurea var. kurdica, Antioxidant, Enzyme
inhibition, phenolic compounds.

December, 2023; 76 pages
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1. GIRIS

Bitkiler, antioksidatif, antikanser, antitiimor, antitoksik antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antiparazitik vb. gibi bir¢ok biyolojik bilesik ve viicudumuzda rol oynayan
bazi enzimler i¢in en iyi kaynaktir (Newman ve Cargg, 2020). Bitki ekstraktlari antik
zamanlardan beri kronik hastaliklarin kontrol altina alinmasinda tercih edilen birgok
biyolojik bilesige sahiptir (Maleki vd., 2015). Bu dogal bilesikler kendi baslarina
yeni bir ilag olarak da gelistirilebilmektedirler (Newman ve Cargg, 2020).

Irak'in kuzeyinde yer alan Halepce Sehid sehri bugiine kadar etnobotanik olarak
kullanilan birgok tibbi bitkiye evsahipligi yapan bitki ortiisii anlaminda en zengin
sehirlerden biridir. Bolgede halk tibbi igin farkli amaglarla birgok farkli bitkinin
kullanilmasma ragmen simdiye kadar kullanilan bu geleneksel bitkilerin g¢ogu
hakkinda ¢ok az bilimsel calisma yapilmistir. Bu faydali bitkilerden biri de
Umbelliferae familyasina ait Johrenia aromatica Rech.f.'dir. Bu bitki Hawraman
Dagi'ndaki tas kayaliklarda dogal ortaminda yasamaktadir. Bu bitkinin yapraklari
rahatlama ¢ayi, bobrek taslarinin eritilmesi i¢in kullanilmaktadir. Geng toprak iistii
kisimlar1 ise idrar soktiirlicii, bobrek hastaligi tedavisi ve sindirim sistemleri igin
fayda saglamaktadir. (Pieroni vd., 2019; Pieroni vd., 2017; Tahvilian vd., 2014;
URL-1). Diger bir bitki ise Boraginaceac familyasina ait Anchusa azurea var.
Kurdica (Gusul.) D. F. Chamb. Bitkisidir. Bu bitkinin toprak iistii kisimlar1 (taze ve
geng yapraklar1) haslanip stiziildiikten sonra yumurtayla birlikte kizartilarak lezzetli
bir bahar yemegi gibi yenmektedir. Geleneksel olarak geng yapraklari, cigekleri ve
kokii karin agrisini gidermek igin kullanilmaktadir (Pieroni vd., 2017; Pieroni vd.,
2018). Ayrica bitkinin kokleri terletici, idrar soktiiriicli, mide agrisi, romatizma, yara
tyilestirici, agr1 kesici ve yatistirict olarak kullanilir. Bu bitkinin taze yenen toprak
istli kisimlart hayvanlar i¢in panzehir olarak kullanilir. Son olarak, Anchusa tiirleri
kurutulmus ¢igek ve yapraklarindan tonik ¢ayr yapmak i¢in kullanilir (Demir 2020;
Akgul vd., 2018; Ahmad and Askari, 2015; Kuruiiziim-Uz, vd., 2013; Al-Douri,
2000; Chakravarty, 1976; Al-Rawi, 1964).

Viicutta bircok biyolojik reaksiyon, hiicrelerde oksidan reaksiyonlar (indirgeyici
elektronlar) olarak adlandirilan serbest radikaller iiretmektedir. Serbest radikaller
eslenmemis bir veya birkag elektrona sahiptirler. Serbest radikallerin dokularda veya

hiicrelerek birikerek olusturdugu durum ise oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir



(Santos-Sanchez vd., 2019; Khan vd., 2019; Teron ve Borthakur, 2013; URL-2).
Oksidatif stresin olusumunda ayrica eksojen kaynaklardan sigara ve ila¢ kullanimi
gibi bir¢ok faktoriinde rolii vardir. Serbest radikalleri durdurmak veya tamamen
engellemek icin bir indirgeme reaksiyonuna ihtiyag vardir ve bu reaksiyonlari
gerceklestirmek i¢in hiicrelerin antioksidan adi verilen savunma molekiillere ihtiyag
duyar. (Santos-Sanchez vd., 2019; Khan vd., 2019; Teron ve Borthakur, 2013; URL-
2).

Organik sentez veya biyolojik yontemlerle {iretilen bir antioksidan, diisiik
konsantrasyonlarda oksidasyonu onleyebilen veya serbest radikalleri yavaslatabilen
bir maddedir. Biyolojik sistemlerde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz gibi enzimatik antioksidanlar (endojen) ve bilirubin ve albiimin
gibi enzimatik olmayan bilesikler (eksojen) bulunur. Viicut eksojen antioksidanlar
gida, besin takviyeleri veya farmasotikler yoluyla alabilir. Buna ek olarak, bir
antioksidan polifenoller, karotenoidler ve C vitaminleri gibi viicudumuz tarafindan
kullanilan birgok organik bilesige sahiptir (Santos-Sanchez vd., 2019; Khan vd.,
2019; Teron ve Borthakur, 2013; URL-2).

Enzim inhibitorleri, enzim aktivitesini geri doniisiimlii veya geri doniisiimsiiz olarak
azaltmak veya tamamen inhibe etmek i¢in calisan diisiik molekiiler agirlikli
bilesiklerdir. Enzim inhibitorleri bir ilag gibi kullanilabilir, 6rnegin siilfonamidler,
antibiyotikler veya sinir gazlari, bocek oldiiriiciiler ve herbisitlerin gelistirilmesi.
Enzim inhibitorlerinin ana kaynaklar bitkiler ve algleridir (Bhatia ve Bhatia, 2018;
Bachan Upadhyay vd., 2013).

Bu tez, Anchusa azurea var. kurdica bitkisinin insan viicudunda, karacigerin ve
diyabetin detoksifikasyonu veya kan sekerinin diisiirilmesi i¢in potansiyel
kullaniminin ~ belirlenmesini  i¢ermektedir. Johrenia aromatica Rech.f. ise
etnobotanik olarak bahar mevsiminde taze olarak tiiketilmektedir. Bu calismanin
amaci, iki tibbi bitkinin (Anchusa azurea var. kurdica ve Johrenia aromatica
Rech.f.) farkli kisimlarinin fenolik bilesiklerini, antioksidan kapasitelerini ve enzim
inhibisyonu yeteneklerini ii¢ farkli ¢oziiciide hazirlanmis olan 6ziitleri kullanilarak
aragtirmaktir. Aynm1 zamanda bu calisma bu bitkilerin farmasotik uygulamalar
acisindan kullanim potansiyelinin ortaya ¢ikartilmasinda yapilan ilk temel

calismadir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Apiaceae Familyasimin Genel Ozellikleri

Apiaceae familyas1 birgok kimyasal bilesimi kapsayan taninmis ve en eski
familyalardan biridir (Ali vd., 2022). Gida kullanimi, farmasotik ve kozmetik
ozellikleri nedeniyle diinya ¢apinda yetistiriciligi yapilmaktadir (Que vd., 2019). Bu
ailenin ana Ozellikleri apoptozu indiikleme yetenegi, antibakteriyel, hepatoprotektif
ve antitimor aktiviteleridir (Pae vd., 2002; Pimenov ve Leonov, 1993). Apiaceae
familyasina ait bitkiler etnobotanik agidan bir¢ok farkli amac i¢in kullanilmaktadir
ve endemik bitkilerden biri de Apiaceae familyasinda yer alan Johrenia

aromatica'dir (Amiri vd., 2016).

2.1.1 Johrenia aromatica Rech.f.

[lk olarak Iran florasinda 162: 376, t. 303. 1987. [Dichoropetalum
aromaticum (Rech.f.) Pimenov & Kljuykov, Willdenowia 37(2): 487] yaymlandi. Bu
bitki tiirli Apiaceae veya Umbelliferae familyasina aittir.

Dagitim; Iran, Tiirkiye ve Irak (Pimenov vd., 2007).

Kingdom: Plantae

Division: Polypodiophyta

Phylum: Tracheophyta

Class: Magnoliopsida

Subclass: Polypoidae

Order: Apiales

Family: Apiaceae

Genus: Dichoropetalum Fenzl

Species: Johrenia aromatica Rech. fil. (URL-3).

Johrenia aromatica, yiiksek daglardaki tas kayaliklarin (Hawraman daglari/Halepge
sehid) yiizeyinde yasayan Unlii bir bahar sebze bitkisidir (Sekil.3.2). Genel olarak
Ocak ve mayis aylar1 arasinda yasamaktadir (Pieroni vd., 2017; Pieroni vd., 2018).
Bu bitkinin siirgiinleri koyu yesil renkte olup, kokleri oda sicakliginda karanlik bir

yerde kurutulduktan sonra siingerimsi bir sekil géstermistir.

Etnofarmakolojik olarak Johrenia aromatica ¢esitli amaglar igin kullanilmistir;
ornegin, yapraklar1 bobrek rahatsizliklarinda, toprak iistii kisimlart kiirtaj i¢in, mide
agrisi ve canlandirict olarak, son olarak kok kisimlart kasilma i¢in kullanilmistir
(Hosseini vd., 2022). Johrenia aromaticanin geng toprak iistii kisimlari ¢ig olarak

atistirmalik olarak veya yerel bir taze sebze gibi tiiketilmektedir. Bu sekilde
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tilketildiginde bobrek tasi eritici, idrar soktiiriicli, sindirim sistemi iyilestiri gibi
cesitli olumlu etkileri gézlemlenmistir. Ayrica kokleri bazi bobrek rahatsizliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Pieroni vd., 2018; Pieroni vd., 2017; Tahvilian vd.,
2014).

2.2 Boraginaceae Familyasimin Genel Ozellikleri

Geleneksel tipta Boraginaceae cinsi, antik ¢aglardan giinlimiize kadar diinya ¢apinda
bircok iilkede kullanilmistir. Bu aile iiyeleri flavonoidler, terpenoidler, alkaloidler,
yag asitleri, glikozitler, fitosteroller ve gesitli proteinler gibi ikincil metabolitleri
nedeniyle tibbi agidan 6nemlidir (Kaplan, 2021). Boraginaceae familyasinda yer alan
Anchusa tiirleri geleneksel olarak yara iyilestirici, idrar soktiiriicli, gaz soktiiriici,
balgam soktiiriici, analjezik, yatistiric, terletici, antihipertansif amagli, gaz giderici,
antidiyabetik, homeostatik ve antiromatizmal olarak kullanilmaktadir (Taban Akga
vd., 2018). Boraginaceae cinsi gelencksel olarak birgok farkli durum ig¢in
kullanilmaktadir, 6rnegin Anchusa azurea Mill. var. azurea yanik ve yara iyilesmesi
icin kullanilir (Hayta vd., 2014). Ayrica, Boraginaceae familyasi bitkileri, Bitlis-
Tiirkiye'de Anchusa azurea var. kurdica gibi etnobotanik olarak panzehir olarak

kullanilmaktadir. (Demir, 2020).
2.2.1 Anchusa azurea var. kurdica (Gusul.) D. F. Chamb

Anchusa azurea var. kurdica (Gusul.) D. F. Chamb veya bir diger adiyla (Anchusa
italica var. kurdica Gusul.). Ik kez yayimland1 {Notes Roy. Bot. Gard. Edinburgh
35: 298 (1977)}.

Kingdom: Plantae
Subkingdom: Tracheobionta
super division: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Phylum: Tracheophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass Asteridae
Order: Boraginales, Lamiales
Family: Boraginaceae
Genus: Anchusa L.
Species: azurea

Anchusa azurea var. kurdica unli bahar sebzelerinden biridir. Genellikle Irak'in

kuzeyi, Tiirkiye'nin giineyi, Kibris, Iran, Liibnan-Suriye ve Filistin'de yasar. Mart-



Agustos aylar arasinda goriilebilir, mor-mavi ¢igek rengine sahiptir ve ¢igeklenme
zamant yaklasik Nisan-Temmuz aylar1 arasindadir. (URL-4). "Gozrwan" olarak
bilinen bu tiir, Irak'in kuzeyindeki Halepge Sehri'nde bulunmaktadir. Genellikle
cocuklar tarafindan yenen tatli bir ¢igegi vardir. Bircok yabani bitki, farkli toprak
istli kisimlari, dallar, ¢igekleri, tomurcuklari, yapraklari, saplar1 ve kokleri ile tibbi
amacl olarak haslanarak ve kizartilarak yemeklerde kullanilir. Sindirim, gaz giderici,
yara iyilestirici, romatizma, iltithap giderici, idrar soktiiriicii, soguk alginlig1 ve grip,
hipotansif, yatistirici, mide agris1 hafifletici (Polat, 2019; Dalar vd., 2018; Akan vd.,
2008), panzehir (Demir, 2020), depiiratif, terletici, okstiriik kesici ve idrar soktiiriicti

olarak kullanilmaktadir.
2.3 Oksidasyon-Rediiksiyon

Elektrokimya ve fotokimya, temel redoks reaksiyonlarinda elektron tagimmasini
icermektedir (Lodh vd., 2023). Elektronlar1 bir tiirden digerine aktarmak icin
gerceklesen tiim kimyasal reaksiyonlar redoks reaksiyonlari iginde gegmektedir.
Tiirlerin  (oksitlenmesi) elektron kaybetmesi (elektron vermesi) oksidasyon
reaksiyonu, (indirgenmesi) elektron kazanmasi (elektron almasi) ise rediiksiyon
reaksiyonu olarak adlandirilir (Sekil 2.1). Redoks, hiicresel solunum ve fotosentez
stireclerinde  O6nemli  bir reaksiyondur; Ornegin, karbondioksit glikozun

oksitlenmesiyle, su ise glikozdan oksijenin indirgenmesiyle olusmaktadir.

(Indirgenme)
Elektron kazanci (+&7)

ﬂ— A® + B@

(Yikseltgenme)
Elektron kaybi (-e7)

Redoks Reaksiyonu

indirgeme Reaksiyonu Yiikseltgenme Reaksiyonu

Sekil 2.1. Indirgeme-Yiikseltgeme reaksiyonu.



Cizelge 2.1. Oksidasyon-Rediiksiyon reaksiyonlarinin karsilastirmasi

Oksidasyon Rediiksiyon
1 | Elektron kaybediyor veya elektron veriyor Elektron kazaniyor veya elektron aliyor
2 | Yiikseltgenme reaksiyonu Indirgenme reaksiyonu
3 | Oksidasyon durumu artar. Oksidasyon durumu azalir
4 | Sodyum, magnezyum ve demir gibi | Oksijen ve flor gibi elektronegatif elementler
elementler elektropozitiftir. oksitleyici maddelerdir.

2.4 Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron igermesi ile karakterize
edilen kimyasal bir bilesenlerdir. Genel olarak serbest radikaller molekiiler
hasarlardan sorumlu aktif molekiillerdir (Sarma vd., 2010) ve Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS), Reaktif Azot Tiirleri (RNS) ve Reaktif Siilfiir Tiirleri (RSS) gibi bircok tiirii
vardir. (Galano, 2015). RONSS olarak bilinen Reaktif Oksijen, Azot ve Siilfiir
Tiirleri, kisaca serbest radikallerin kaynagidir. Mitokondri, ROS iiretimi ile oksidatif
metabolizmanin merkezidir ve Redoks reaksiyonlari, serbest radikal iiretimi ile
antioksidan savunma sistemi tarafindan wuzaklagtirilmas1 arasinda bir denge

kurmaktadir (Ghorbel vd., 2022).

Viicuttaki tiim baglar tek, eslesmemis bir elektrona bdliinmez, ancak; zayif baglar
boliindiigiinde serbest radikaller olusturur. Serbest radikaller hizla diger bilesiklerle
reaksiyona girer ve kararlilik kazanir. Tim serbest radikal olusum siirecleri
nanosaniyeler i¢inde gercekmektedir (Williams ve Wilkins, 2008). Serbest radikaller
normal hiicre metabolizmalarindan (hiicresel solunum) ve dis kaynaklardan (kirlilik,
sigara dumani, radyasyon, ilaglar) tiretilir (Pham-Huy vd., 2008). Serbest radikaller
cesitli hiicresel bilesenlere (lipid, proteinler ve DNA) saldirirlar. (Williams ve
Wilkins, 2008). Baz1 abiyotik faktorler bitki ve hayvanlarda ROS artigina yol agarak
protein modifikasyonu, lipid peroksidasyonu, karbonhidratlar, DNA hasar1 ve enzim
inaktivasyonu yoluyla dokularda hasara neden olur (Sekil. 2.3) (Kasote vd., 2015;
Maleki vd., 2015; Sindhi vd., 2013).

Serbest radikaller 5 tip olarak gruplandirilabilir; |. Hidroperoksil radikal (HOZ2,
HOO), Il. Siiperoksit radikal (O2-), III. Hidrojen peroksit (H202), IV. Triplet
oksijen (0O2), V. aktif oksijen (Galano, 2015). Serbest radikallerin kaynaklar1 endojen
ve cksojen olarak da gruplandirilabilir. Endojen serbest radikaller (Fagositoz,
Mitokondri and Peroksizomlar, Stres, baz1 egzersizler) ve eksojen serbest radikaller

(Cevresel kirlilik Pollution, diyet, toksinler, ilaglar, radyasyon, UV, kirlenmis su,
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pestisitler, agir metaller) (Sekil. 2.2) (Williams ve Wilkins, 2008; Atasoy ve Yiicel,
2021; Pizzino vd., 2017; Galano, 2015).

Sekil 2.2. Serbest radikaller ve biyomolekiillerin oksidasyonu.

2.4.1 Serbest radikaller ve insan hastaliklar:

Biyokimyasal olarak, oksidatif stres baz1 mekanizmalarla hiicre 6liimii ve Alzheimer
(AD), Parkinson (PD) ve Huntington hastaliklart (HD) gibi beyin hiicrelerinde
bozukluklarin olugmast ile iliskilendirilmistir (D'Errico vd., 2021; Sayre vd., 2008).

Ayrica, serbest radikaller DNA ile reaksiyona girebilir ve DNA'nin par¢alanmasina
neden olarak genetik mutasyonlara yol acabilir. Miyohemoglobiniiri siirecleri
sirasinda mitokondride serbest radikaller iiretilir ve bu serbest radikaller lipid
peroksidasyonunu indiikler. Oksijen, paraquat, nitrofurantoin ve bleomisin gibi bazi
faktorler fibrozis olusumunda rol oynar. Genel olarak, demir ve bakir karaciger
fibrozu (siroz), homosistiniiri (HCU), kalp fibrozu ve yetiskin solunum sikintisi
sendromu (ARDS) ile iliskilendirilmistir (Clarkson vd., 1995). Oksidatif stresin
potansiyel rolii sizofreni veya otizm tiretmektir (Sekil 2.3) (Kowalczyk vd., 2021).

Serbest radikal hiicreler icin c¢ok tehlikeli bir molekiil olmasina ragmen, viicutta
diisik seviyelerde faydali olabilir. Ornegin, serbest radikaller enfeksiyonla
savagsmanin yani sira kan akisinin kontroliinde de rol oynarlar. Ayrica, bazi serbest

radikallerin sinyal molekdilleri vardir, 6rnegin genleri kapatip acabilirler. Fagositik
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hiicreler, bakterileri veya diger yabanci hiicreleri yok etmek i¢in oksijen radikalleri
(ROS) iiretir. Ek olarak, immiin hiicreleri nitrik oksit ve siiperoksit tireterek viriis ve
bakterilerin 6lmesini saglarlar (Yang vd., 2020; Khan vd., 2018; Pizzino vd., 2017
Sarma vd., 2010).

Sekil.2.3. Serbest radikallerin ve insan hastaliklarinin aragtirilmasi.

2.5 Oksidatif Stres

Oksidanlar viicut hiicrelerinde hem toksik hemde faydali bilesikler iiretebilirler.
Serbest radikallerin viicutta birikmesi oksidatif stres olarak bilinen bir durumun
olusmasina sebep olmaktadir (Pham-Huy vd., 2008). Biyolojik sistemlerde,
oksidanlarin iiretimi ve tliketimi arasindaki dengesizlik oksidatif stres olarak
tanimlanmaktadir (Galano, 2015). Ayrica, oksidatif stres olusumuyla viicutta reaktif
oksijen tiirlerinin olusumu ve antioksidan sistemlerin savunma kapasitesi arasindaki
bir dengesizlik s6z konusudur. Oksidatif stres ise serbest radikallerin yiiksek
iretimine kiyasla antioksidanlarin azalan {iretim oranlar1 arasindaki dengesizlik ya da
oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik sonucu olusmaktadir. Oksidatif
stres, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin iiretiminin artmasi, antioksidan savunma
sisteminin etkisinin azalmasi ve fiziksel egzersizin azalmasi gibi bircok mekanizma

tarafindan meydana gelir (Jiang vd., 2021; Ebhohimen vd., 2021; Atalay vd., 2002).



Oksidatif stres, proteinlerin aktivite kaybina yol acarak biyolojik aktivitenin
azalmasina, enerji metabolizmasinin, hiicre sinyallemesinin, taginmasinin kaybina ve
sonugta nekrotik veya apoptotik mekanizmalar yoluyla hiicre 6liimiine neden olur.
Oksidatif stres durumunda diyabet, bobrek yetmezligi ve kardiyovaskiiler hastaliklar
(Maleki vd., 2015) gibi bir¢ok kronik rahatsizlik ortaya ¢ikabilir (Mourino-Alvarez
vd., 2022).

Antioksidanlar ve fiziksel egzersizler oksidatif stresin azaltilmasinda 6nemli bir rol
oynayabilmektedirler (Atalay vd., 2002). Redoks sinyalleri, hastalik siiregleriyle
iligkili olan oksidatif stres igin yeni tedavi yontemlerine onciiliik eder (Jones vd.,

2006).

Endojen/Ekzojen antioksidan sistemler oksidatif stresin sebep oldugu hastaliklar:
Onleyebilir. Bu sistemler hiicrelerdeki (Redoks reaksiyonu)
yiikseltgenme/indirgenme dengesinin korunmasinda temel role sahiptir (Aguilar vd.,
2016; Pizzino vd., 2017). Genel olarak organizmalarin yiikseltgenme/indirgenme

reaksiyonlar1 arasindaki dengenin kurulmasinda rolii vardir (Aguilar vd., 2016).
2.6 Antioksidanlar

Bir antioksidan, oksidasyon yoluyla iiretilen bir substrati geciktirebilen veya
onleyebilen veya otoksidasyon siirecini yavaslatabilen bir maddedir (Santos-Sanchez
vd., 201; Admassu vd., 2019). Insan viicudu, antioksidan olarak bilinen bir kimyasal
bilesigi alarak veya dogal olarak iireterek oksidatif stres substratin1 geciktirmek i¢in

cesitli mekanizmalara sahiptir (Pham-Huy vd., 2008).

Antioksidan molekiiller, serbest radikalleri (ROS) hidrojen atomu transferi veya tek
elektron transfer mekanizmalariyla nétralize eder; bu, birinci mekanizma ve ikinci
mekanizma (Aliyu vd., 2019), zincir baslatic1 katalizorii silerek (ROS ve RNS)
baslaticinin uzaklastirilmasiyla baglar (De Beer vd., 2002).

Antioksidan kapasiteyi bircok faktor etkilemektedir; oOrnegin kimyasal yapi,
¢oziiclinlin dogasi, sicaklik, pH ve serbest radikallerin reaktivitesi veya kimyasal
yapist (Santos-Sanchez vd., 2019). Temel olarak antioksidanlar kokenlerine gore iki
gruba ayrilir: birincil veya dogal antioksidanlar (tip I) ve ikincil veya sentetik

antioksidanlar (tip I). (Sekil. 2.4).



o . Autioksidanlar ikincil veya
Birincil veya Dogal (Kaynaklarma Sen t;etiky

Antioksidanlar gire) Antioksidanlar
bakir dems). IL (BHT) Bittillenmis hidroksi toluen.
IL Antioksidan vitammler (vtamm B, I0L. (EDTA) Propl gallat (PG) ve metal
?l;[v;itEi-jn Jar (fenoli selatlaticiajan.

. Fitokimyasallar (feno HQ), A), TVHQ......

bilezimler & Flavonoudler). (IBHQ, (NDGA) E

Sekil 2.4. Antioksidanlarin kaynaklarina gore siniflandirilmasi.

Oksijenin alinmasi ve viicut i¢inde tagmmasi sirasinda biyolojik sistemin iki
savunma mekanizmasi vardir; fizyolojik ve biyokimyasal. Fizyolojik sistemde aktive
olmus bir mikrovaskiiler sistem dokulardaki oksijeni korur veya normal seviyelerde
tutar, ancak biyokimyasal mekanizmalar enzimatik veya nonenzimatik antioksidanlar

tarafindan serbest radikal molekiillerine kars1 baslar (Santos-Sanchez vd., 2019).

Enzimatik antioksidanlar oksidatif strese karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Birincil
enzim antioksidanlar1 (SOD, CAT ve GPx) ve ikincil enzim antioksidanlari

(glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz) Sekil 2.5'da gosterilmistir.

Enzimatik olmayan antioksidanlar ROS seviyelerini azaltmak icin birlikte calisirlar.
Endojen antioksidanlar viicutta redoks dengesini saglayan en biiylik sistemdir.
Viicutta ROS seviyeleri ylikseldiginde endojen antioksidanlarin aktivasyonu ile

homeostatik siiregler baslar (Aguilar vd., 2016).
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Kaynagma gire

Sekil 2.5. Antioksidanlarin biyoaktivitesi, kaynagi, polaritesi ve biyiikliigline gore
siiflandiriimasi.

2.7 Metabolizmalar

Metabolizma, canli hiicrelerde sitozol ve mitokondri i¢inde gergeklesen reaksiyonlar
serisidir. Metabolizma, anabolizma ve katabolizma olarak bilinen makromolekiillerin
sentezi ve bozulmasi i¢in bir dizi kimyasal reaksiyona ayrilabilir. Ayrica enerji
iretimi ya da tiketiminden sorumludur (Judge ve Dodd, 2020). Anabolik ve
katabolik aktivite yollar1 birincil metabolit yollar1 ile iliskilidir. Anabolik aktivite
yollari ise ikincil metabolit yollar1 ile iliskilidir (Sekil.2.6) (Schneider vd., 2008).

N

Sekil 2.6. Primer ve sekonder metabolitlerin kategorileri.
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2.8 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerdeki antioksidan bilesiklerin en 6nemli kaynaklarindan
biridir. Bitkiler tarafindan iiretilen ikincil metabolitlerdir ve bitki biiylimesi, geligimi,
ve patojenlere, bakterilere, mantarlara, viriislere ve hayvanlara karsi savunmada
onemli rolleri vardir. Ayrica, biyotik ve abiyotik stres kosullarina karsi aktiviteye
sahiptirler, UV radyasyonundan korurlar, oksidatif stresi (ROS) temizlerler, sicaklik
stresini, su eksikligini diizenlerler, antimikrobiyaldirler. Ote yandan, fenolik
bilesikler insan viicudunda antioksidan, antialerjik, anti-inflamatuar, antikanser,
antihipertansif, antidiyabetik ve antimikrobiyal ajanlar gibi farkli rollere sahiptirler
(Daglia, 2012; Aliyu vd., 2019; Yang vd., 2001; Chowdhary vd., 2021; Kumar vd.,
2020b). Genel olarak, fenolik bilesikler flavonoidler ve tanenler, kalkonlar ve
kumarinleride kapsayan non-flavonoidler olmak iizere ikiye ayrilirlar (Sekil 2.7)
(Daglia, 2012; Giada, 2013).

i

. Fenolik asitler | Tanninler | Flavonoidler
I Hidroksisinnanik asit
| Hidroksibenzoik asit
' | Flavonollar | Flavonlar
Hidroksikumannler
{Kumarinler} | lsoflavonar | Antosiyaninler

Sekil 2.7. Fenolik bilesiklerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi.

2.8.1 Flavonoidler

Flavonoidler dogal bir antioksidan kaynagidir. Cesitli bitki kisimlarinda (sebzeler,
cigekler, tohumlar, meyveler, tahillar, kabuklar, kokler, saplar ve cay) sentezlenen

onemli ikincil metabolitlerdir. Temel yapilarina gore genis bir ailedirler.
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Flavonoidler, olustuklarinda ¢opcli ROS'lar araciligiyla reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) birikimini kontrol edebilirler. Bu antioksidanlar (Flavonoidler) anti-
enflamatuar, antimikrobiyal, anti-oksidatif, anti-mutajenik ve anti-kanserojenik

Ozellikleri nedeniyle stres toleransi, biiylime ve insan sagliginda rol oynarlar.

Flavonoidlerin gida endiistrisinde (nutrasotik) koruyucu, pigment, kozmetik, tibbi ve
farmasotik olarak gesitli uygulamalari vardir (Dias vd., 2021; Welch ve Hardcastle,
2014; Panche vd., 2016). Flavonoidlerin siiflandirilmasi Sekil 2.8’de verilmistir.

Flavonoidler
. Neoflavonodler
o — i
(fitogstrojenler) (Bioflavonoidler) flav onoidler)
Daideein Genistein Dalberzin Lanfohn
Flavanonlar Isoflavonlar Flavonollar Antosiyamdmler Ealkonlar Flavanollar Flavomnlar
Warinsi H di

Sekil 2.8. Flavonoidlerin siniflandirilmas.

2.9 Enzimler

Enzimler, tiim canli organizmalarin bilinyesinde yer alan protein yapidaki
biyomolekiillerdir. Katalitik bolge ve substratin etkilesimi nedeniyle biyokimyasal
reaksiyonlari katalize edebilirler. Geleneksel olarak  kiiltiirlenebilir
mikroorganizmalardan, bitkilerden ve memeli dokularindan izole edilirler (Cuesta
vd., 2015; Olempska-Beer vd., 2006; Stryer, 1995). Enzimler Kkatalizleme
yeteneklerine gore alt1 sinifa ayrilirlar: oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar,
liyazlar, izomerazlar, ligazlar (Cuesta vd., 2015). Enzim aktivitesini etkileyen bazi
fiziksel ve kimyasal faktorler Sekil 2.9°de verilmistir (Copeland, 2023; Adugna vd.,
2004; Whitaker, 1993).
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Enzimlerin konsantrasvonu,
Substratlar and Tuzlar
Substrat Efektér va da Inhibitor tirtin
Spesifik pH degen
Sicaklil

Sekil 2.9. Enzimlerin mekanizmasi ve enzim aktivitelerini etkileyen faktorler.

2.10 Enzim inhibisyonu ile Baglantih ilaglar
2.10.1 Alzheimer Hastahig (AD)

Alzheimer hastaligr bir sinaptik islev bozuklugudur. Genetik ve ndrodejeneratif
bozukluklar ile karsimiza ¢ikmaktadir (Jorfi vd., 2023; Golde vd., 2018; Jessen vd.,
2014). Norodejeneratif hastaliklar, ndron kaybi veya belirli néron gruplarinin islev
bozuklugu ile karakterize edilir. Noronal disfonksiyon sinaptik kayip ve noronal
sinyalizasyonun bozulmasindan kaynaklanabilir (Bredesen vd., 2006). Noronal hiicre
Olimii birgok kronik norodejeneratif hastalikta (iskemi, Alzheimer, Parkinson ve
Huntington hastaliklar1) énemli bir role sahiptir. Noron kaybi hiicre 6liimiine yol
acabilir (Gorman, 2008; Bredesen vd., 2006). Noron kaybi ndérodejeneratif
bozukluklara neden olabilir, diger yandan sinaps kaybi Alzheimer hastaligina yol
acan ana biyolojik faktordiir. (Meftah ve Gan, 2023; Schor ve Bianchi, 2021). AB,
tau ve enflamasyonun toksik etkileri sinaps kaybina neden olur (Colom-Cadena vd.,
2020); amiloid veya tau proteinlerinin anormal agregatlarinin sinaptik fizyoloji
tizerinde etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Meftah ve Gan, 2023). Beyinde, Alzheimer
hastalig1 néron kayb1 ve sinaps dejenerasyonu ile atrofiye neden olur, amiloid-f ve
tau sinaptotoksisiteye neden olabilir (Tzioras vd., 2023). Yaslanma Alzheimer
hastalig1 (Sekil. 2.10) i¢in birinci faktordiir ve genetik bu hastalik igin ikinci en gii¢lii
risktir (Tanzi, 2012).
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Sekil 2.10. Normal noron hiicreleri ve amiloid plakli Alzheimer néron hiicreleri
(Silbert, 2007).

Mitokondriyal disfonksiyon ve otofaji protein stresine neden olur ve Alzheimer
hastaliginda 6nemli riskler olusturmaktadir. Mitokondriyal disfonksiyonun oksidatif

stresi arttirdig1 One siirlilmiis, amiloid-beta ve tau patolojisi ile iliskilendirilmistir

(Garcia-Escudero vd., 2013).

Asir reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi, mitokondriyal Ca?* dishomeostazi, ATP
kaybi1, mitokondriyal dinamiklerdeki kusurlar, tasima ve mitofaji gibi baz1 faktorler
mitokondriyal disfonksiyona yol agar (Misrani vd., 2021). Oksidatif stres, enerji
tiretimi ve mitokondriyal dinamiklerin degismesi Alzheimer hastalig1 patolojisine yol

acabilir. (Garcia-Escudero vd., 2013).

Sonug olarak, Alzheimer hastalifina yol agan mitokondri islev bozuklugunda
(amiloid beta, presenilin ve tau) bir¢ok faktor rol oynamaktadir (Sekil 2.11) (Garcia-
Escudero vd., 2013).
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(Amiloid oncs Clksidabif Shres Yaglanma
»
Fosforile-Tau Amiloid-Beta lipid peroksidasyomn, protein Mitokondriyal
(pTau) Peptidleri (Af) ve DNA oksidasyomu. Disfonksiyon
Noronal
.
Normal Hiicre Olfimit

Sekil 2.11. Alzheimer hastaligina sebep olan bazi faktorler.

Oksidatif stres Alzheimer hastaligina ve néron dejenerasyonuna ve ardindan dliime
neden olabilir. Alzheimer hastaligi Fe, Al ve Hg artisina neden olabilir. Ayrica
oksidatif stres, Alzheimer hastaliginda lipid peroksidasyonunu, protein ve DNA
oksidasyonunu artirabilir. Son olarak, Alzheimer hastaligi ¢oklu doymamis yag
asitlerini, enerji metabolizmasini ve sitokrom c oksidazi vb. azaltir (Clarkson vd.,
1995; D'Errico vd., 2021). Alzheimer hastaliginin ve beyinde nasil ortaya ¢iktiginin
anlasilmasi, bu hastalifin tedavisi i¢in birincil bir ilacin kesfedilmesine yol agabilir.
Ancak bugiine kadar halen Alzheimer hastaligin1 tam olarak 6nleyebilecek bir tedavi

veya ilag bulunamamstir (Tzioras vd., 2023).

Kolinesteraz inhibitdrleri iki enzime ayrilir; Asetilkolinesteraz inhibisyonu (AChEIs)
ve Biitirilkolinesteraz (BuChE) inhibisyonu (BuChEls) (Colovic vd., 2013).
Alzheimer hastalig1 yonetimi i¢in onemli hedeflerden biri Asetilkolinesteraz enzim
inhibisyonudur (AChEI) (Anand vd., 2012; Bagheri vd., 2023). Kolinesteraz

inhibitorleri asetilkolinin asetat ve koline parcalanmasini durdurabilir. Boylelikle
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asetilkolinin (Ach) merkezi ve periferal sinir sistemindeki seviyesini arttirirken
(Colovic vd., 2013), beyin hiicrelerindeki norotransmitter seviyelerinide azaltabilir
(Murray vd., 2013; Sugimoto vd., 2000). Asetilkolinesteraz inhibitorleri Alzheimer
ve Parkinson gibi nérodejeneratig hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ciinkii
kolinesteraz inhibitorlerini iceren ilaglar (myastenia gravis ve glokom, insektisit ve
antelmintik ilaglar) AchE aktivitesini inhibe edebilmektedir (Colovic vd., 2013;
Orhan, 2013).

2.10.1.1 Asetilkolinesteraz (AChE, E.C. 3.1.1.7) inhibisyonu (AChEIs)

Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi asetilkolini pargalayabilme yetenegine sahiptir
(Orhan, 2013). Bitkilerde bulunan ve beyindeki nérotransmitter asetilkolin
seviyelerini artirabilen ikincil bir metabolittir (Murray vd., 2013). Farmakoterapik
olarak geri dontisiimlii asetilkolinesteraz inhibitdrleri (AChEI) genellikle Alzheimer
hastaliginda norodejeneratif bozukluklarin tedavisinde (donepezil, rivastigmin ve
galantamin) uygulanirken, toksikolojik olarak geri doniisiimsiiz asetilkolinesteraz

inhibitorleri pestisit olarak kullanilmaktadir (Colovic vd., 2013).
2.10.1.2 Biitirilkolinesteraz (BuChE, EC 3.1.1.8) inhibisyonu (BuChEls)

Psodokolinesteraz (biitirilkolinesteraz) enzimi karacigerde iiretilir. Siiksinilkolin ve
mivacurium ilaglar1 psédokolinesteraz enzimini metabolize etmektedir. (Trujillo ve
West, 2022). Biitirilkolinesteraz gevsetici iken Asetilkolinesterazin bu tiir bir 6zelligi
bulunmamaktadir (Yang vd., 1996).

2.10.2 Cilt Hastaliklar1

Melanogenez, insan derisinin, gdzlerinin ve saclarinin pigmentasyonundan birincil
olarak sorumlu olan melanini iireten bir pigmentasyon siirecidir. Melanin L-
tirozinden  tiiretilir. Bu  silireg, Tirozinaz (TYR) tarafindan L-3,4-
Dihidroksifenilalanine (DOPA) katalize edilen L-tirozinin hidroksilasyonu ve
ardindan DOPA kinonun DOPA kroma doniismesi ile baslar (Orhan ve Deniz, 2021,
Obaid vd., 2021; Solano, 2018; Pillaiyar vd., 2017). Memeli melanositlerinde
pigmentasyon en az ii¢ enzime ihtiya¢ duyar: tirozinaz, oksijenaz tirozinaz ile iliskili
protein 1 ve dopakrom tautomeraz tirozinaz ile iliskili protein 2 (Obaid vd., 2021,
Orhan vd., 2021; Solano, 2018; Pillaiyar vd., 2017). Tirozinaz (EC 1.14.18.1),

melanin biyosentezinde rol oynayan bakteriler, mantarlar, bocekler, bitkiler ve
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hayvanlarda (omurgasizlar ve omurgalilar) bulunur (Vittorio vd., 2023; Yuan vd.,
2020). Insanlarda yiiksek melanin iiretimi Hiperpigmentasyona yol acar ve giller,
melazma, melanom, senil lentijinler ve Parkinson hastaligindaki ndrodejeneratif
siirecler dahil olmak iizere ciddi cilt bozukluklarina neden olur. Bu durumu 6nlemek
icin melanogenez yolunun hiz sinirlayici enzim tirozinaz tarafindan azaltilmasi
gerekir (Vittorio vd., 2023; Orhan vd., 2021; Stapelberg vd., 2019; Kumari vd.,
2018). Ote yandan tirozinaz, pigmentasyon, yara iyilesmesi, radyasyondan korunma,
birincil bagisiklik tepkileri ve meyve ve sebzelerin kahverengilesmesi gibi bir¢ok

role de sahiptir (Yuan vd., 2020).
2.10.2.1 Tirozinaz inhibisyonu

Melanogenez inhibitorleri tirozinaz katalitik aktivitesinin inhibisyonunda dogrudan
rol oynar (Pillaiyar vd., 2017). Dogal olarak, tirozinaz inhibitorleri bitkilerde,
bakterilerde ve mantarlarda yer almaktadir (Zolghadri vd., 2019). Ancak, mikolojik
metabolitler, sucul algler ve diger kaynaklar arasinda da tirozinaz inhibitorlerini
igerenler bulunmaktadir (Obaid vd., 2021). Tirozinaz inhibitorleri ilag ve kozmetik
endiistrisinde pigmentasyon ve dermatolojik bozukluklara karsi kullanilmaktadir
(Obaid vd., 2021). Genel olarak, tirozinaz inhibitorleri tarim, kozmetik ve farmasotik
(antimikrobiyal veya antibiyotik) alanlarinda potansiyel bir uygulamaya sahiptir

(Hassan vd., 2023; Yuan vd., 2020).
2.10.3 Diabetes mellitus (DM)

Diabetes mellitus (DM), insiilin aktivitesinin veya insiilin salgilanmasinin azalmasi
nedeniyle hiperglisemiye neden olan metabolik bir bozukluk/kronik bir hastaliktir.
Hiperglisemi (yliksek kan sekeri seviyeleri) artan idrara c¢ikma, aclik ve susuzluk
semptomlarina neden olur (Kumar vd., 2020 a; Padhi vd., 2020; Balaji vd., 2019;
Wild, vd., 2004). DM, fiziksel aktivitenin azalmasi, diyet, obezite ve genetik
faktorlerle hizla artar (Lotfy vd., 2017).

Insiilin salgilanmasindaki yetersizlik veya pankreastaki B hiicrelerinin hasar gérmesi,
insitilinin az salgilanmasi, organlarin insiiline zayif yanit vermesi ve insiilin direnci
DM'a yol agan baslica faktorlerdir. (Sales vd., 2012; Wild vd., 2004). Oksidatif stres
her iki tip diyabetin patogenezini de etkilemektedir. Yiiksek serbest radikal seviyeleri

hiicresel organellerde hasara neden olarak insiilin direnci (diyabet) gelisimine yol
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acarken, glikoz oksidasyonu serbest radikalin ana kaynagidir, artan serbest radikal
ise insiilin direncine bagl olarak diyabete neden olabilir (Maritim vd., 2003). DM,
gdz ve bobrekte kronik mikrovaskiiler hastalia yol agabilmektedir (Diyabetik
nefropati) (Balaji vd., 2019; Wild vd., 2004); Cilt hastaliklar1 (6rn. deri enfeksiyonu,
kuru cilt, kasint1) (Wang ve Margolis, 2006); Kardiyovaskiiler Hastalik, Diyabetik
Noropati, Diyabetik Retinopati ve Erektil Disfonksiyon (Nasri vd., 2015). DM iki
gruba ayrilir; Tip I DM (T1DM) ve Tip 11 DM (T2DM). Genellikle (T1DM) i¢in
insiilin tedavisi kullanilirken, (T2DM) i¢in insiilin sekretagoglari, biguanidler, insiilin
duyarlilastiricilari, alfa-glukozidaz inhibitorleri, inkretin mimetikleri, amilin
antagonistleri  ve sodyum-glukoz  ko-transporter-2  (SGLT2) inhibitorleri
kullanilmaktadir (Padhi vd., 2020; Balaji vd., 2019; Wild vd., 2004).

a- amilaz, diyette nisasta ve glikojeni maltoza parcgalayabilen bir enzimdir. Pankreas,
tikiiriik, karaciger fallop tiipleri ve kaslarda bulunmaktadir (Adugna vd., 2004). a-
amilaz karbonhidratlar1 oligosakkaritlere ve a-glukozidaz oligosakkaritleri
monosakkarit birimlerine ayirir (Mahmood, 2016). o- amilaz uzun zincirli
karbonhidratlar1 basit zincirli karbonhidratlara doniistiirebilirken, a- glukozidaz
nisasta ve disakkaritleri glukoza doniistiirebilir. Sindirim sisteminde yer alirlar ve
bagirsak tarafindan emilime yardimci olurlar. Bu da diyabetik hastalarda glikoz
seviyesinin yiikselmesine neden olmaktadir (Subramanian vd., 2008). a- amilaz ve o-
glukozidaz inhibitorleri hiperglisemide (yiiksek kan sekeri) glukoz seviyelerini
kontrol edebilir. Diyabet gelisme riskini azaltmaya Onciiliilk ederler, diyabet
tedavisinde kullanilabilirler (Subramanian vd., 2008), ve T2DM'de hiperglisemiyi
kontrol edebilir (Nair vd., 2013; Subramanian vd., 2008). DM, ozellikle de T2DM
i¢cin bir¢ok yeni ilag, a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitdrlerinin karbonhidratlarin a-

glukozidaz tarafindan sindirilmesini 6nleyebilecegi tespit edilmistir (Tran vd., 2023).

a-amilaz ve oa-glukozidaz enzimleri, hidroliz islemi ile karbonhidratlar1 ince
bagirsakta emilecek monosakkaritlere parcalayabilir (Mahmood, 2016). Pankreatik
salgilanan lipaz, trigliseritlerin hidroliz yoluyla gliserol ve yag asitlerine
dontistiiriillmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (George vd., 2020; Liu vd., 2020).
Pankreatik lipaz, a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitdrleri, bagirsaktaki trigliseritleri ve
glikoz emilimini azaltarak obeziteyi 6nleyebilmektedir (Tucci, 2010). Bu nedenle, a-
amilaz ve a-glukozidaz inhibitorlerinin kesfi diyabetin 6nlenmesinde 6nemli rollere

sahiptir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Bitki Materyali

Anchusa azurea var. kurdica'nin yapraklari ilkbahar mevsiminin basinda, ¢igekleri,
tomurcuklar1 ve kokleri ise ¢gigeklenme doneminde (12.05.2017) Kuzey Irak, Halepce
Sehid sehri, Dekon kdyii civarindan toplanmistir (Sekil 3.1). Bitki tiirii Prof. Dr.
Evren YILDIZTUGAY tarafindan teshis edilmistir.

Sekil 3.1. Anchusa azurea var. kurdica tiiriiniin toprak isti ve kok kisimlari.

Johrenia aromatica Rech.f.'min toprak dustii kisimlar1 (Sekil 3.2) ve kokleri
25.03.2021 tarihinde Irak'in kuzeyindeki Halepge Sehid sehrinin dogusunda bulunan
Hawraman dagindan (750-900m) toplanmistir. Bitkinin teshisi Prof. Dr. Evren
YILDIZTUGAY tarafindan yapilmistir.
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Sekil 3.2. Johrenia aromatica Rech.f.

3.2 Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Anchusa azurea var. kurdica ve Johrenia aromatica'nin toprak tistii ve kok kisimlar
toplandiktan sonra oda sicakliginda nemsiz ve karanlik bir yerde (gdlgede)
kurutulmugstur. Daha sonra blender yardimi ile ogiitiilmiis veya toz haline
getirilmistir. Ardindan, bu bitkiler ekstraksiyon i¢in hazirlanmistir. Ekstraksiyon tiim
orneklerden 15’er gram tartildiktan sonra 200 ml ii¢ farkli ¢6ziicii (metanol, etil
asetat ve su) kullanilarak hazirlanmigtir. Ekstraksiyon islemi esnasinda bir saat
ultrasonik islem wuygulanmis ve ardindan tim ¢o6ziicii ekstraktlar1 iki defa
stiziilmiistiir. Su ekstraktlarinin buharlastirma islemi liyofilizator ile yapilmis ancak
metanol ve etil asetat 50-60 °C'de rotary evaporator ile buharlastirilmistir. Tim
ekstraktlar antioksidan aktivite ve enzim inhibisyon analizleri i¢in metanolde
coziilerek 2 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir, HPLC-DAD yontemleri igin ise
0.04/2 g/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. Ekstraktlar kullanilmadan 6nce derin

dondurucuda saklanmustir.
3.3 Antioksidan Aktivite Metotlar:

3.3.1 Toplam fenolik icerik (TPC)
Toplam fenolik icerik (TPCs) Zengin ve Aktumsek (2014) tarafindan modifiye

edilen Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenmistir. Fenolik bilesiklerin oksidasyonu
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karanlik bir ortamda oda sicakliginda iki saatlik inkiibasyonla tamamlandiktan sonra
sar1 renk maviye doniismiis ve numune absorbanst 760 nm'de okunmustur. Standart

olarak gallik asit kullanilmistir.

3.3.2 Toplam flavonoid igerik (TFC)

Toplam flavonoid igerigi (TFC) Zengin vd. (2022)’ne gore modifiye edilmis AICI3
yontemine gore belirlenmistir. Metanol i¢inde 1 ml %2 aliiminyum kloriir (AlICI3)
ile 1 ml 6rnek ¢ozeltisi hazirlandi ve karistirtlmistir. 1 ml ekstrakt ¢ozeltisini AICI3
icermeyen 1 ml metanole ekleyerek bir bos numune hazirlanmistir. Oda sicakliginda
10 dakika inkiibe edildikten sonra 415 nm'de Olglilmiistiir. Standart olarak rutin tercih

edilmistir.

3.3.3 Serbest radikal temizleme aktivitesi (DPPH,2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl)

Bitki ekstraktlarinin radikal siipiirme aktivitesi (DPPH) (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil)
Zengin vd. (2015) tarafindan modifiye edilen yontem kullanilarak test edilmistir.
Kisaca, 1 mL oOrnek c¢ozeltisi 4 mL %0.004'liik DPPH metanol c¢ozeltisine
eklenmistir. Calkalandiktan sonra, oda sicakliginda karanlik bir yerde 30 dakika
inkiibe edilmistir. Daha sonra absorbans 517 nm'de Olgiilmiistiir. Trolox standart

olarak kullanilmstir.

3.34  Serbest radikal temizleme  aktivitesi (2,20-Azino-bis (3
ethylbenzothiazloine-6-sulfonic acid))

ABTS radikaline kars1 temizleme aktivitesi, Re vd. (1999)’nin yontemine gore ufak
bir modifikasyonla tespit edildi. Ozetle ABTS radikal katyonu, 7 mM ABTS
¢ozeltisinin 2.45 mM potasyum persiilfat ile reaksiyona sokulmasi ve karigimin oda
sicakliginda karanlikta beklemesiyle hazirlandi. ABTS ¢ozeltisi metanol ile 734
nm'de 0.700+0.02 absorbansa seyreltildi. ABTS soliisyonuna (2 ml) numune
soliisyonu (1 ml) ilave edildi ve kargtirild. Ornek absorbansi, 734 nm'de
okunmustur. ABTS radikal katyon siipiirme aktivitesi, troloks esdegerleri (mgTEs/g)

olarak ifade edildi.
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3.3.5 Toplam antioksidan kapasite (TAC) fosfomolibden yontemi (PBD)

Test i¢in 3 farkli ¢o6zelti hazirlanip ardindan karistirilarak reagent ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu karisim ¢ozeltisi 4 mM amonyum molibdat, 28 mM sodyum fosfat
ve 6 M siilfiirik asit ¢ozeltileri karistirilarak elde edilmistir. Sonrasinda bu
karisimdan 3 ml alinarak tizerine farkli konsantrasyonlardaki (0.0625-1 mg/ml)
askorbik asit c¢ozeltileri ve 0.1 ml oOziit eklenmistir. 95 °C'de 90 dakika
inkiibasyondan sonra numune absorbansi 695 nm'de okunmustur. PBD kapasitesi
gram basia miligram Trolox esdegeri olarak ifade edilmistir (mg TEs/g ekstrakt)

(Mocan vd., 2017).
3.3.6 Metal selatlama aktivitesi (MCA)

Metal selatlama aktivitesi i¢in, FeCl, ¢ozeltisi (0,05 mL, 2 mM) 1 mg/mL; 2 mL
numune ¢dzeltisine eklenmistir. Benzer sekilde, ferrozin igermeyen 0,05 mL, 2 mM
FeCl, ¢ozeltisi ve (0,2 mL su) ile 2 mL o6rnek ¢ozeltisi eklenerek bir kor 6rnek
hazirlanmistir. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra, numune ve blank
absorbanslar1 562 nm'de okunmustur. MCA testleri miligram EDTA esdegeri (mg/
EDTA/qg ekstrakt) olarak ifade edilmistir (Mocan vd., 2017).

3.3.7 Ferrik indirgeme aktivitesi (FRAP)

Ferrik indirgeyici antioksidan giic (FRAP) yonteminde, 0,1 mL numune ¢ozeltisi 2
mL FRAP reaktif ¢ozeltisine eklenmistir. 30 °C'de 30 dakika inkiibe edilmis,
ardindan numune absorbanst 593 nm'de Olgiilmistiir. FRAP aktivitesi miligram

Trolox esdegeri olarak ifade edilmistir (mg TEs/g extract) (Aktumsek vd., 2013).
3.3.8 Bakar iyonlarim indirgeme aktivitesi (CUPRAC)

Cuprac testi Apak vd. (2006)’den baz1 modifikasyonlarla gerceklestirilmistir.
Yontem i¢in amonyum asetat, neocuproine ve CuCl, ¢ozeltilerinin her birinden 1’er
ml alinmustir. Uzerine ise farkli konsantrasyonlardaki bitki oziitleri ve standart BHA
ve BHT’den 0.5 ml eklenmistir. Sonrasinda her bir tiipe 1’er ml distile su
eklenmistir. 450 nm’de kore kars1 absorbans degerleri okunmustur. Sonuglar troloks

esdegeri (TE) cinsinden verilmistir.
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3.4 Enzim Inhibisyon Testleri
3.4.1 Kolinesteraz inhibisyonu

Kolinesteraz (ChE) aktivite testinde, 1 mg/mL olarak hazirlanan numune ¢ozeltisinin
50 uL'si DTNB (5,5-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit) ile karistirtlmistir. Reaksiyon
daha sonra asetiltiyokolin iyodiir (ATCI, Sigma) veya biitiriltiyokolin kloriir (BTClI,
Sigma) (25 uL) eklenerek baslatilmistir. Enzim ¢ozeltisi olmadan tiim reaksiyon
reaktiflerine bir numune ¢ozeltisi eklenerek bir blank hazirlanmistir. Numune ve
blank absorbanslar1 25 °C'de 10 dakika inkiibasyondan sonra 405 nm'de okunmustur.
Kolinesteraz inhibitor aktivitesi galantamin esdegerleri olarak ifade edilmistir (mg

GALAE/g extract) (Mocan vd., 2017).
3.4.2 Alfa-amilaz inhibisyonu

a-amilaz inhibitor aktivite deneyleri i¢in numune ¢ozeltisi (1 mg/mL; 25 pL) 96
kuyucuklu bir mikroplaka icinde fosfat tamponu (6 mM sodyum kloriir ile pH 6.9)
icindeki a-amilaz ¢ozeltisi (domuz pankreasi, EC 3.2.1.1, Sigma) (50 pL) ile
karistirilmis ve 37 °C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. On inkiibasyondan sonra
reaksiyon nisasta ¢ozeltisinin (50 pL, %0.05) eklenmesiyle baslatilmistir. Enzim
¢ozeltisi olmadan tiim reaksiyon reaktiflerine bir 6rnek ¢ozeltisi eklenerek bir kontrol
hazirlandi. Reaksiyon karisimi 37 °C'de 10 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon daha
sonra HCl (25 pL, 1 M) ilavesiyle durduruldu. Bunu iyot-potasyum iyodiir
¢ozeltisinin (100 uL) eklenmesi takip etti. Ornek ve kontrol absorbanslar1 630 nm'de
okundu. Kontroliin absorbansi numuneninkinden ¢ikarildi ve o-amilaz inhibitor
aktivitesi akarboz esdegerleri olarak ifade edilmistir (mmol ACE/g extract) (Savran
vd., 2016).

3.4.3 Alfa-glukozidaz inhibisyonu

a-glukozidaz inhibitor aktivite deneyi, 1 mg/mL; 50 pL ornek ¢ozeltisi ile 50 pL
glutatyon, fosfat tamponunda a-glukozidaz ¢ozeltisi (50 uL) ve PNPG (50 uL) 96
kuyucuklu bir mikroplakada karistirilarak ve 37 °C'de 15 dakika inkiibe edilerek
belirlenmistir. Enzim ¢06zeltisi olmadan tiim reaksiyon reaktiflerine bir o6rnek
cozeltisi eklenerek bir blank hazirlanmistir. Reaksiyon daha sonra sodyum karbonat

(50 pL, 0.2 M) eklenerek durdurulmustur. Ornek ve bos absorbanslar 400 nm'de
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okundu. a-glukozidaz inhibitor aktivitesi akarboz esdegerleri olarak ifade edilmistir

(mmol ACE/qg extract) (Llorent-Martinez vd., 2016).
3.4.4 Tirozinaz inhibisyonu

Tirozinaz inhibitdr aktivite deneyinde, numune ¢ozeltisi 96 kuyucuklu bir
mikroplaka iginde tirozinaz ¢ozeltisi (40 puL) ve fosfat tamponu (100 uL, pH 6.8) ile
kanistirilmis ve 25 °C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon daha sonra L-DOPA
(40 pL) eklenerek baslatilmistir. Enzim ¢6zeltisi olmadan tiim reaksiyon reaktiflerine
numune ¢ozeltisi eklenerek bir blank hazirlanmistir. Numune ve blank absorbanslari
25 °C'de 10 dakika inkiibasyondan sonra 492 nm'de okunmustur. Blank absorbansi
numuneninkinden ¢ikarilmistir ve tirozinaz inhibitor aktivitesi kojik asit esdegerleri

olarak ifade edilmistir (mg KAE/g extract) (Mocan vd., 2017).
3.5 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografi Analizi (HPLC-DAD)

Farkli ekstraktlarin fenolik bilesim analizi, Caponio vd. (1999) tarafindan agiklanan
yontem de yapilan kii¢clik modifikasyonlarla elde edildi. Analiz C18 kolonu ve diyot
dizisi dedektorii DAD ile donatilmis bir HP Agilent marka 1200 Infinity Series
modeli HPLC cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi. Hareketli faz, (A) su ve (B)
metanol i¢inde %3 asetik asit (v/v) kullanildi. Enjeksiyon hacimleri 10 pL idi ve
ekstrakt konsantrasyonlart 2 mg/ml idi. Eluatlar 278 nm'de saptandi. Test edilen
ornekler metanol i¢inde hazirlandi. Eliisyon gradyan: kullanildi ve takip orami su
sekildedir: %93 A-%7 B (0,1 dk), %72 A-%28 B (20 dk), %75 A-%25 B (8 dk), %70
A- %30 B (7dk); ve 15 dakika boyunca ayni gradyan %67 A-%33 B (10 dakika),
%58 A-%42 B (2 dakika), %50 A-%50 B (8 dakika), %30 A-%70 B idi (3 dk), %20
A-%80 B (2 dk) ve %100 B ¢alismanin son 5 dakikas1 boyunca kullanildi. Ayrica
kullanilan standartlar 3-Hidroksi Benzoik Asit, 4- Hidroksi Benzoik Asit, Benzoik
Asit, Katesin Hidrat, Klorojenik Asit, Kafeik Asit, Epikatesin, Gallik Asit,
Hesperidin, P-Kumarik Asit, Kuersetin, Rosmarinik Asit, Sinapik Asit, Siringik Asit,
t-Sinamik Asit ve t-Ferulik Asit. Bu ¢alismada, (ppm=mg/kg-mg/L) olarak ifade

edilen her bir bilesik her bir 6ziit i¢in incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tezde, Anchusa azurea var. kurdica ve Johrenia aromatica'nin farkli kisimlarinin
antioksidan aktivitelerini, enzim inhibisyonlarini ve fenolik bilesimlerini belirlemek
igin ti¢ farkli ¢oziicii ile (metanol, asetil asetat ve distal su) hazirlanan 6ziitlerin in

vitro testleri yapilmstir.

4.1 Antioksidan Kapasite

Anchusa azurea var. kurdica ve Johrenia aromatica Rech.f.'nin antioksidan
aktivitelerini belirlemek i¢in toplam antioksidan kapasite testi (PBD), DPPH,
CUPRAC, FRAP ve MCA testleri uygulanmistir. Ayrica, farkli ¢oziicti ekstraktlar
ile toplam fenolik icerigi (TPC) ve toplam flavonoid icerigi (TFC) belirlenmistir.

4.1.1 Toplam fenolik icerik (TPC)

A. azurea var. kurdica'nin kuru toprak stii kisimlar1 (yaprak, tomurcuk ve ¢igek) ile
Johrenia aromatica'nin siirgiinleri ve bu bitkilerin toprak alti kisimlari (kok)
kullanilmistir. Johrenia aromatica siirgiinleri ve koklerinin TPC'si sirasiyla 18.44-

31.92 mg GAEs/g ve 11.74-24.80 mg GAEs/g ekstraktlar arasinda degismistir

Ayrica, A. azurea var. kurdica yapraklari, ¢igekleri ve tomurcuklari sirasiyla 14.56-
53.58 mg GAEs/g, 34.72-43.04 mg GAEs/g ve 13.23-51.68 mg GAEs/g ekstrakt
iken, toprak alt1 kisimlart 9.51-22.12 mg GAEs/g ekstrakttir (Cizelge 4.1. ve Sekil
4.1). Genel olarak, metanolik ekstraktlar en iyi sonucu vermistir, bunu su ve etil
asetat ekstraktlart izlemistir. Ayrica, A. azurea var. kurdica yapraklar1 diger bitki

kisimlarina kiyasla en yiliksek TPC'yi igermektedir.

Cizelge 4.1. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica tiirlerinin farkli
kisimlarindan hazirlanan farkl ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri.

Bitki adx Bitki Coziicii TPC
pargasi Ekstrakt (mg GAEs/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak iistii.  E.A. 18.4440.53
MeOH 31.924+0.64
Su 24.40+0.54
Kok E.A. 24.80+0.14
MeOH 11.74+0.11
Su 21.80+0.20
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Cizelge 4.1 (devam). Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica tiirlerinin farkl
kisimlarindan hazirlanan farkli ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri.

Bitki ad1 Bitki Coziicii TPC
pargasi Ekstrakt (mg GAEs/g ekstrakt)
A. azurea var. kurdica  Yaprak E.A. 14.56+0.28
MeOH 53.58+2.69
Su 27.78+0.71
Cicek E.A. 36.89+1.07
MeOH 43.04+1.33
Su 34.72+0.30
Tomurcuk  E.A. 13.23+0.26
MeOH 51.68+0.66
Su 47.05+0.71
Kok E.A. 16.20+0.60
MeOH 22.1240.42
Su 9.51+0.11

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma. **TPC: Toplam Fenolik Igerik;
GAE: Gallik asit esdegeri; MeOH: methanol; E.A.: ethyl acetate.
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Johrenia aromatica A. azurea var. kurdica

Sekil 4.1. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica tiirlerinin farkli
kisimlarindan hazirlanan farkli ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri.

Fenolik bilesikler veya polifenoller gibi toplam biyoaktif bilesikler aromatik halkalar
iceren kimyasal bilesiklerdir. Bu maddeler bitkilerde yaygin olarak bulunur. Fenolik
bilesik, antimikrobiyal, antibakteriyel, antiviral, anti-skleroz, antioksidan ve anti-

inflamatuar gibi bazi1 biyolojik aktivitelere sahiptir (Liu vd., 2023).

Onceki calismalar fenolik bilesiklerin Boraginaceae (Anchusa cinsi) ve Apiaceae
(Umbelliferae) familyalarinda farkli oranlarda degisebilecegini gostermistir.

Ornegin, Boraginaceae familyasindaki Anchusa tiirlerinin toprak iistii kisim
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ekstraktlariin toplam fenolik icerikleri asagidaki gibi tespit edilmistir; Cynoglossum
creticum (54.01), Echium plantagineum (49.64), Echium arenarium (49.35), Borrago
officinale (33.71), Anchuza azurea (16.54) (mg GAE/g DW) (Arroussi vd., 2022).
Ayrica, Moltkia aurea Boiss. and Moltkia coerulea tiirlerinin toprak iistii kisimlarinin
metanol ekstraktlar1 47.23 ve 33.79 mg GAE/g ekstrakt olarak tespit edilmistir
(Zengin vd., 2017). Ayrica Centranthus longiflorus'un toprak iistii kisimlarmnin etil
asetat, metanol ve su ekstraktlarinin toplam fenolik igeriklerinin 27.5, 46.2 ve 37.9
mg GAE/g ekstrakt oldugu, Cerinthe minor i¢in ise 26.2, 25.4 ve 46.6 mg GAE/g
ekstrakt oldugu belirlenmistir (Zengin vd., 2016). Anchusa arvensis tiiriiniin hava ile
kurutulmus etanol ve sulu ekstraktlariin toplam fenolik igerigi 28.15 - 35.54 mg
GAE g% kuru agirhik olarak bulunmustur (Gharib ve Godarzee, 2016). Benzer
sekilde, Anchusa undulata tiiriiniin toprak istii kisimlarinin toplam fenolik igerigi
80.34 mg GAEs/g ekstrakt olarak tespit edilmistir (Sarikurkcu vd., 2015). Taban
Akga vd. (2018), Anchusa undulata bitkilerinin metanol ekstraktinin toplam fenolik
igeriklerinin 65 mg GAE/g ve kok ekstraktlarinin ise 130.39 mg GAE/g oldugunu
ortaya koymustur. Diger c¢alismada ise Anchusa azurea bitkisinin g¢igek
ekstraktlarinin toplam fenolik igeriklerinin 171.2 mg GAE/g ekstrakt oldugu tespit
edilmistir (Kagar vd., 2022).

Apiaceae familyasindan bazi tiirlerin toprak istii kisimlarinin toplam fenolik icerik
sonuglarina bakildiginda Ferula gummosa (21.2), Petroselinum crispum (4.23),
Anethum graveolens (4.17), Cuminum Cyminum (5.41), Bunium persicum (1.92),
Heracleum persicum (9.58), Pimpinella anisum (7.07), Kelussia odoratissima (6.05)
and Foeniculum vulgare (6.11) (mg GAE/g DW) olarak bulunmustur (Hamidian vd.,
2023). Ayrica Ferula tingitana L. tiriinin yaprak, ¢i¢ek, govde ve meyve
kisimlariin toplam fenolik icerigi sirasiyla 93.083, 72.292, 29.042, ve 28.604 ng
GAE/mg ekstrakt, olarak tespit edilmistir (Karakaya vd., 2023). Bir diger ¢alismada
Chaerophyllum macrospermum (35.75), Ferula orientalis (28.07), Ferula rigidula
(26.69), Ferulago setifolia (27.82), Pimpinella anthriscoides (39.10), Prangos
ferulacea (44.44), Prangos peucedanifolia (47.90) (mg GAE/g ekstrakt) tiirlerinin
toplam fenolik igerikleri tespit edilmistir (Zengin vd., 2020). Benzer sekilde yapilan
bir ¢alismada, ¢igeklerin de dahil oldugu toprak iistii kistmlarin toplam fenolik igerigi
Falcaria vulgaris i¢in (20.25), Smyrniopsis aucheri icin (24.18), Smyrniopsis

munzurdagensis i¢in (21.82), Smyrnium cordifolium i¢in (35.68), ve Actinolema
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macrolema icin (24.45) (mg GAE/g extract) olarak tespit edilmistir (Zengin vd.,
2019). Mateji¢ vd, (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada Peucedanum alsaticum L.'nin
(Syn. Johrenia pichleri Boiss.) toprak iistii kisimlarimin metanol ekstraktlarinda
62.55, etil asetat ekstraktlarinda 99.78, su ekstraktlarinda 67.77 ve aseton
ekstraktlarinda 67.32 mg GA/g olarak tespit etmislerdir. Prangos ferulacea,
Chaerophyllum macropodum ve Heracleum persicum'un yenilebilir kisimlarindan
hazirlanan oziitlerin toplam fenolik igerigi ise sirasiyla 65.1, 34.0 ve 59.6 GAE
ug/mg ekstrakt olarak gosterilmistir (Coruh vd., 2007).

Son donemlerde Anchusa ve Johrenia tiirleri {izerine yapilan bir ¢ok aragtirmada bu
tirlerin geleneksel olarak yaygin bir kullanima sahip oldugu ortaya konmustur.
Anchusa tiirlerinin farkli kisimlarindan hazirlanan ekstraktlarin (yaprak, bitki, ¢igek
ve kok) toplam fenolik icerikleri, toplama alanina ve farkli yontemlere bagli olarak

farkl1 oranlarda tespit edilmistir.
4.1.2 Toplam flavonoid igerik (TFC)

Toplam flavonoid igerik, Johrenia aromaticamin govde ve kok ekstrakti ile A.
azurea var. kurdica'nin yaprak, ¢igek, tomurcuk ve kok ekstraktlart kullanilarak
aliminyum kloriir (AICI3) yontemine gore belirlenmistir. Johrenia aromatica
govdesi ve kok ekstraktinin Toplam flavonoid igerigi sirasiyla 0.81-17.27 mg REs/g
ekstrakt ve 0.55-1.22 mg REs/g ekstrakt arasinda degistigi tespit edilmistir. Ancak A.
azurea var. kurdica g¢igek ekstraksiyonlarinda 1.50-42.28 mg REs/g ekstrakt,
ardindan tomurcuk ekstraktlarinda 9.26-26.93 mg REs/g ekstrakt, yaprak
ekstraktlarinda 12.79-18.41 mg REs/g ekstrakt ve kok ekstraktlarinda 0.68-0.98 mg

REs/g ekstrakt oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Toplam flavonoid igerik sonuglarinda A. azurea var. kurdica ve Johrenia
aromatica’nin farkli kisimlarinin metanolik ekstraktlart diger ekstraktlara gore en

yiiksek oranlar1 gosterirken, etil asetat ekstraktlari ise en diislik oranlar1 gdstermistir.
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Cizelge 4.2. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica tiirlerinin farkl
kisimlarindan hazirlanan farkli ekstraktlarin  toplam flavonoid

igerikleri.
Bitki ad1 Bitki Coziicii TFC
pargasi Ekstrakt (mg REs/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak iistii.  E.A. 17.27+0.20
MeOH 16.67+0.12
Su 0.81£0.10
Kok E.A. 1.11+0.17
MeOH 1.2240.08
Su 0.55+2.07
A. azurea var. Kurdica Yaprak E.A. 16.70+0.50
MeOH 18.41+0.21
Su 2.79+0.38
Cicek E.A. 1.50+0.37
MeOH 18.63+0.24
Su 42.28+1.18
Tomurcuk E.A. 9.26+0.31
MeOH 26.93+0.57
Su 12.45+0.35
Kok E.A. 0.68+0.58
MeOH 0.98+0.04
Su 0.84+0.34

*Ug¢ paralel analizin ortalamasitstandart sapma; Total Flavonoid Icerik (TFC);
MeOH; metanol; E.A.: etil asetat; RE: Rutin esdegeri.
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Sekil.4.2. Johrenia aromatica and A. azurea var. kurdica tirlerinin farkli
kisimlarindan hazirlanan farkli ekstraktlarin toplam flavonoid igerikleri.
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Taban Akga vd. (2018), Anchusa undulata bitkisi ve kok ekstraktindaki toplam
flavonoid igerigini sirasiyla 117.5 mg QE/g ve 65.25 mg QE/g olarak tespit etmistir.
Literattirdeki diger tiirlerde de benzer sonuglar elde edilmistir (Khomsi vd., 2022;
Arroussi vd., 2022; Zengin vd., 2016; Gharib ve Godarzee, 2016; Sarikurkcu vd.,
2015; Marrelli vd., 2015; Tavares vd., 2012).

Son zamanlarda yapilan bir¢cok calisma, Apiaceae veya Umbelliferae familyasindaki
toplam flavonoid bilesiklerinin farkli kisim ve ekstraktlarda 1.08-6.18 mg QE/g DW
arasinda degistigini gostermistir. (Hamidian vd., 2023). Bu son c¢alismalar, bu
ailelerin ikisinde toplam flavonoidlerin farkli oranlarini ortaya koymustur. Bu durum
cografi, iklimsel, farkli ekstraksiyon solventleri ve prosediirleri gibi ¢esitli nedenlere

dayandirilabilmektedir.
4.1.3 DPPH Serbest radikal siipiirme aktivitesi

Johrenia aromatica'nin siirgiin ve kok ekstrakti ile A. azurea var. kurdica'nin yaprak,
cicek, tomurcuk ve kok ekstraktlarinin serbest radikal siliplirme aktivitelerini
belirlemek icin DPPH yontemi kullanilmistir. Sonuglar Cizelge 4.3. ve Sekil 4.3'te
gosterilmistir. DPPH radikalinin inhibisyon degerlerine gore, Johrenia aromatica
siirgiinlerinin metanolik ekstrakti (41.78 mg TEs/g), kok kisminin etil asetat
ekstraktina (40.36 mg TEs/g) kiyasla daha giiglii inhibisyon aktivitesi vermistir. A.
azurea var. kurdica tiriiniin ¢igek kisminin sulu ekstrakti1 81.56 mg TEs/g ile ¢ok iyi
bir serbest radikal siiplirme kabiliyeti gosterirken, daha sonra sirasiyla kok metanolik
ekstresi 55.01 mg TEs/g, tomurcuk metanolik ekstresi 47.83 mg TEs/g ve yaprak
metanolik ekstresi 46.54 mg TEsS/g olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdicamin farkli kisimlarinm
farkli solvent ekstraktlari ile DPPH radikal temizleme aktiviteleri.

Bitki ad1 Bitki Coziicii DPPH
pargcasi Ekstrakt (mg TEs/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak tisti  E.A. 8.78+0.21
MeOH 41.78+0.22
Su 28.58+0.54
Kok E.A. 40.36+1.00
MeOH 36.61+1.58
Su 26.44+0.20
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Cizelge 4.3 (devam). Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdicamin farkli
kisimlarmin farkli solvent ekstraktlari ile DPPH radikal temizleme

aktiviteleri.
Bitki ad Bitki Coziicii DPPH
pargasi Ekstrakt (mg TEs/g ekstrakt)
A. azurea var. kurdica  Yaprak E.A. 7.03+0.01
MeOH 46.54+0.03
Su 37.78+0.16
Cicek E.A. 19.63+0.29
MeOH 48.71+0.07
Su 81.56+2.49
Tomurcuk E.A. 2.37£0.00
MeOH 47.83+0.03
Su 41.95+0.08
Kok E.A. 30.89+1.06
MeOH 55.01+0.28
Su 22.944+0.98

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma, ** Trolox esdegeri: TE;
MeOH; metanol; E.A.: etil asetat.
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Sekil 4.3. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin farkli kisstmlarmin farkl
solvent ekstraktlari ile DPPH radikal temizleme aktiviteleri.

Onceki c¢aligmalar, Moltkia aurea Boiss. (54.33 mg TEs/g ekstrakt) ve Moltkia
coerulea (18.81 mg TEs/g ekstrakt) toprak iistii kisim ekstraktlart i¢in benzer DPPH
radikal siiptirme aktivitesi gostermistir (Zengin vd., 2017); ve Centranthus
longiflorus'un etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinda sirasiyla 19.4, 46.2 ve 44.8

mg TEs/g olarak tespit edilmistir (Zengin vd., 2016).
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Anchusa tiirleri lizerinde yapilan tim bu ¢aligmalara gore farkli DPPH radikal
stiplirme aktivite oranlar1 arastirilmistir. Ferula tingitana L. (Apiaceae) yaprak,
cicek, govde ve meyve ekstraktlarinin toprak tstii kisim ekstraktlar1 i¢in DPPH
sliptirme aktivitesi sirasiyla 26.308, 17.545, 4.333 ve 2.666 (% inhibisyon 45 pg/ml)
olarak bulunmustur (Karakaya vd., 2023). Ferula gummosa, Petroselinum crispum,
Anethum graveolens, Cuminum cyminum, Bunium persicum, Heracleum persicum,
Pimpinella anisum, Kelussia odoratissima ve Foeniculum vulgare meyvelerinin
metanolik ekstraktinda DPPH ICso degerleri sirasiyla 8.85, 22.2, 27.12, 9.48, 39.99,
15.82, 10.84, 34.49, 13.91 mg/mL olarak belirlenmistir (Hamidian vd, 2023).

DPPH testi, bitki veya gida 6ziitleri gibi dogal {iriinlerin antioksidan radikal siipiirme
aktivitesinin bir degerlendirmesi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Birgok
calisma, Anchusa tiirlerinde ve Apiaceae familyasinda DPPH radikal siiplirme
yeteneginin farkli yeteneklerde oldugunu vurgulamistir, ancak bu ¢alisma ilk kez
Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'da radikal siipiirme aktivitesini

gostermistir.
4.1.4 ABTS Serbest radikal siipiirme aktivitesi

A. azurea var. kurdica'nin farkli kisimlarindan hazirlanan ekstraktlar tizerinde ABTS
serbest radikal siiplirme aktiviteleri arastirildi ve c¢igek kismindan hazirlanan
ekstraktin su ekstresi, A. azurea var. kurdica'nin tiim kisimlarina kiyasla daha giiglii
ABTS serbest radikal siipiirme aktivitesi gosterdigi tespit edildi (130.59 mg TEs/g).

Bu sonucu tomurcuk metanol ekstresi (95.17 mg TEs/g), yaprak metanol ekstrakti
(94.92 mg TEs/g), kok metanol ekstrakti (87.89 mg TEsS/g) takip etmistir. Johrenia
aromatica tiirii iginse siirgilin su ekstrakti 77.38 mg TEs/g, kok su ekstrakti ise 75.81
mg TEs/g olarak tespit edilmistir. Tim sonuglar Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4'te

verilmistir.

Genel olarak, su, ekstraktlarinin en yiiksek ABTS radikal siipiirme kabiliyetine sahip

oldugu gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.4. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdicanin farkli kisimlarinin
farkli solvent ekstraktlar1 ile ABTS radikal temizleme aktiviteleri.

Bitki ad1 Bitki Coziicii ABTS
parcasi Ekstrakt  (mg TEs/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak Gisti  E.A. 27.28+0.50
MeOH 56.00+0.47
Su 77.38+0.46
Kok E.A. 71.23+£3.27
MeOH 49.20+3.40
Su 75.81+0.55
A. azurea var. kurdica Yaprak E.A. 19.68+0.42
MeOH 94.9240.01
Su 94.08+0.24
Cicek E.A. 49.73+1.06
MeOH 85.06+0.35
Su 130.59+0.12
Tomurcuk E.A. 9.53+0.09
MeOH 95.17+0.26
Su 94.77+0.02
Kok E.A. 55.37+3.78
MeOH 87.89+0.89
Su 58.71+2.32

*Ug paralel analizin ortalamas + standart sapma, ** Trolox esdegeri: TE;
MeOH; metanol; E.A.: etil asetat.
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Sekil 4.4. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin farkli kistmlarinin farkl
solvent ekstraktlar1 ile ABTS radikal temizleme aktiviteleri.
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Son zamanlarda yapilan bircok c¢alisma, Anchusa tiirlerinin ve Apiaceae
familyasinda bulunan diger tiirlerin farkli kisimlarimin farkli oranlarda ABTS serbest
radikal siipiirme aktivitesini gostermistir. Anchusa undulata L. kok ekstraktlarinin
ABTS ICso degerleri 41.15 ve toprak {istii kisimlarinin 32.3 mg TES/g ekstrakt olarak
bulunmustur (Taban Akga vd., 2018).

Moltkia aurea Boiss. ve Moltkia coerulea'nin toprak {istii kisim ekstraktlari sirasiyla
184.88 ve 44.32 mg TEs/g ekstrakt olarak bulunmustur (Zengin vd., 2017). Ferula
tingitana L. (Apiaceae) yaprak, cicek, govde ve meyve ekstraktlar1 igin ABTS
serbest radikal siipiirme aktivitesi 45 pg/ml'de 61.512, 47.095, 12.422 ve 7.965 %
inhibisyon olarak bulunmustur (Karakaya vd., 2023).

Chaerophyllum macrospermum (91.87), Ferula orientalis (55.28), Ferula rigidula
(49.25), Ferulago setifolia (47.67), Pimpinella anthriscoides (95.86), Prangos
ferulacea (96.64), Prangos peucedanifolia (102.70) (mg TE/g ekstrakt) bitki
tirlerinin 35ethan istii kisimlarimin ABTS serbest radikal siiptirme aktiviteleri tespit

edilmistir (Zengin vd., 2020).

ABTS testi, dogal iiriinlerin antioksidan kapasitelerinin tespiti i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir.
4.1.5 Bakar iyonlar1 indirgeme aktivitesi (CUPRAC)

Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica ekstraktlarnin kuprik iyonlarini
azaltma giicii aktiviteleri CUPRAC testinde gosterilmistir. Johrenia aromatica
koklerinden hazirlanan etil asetat ekstrakti (76.61 mg Tes/g) ve siirgiin 35 ethanol

ekstrakti (61.09 mg Tes/g) en iyi kuprik iyon azaltma giicii aktivitesini gostermistir.

A. azurea var. kurdica yaprak metanolik ekstresi (123.00 mg Tes/g) en iyi CUPRAC
indirgeme giicli aktivitesine sahipken, ¢igek su ekstresi (102.49 mg Tes/g), tomurcuk
metanolik ekstresi (94.23 mg Tes/g) ve kok etil asetat ekstresi (69.94 mg Tes/g) en
diisiik kuprik iyonlar1 indirgeme giicii aktivitesi gostermislerdir. Sonuglar Cizelge 4.5

ve Sekil 4.5°de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica’nin farkli kisimlarinin
farkli solvent ekstraktlar1 ile bakir iyonunlarini indirgeme antioksidan

giicii (CUPRAC).

Bitki ad1 Bitki Coziicii CUPRAC
parcasi Ekstrakt (mg TEs/g

ekstrakt)

Johrenia aromatica Toprak tstii  E.A. 43.26+0.26
MeOH 61.09+0.16

Su 41.63£0.47

Kok E.A. 76.61+4.20

MeOH 41.60+0.43

Su 58.66+0.93

A. azurea var. kurdica Yaprak E.A. 35.64+0.41
MeOH 123.00+0.47

Su 47.78+0.20

Cicek E.A. 99.50+0.68

MeOH 83.78+0.22
Su 102.49+2.05

Tomurcuk E.A. 31.99+0.54

Methanol 94.23+0.77

Su 53.87+0.13

Kok E.A. 69.94+2.91

MeOH 68.15+£2.32

Su 29.29+2.20

*(¢ paralel analizin ortalamasitstandart sapma, ** Bakir iyonlari indirgeme
aktivitesi (CUPRAC); Trolox esdegeri: TE; MeOH; metanol; E.A.: etil asetat.
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Sekil 4.5. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin farkli kistmlarinin farkl
solvent ekstraktlar1 ile bakir iyonunlarini indirgeme antioksidan giicii
(CUPRAC).
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Boraginaceae familyasindan Moltkia aurea Boiss. (122.29) ve Moltkia coerulea
(83.06) tiirlerinin toprak istii kisimlarnin etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinda
bakir iyonlarim1 indirgeme giicii aktiviteleri (CUPRAC) arastirilmistir (mg TEs/g)
(Zengin vd., 2017). Apiaceae familyasinin iiyelerinden olan bazi tiirlerin toprak iistii
kisimlarinda  kuprik  iyonlarinin  indirgeme giicii  aktiviteleri (CUPRAC)
Chaerophyllum macrospermum i¢in 110.63, Ferula orientalis i¢in 86.90, Ferula
rigidula i¢in 58.95, Ferulago setifolia i¢in 79.49, Pimpinella anthriscoides i¢in
139.44, Prangos ferulacea i¢in 140.05, Prangos peucedanifolia igin 165.87 mg TE/g
olarak tespit edilmistir (Zengin vd, 2020). Ayrica Falcaria vulgaris (85.29),
Smyrniopsis aucheri (87.19), Smyrniopsis munzurdagensis (72.40), Smyrnium
cordifolium (161.44) ve Actinolema macrolema (115.55) (mg TE/g) tiirlerinin
cigeklerini iceren toprak iistii kistmlarin CUPRAC iyon indirgeyici gii¢ aktiviteleride
arastirllmistir (Zengin vd., 2019). Boraginaceae ve Apiaceae familyalari, son
zamanlarda yapilan bircok calismaya gore indirgeyici giic aktivitesini ortaya
koymustur. Sonuclarimiz, farkli bitki kisimlarinda yiiksek indirgeyici gii¢ aktivitesi

gostermistir.
4.1.6 Demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP)

Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica ekstraktlarimin ferrik iyonlart
indirgeme giicii aktiviteleri incelenmistir. FRAP yontemlerinde, Johrenia aromatica
kok ve siirglin ekstraktlarinin indirgeme giicti aktivitesi sirasiyla 41.80-71.32 mg

oo

TEs/g ve 19.33-34.55 mg TEs/g arasinda degistigi gézlemlenmistir.

A. azurea var. kurdica ¢igek, tomurcuk, yaprak ve kok ekstraktlari ise sirasiyla
32.45-96.62 mg TEs/g, 13.11-77.29 mg TEs/g, 16.29-75.07 mg TEs/g ve 27.30-
65.63 mg TEs/g arasinda degisen sonuglar vermistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).

Johrenia aromatica koklerinden hazirlanan etil asetat ekstraktlart en yiiksek ferrik
iyon indirgeme giicii aktivitesini gostermistir. Ardindan toprakiistii kisimlarinin
metanolik ekstraktlar1 en yiiksek ferrik iyon indirgeme aktivitesi gostermistir. Ancak,
A. azurea var. kurdica, ¢igek kisminin su ekstrakti en iyi ferrik iyon indirgeme giicti
aktiviteleri ile karsimiza ¢ikarken bu sonucu tomurcuk, yaprak ve kok kisimlarinin

metanolik ekstraktlar1 takip etmistir.
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Cizelge 4.6. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdicanin farkli kisimlarinin
farkli solvent ekstraktlar1 ile demir iyonunlarini indirgeme antioksidan

giicii (FRAP).
Bitki adi Bitki Coziicii FRAP
parcasi Ekstrakt (mg TEs/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak iistii  E.A. 19.33+0.32
MeOH 34.55+0.17
Su 26.71+0.12
Kok E.A. 71.32+1.42
MeOH 41.80+1.48
Su 62.63+1.26
A. azurea var. kurdica  Yaprak E.A. 16.29+0.32
MeOH 75.07+0.20
Su 23.99+0.44
Cicek E.A. 32.45+0.47
MeOH 68.59+0.94
Su 96.62+0.57
Tomurcuk E.A. 13.11+0.13
MeOH 77.29+0.14
Su 51.01+0.30
Kok E.A. 43.83+0.65
MeOH 65.63+0.34
Su 27.30+0.82

*U¢ paralel analizin ortalamasitstandart sapma, ** Demir indirgeme
antioksidan giici (FRAP); Trolox esdegeri: TE; MeOH; metanol; E.A.: etil
asetat.
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Sekil 4.6. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin farkli kistmlarinin farkl
solvent ekstraktlar1 ile demir iyonunlarini indirgeme antioksidan giicii
(FRAP).
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Anchusa cinsinin toprak {stii kistmlarinin FRAP aktivitesi hakkinda bir¢ok ¢alisma
rapor edilmis ve benzer sonuglar elde edilmistir (Sarikurkcu vd., 2015, Zengin vd.,
2016, Loizzo vd., 2016, Zengin vd., 2017, Khomsi vd., 2022). Apiaceae familyasina
ait baz1 tiirlerden hazirlanan ekstraktlarin FRAP indirgeme giicii Chaerophyllum
macrospermum igin 68.72 mg TE/g, Ferula orientalis i¢in 48.23 mg TE/g, Ferula
rigidula i¢in 35.61 mg TE/g, Ferulago setifolia i¢in 45.42 mg TE/g, Pimpinella
anthriscoides i¢in 85.37 mg TE/g, Prangos ferulacea i¢in 75.29 mg TE/g, Prangos
peucedanifolia i¢in 100.09 mg TE/g olarak tespit edilmistir (Zengin vd. 2020).

A. azurea var. kurdica ve Johrenia aromatica tiirlerinden hazirlanan oziitlerin bu

testte genel itibariyle iyi sonuglar verdigi gozlemlenmistir.
4.1.7 Total antioksidan kapasite (PBD)

Johrenia aromatica'nin farkli kisimlari igin yapilan fosfomolibden (PBD) testleri,
kok ekstraktlarmin (32.73-42.21 mg TEs/g) siirgiin ekstraktindan (11.31-27.12 mg
TEs/g) daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gostermistir (Cizelge
4.7., Sekil 4.7).

A. azurea var. kurdica gigek ekstrakti (26.92-48.01 mg TEs/g) en yiiksek antioksidan
kapasiteye sahipken, daha sonra kok ekstrakti (34.24-42.55 mg TEs/g), tomurcuk
ekstrakti (22.50-36.86 mg TEs/g ekstrakt) ve yaprak ekstraktlar1 (0.51-29.81 mg
TEs/qg ekstrakt) gelmektedir (Cizelge 4.7.., Sekil 4.7).

Bu testte en 1yi sonug veren ¢oOziicii ekstraktlari sirasiyla etil asetat, metanol ve su

olmustur.

Cizelge 4.7. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdicamin farkli kisimlarinm
farkli solvent ekstraktlar: ile toplam antioksidan kapasitesinin 6lglimii

(PBD).
Bitki adx Bitki Coziicii PBD
pargcasi Ekstrakt (mg TEs/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak st E.A. 27.1240.63
MeOH 17.73+0.34
Su 11.31+0.69
Kok E.A. 42.21+3.36
MeOH 3273+ 1.15
Su 35.85+1.12
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Cizelge 4.7 (devam). Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdicamin farkli
kisimlarinin ~ farklt  solvent ekstraktlar1 ile toplam antioksidan
kapasitesinin 6l¢timii (PBD).

Bitki ad1 Bitki Coziicii PBD
parcasi Ekstrakt (mg TEs/g ekstrakt)
A. azurea var. kurdica Yaprak E.A. 20.32+0.82
MeOH 29.81+1.54
Su 0.51+0.00
Cicek E.A. 48.01+1.00
MeOH 26.92+1.09
Su 40.94+1.24
Tomurcuk E.A. 22.50+0.82
MeOH 36.86+2.63
Su 28.53+0.45
Kok E.A. 39.79 £2.33
MeOH 42.55+£2.67
Su 34.24 £0.36

*Ug paralel analizin ortalamasi+standart sapma, ** Total antioksidan kapasite
(PBD); Trolox esdegeri: TE; MeOH; metanol; E.A.: etil asetat.
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Sekil 4.7. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin farkli kissmlarinin farkl
solvent ekstraktlari ile toplam antioksidan kapasitesinin 6l¢iimii (PBD).

Zengin vd. (2020) calismasinda Chaerophyllum macrospermum, Ferula orientalis,
Ferula rigidula, Ferulago setifolia, Pimpinella anthriscoides, Prangos ferulacea ve
Prangos peucedanifolia tiirlerinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan o6ziitlerin
toplam antioksidan kapasiteleri arastirilmis ve ¢aligmanin sonucunda sirasiyla 1.93,

1.51, 1.43, 1.53, 1.75, 1.80 ve 2.17 mml TE/g olarak tespit edilmistir. Calismamizda
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elde ettigimiz PBD testi sonuglari, son zamanlarda yapilan bir¢ok ¢aligmaya gore A.
azurea var. kurdica ve Johrenia aromatica tiirleri baglaminda en yiiksek antioksidan

kapasiteyi kaydetmistir.
4.1.8 Metal selatlama aktivitesi (MCA)

Metal selatlama yontemi, Johrenia aromatica tiiriiniin kok ve siirgiinlerinden A.
azurea var. kurdica tiirliniin ise yaprak, tomurcuk, kok ve ¢igeklerinden elde edilen
ekstraktlarm Fe?" iyonu selatlama aktivitelerinin tespit edilmesi i¢in uygulanmustir.
Sonuglara bakildiginda en yiiksek metal selatlama aktivitesinin Johrenia aromatica
siirgiinlerinde 23.99-32.31 mg EDTA/g ve en diisilk koklerde 4.54-25.58 mg
EDTAE/g oldugu tespit edilmistir. Ote yandan, A. azurea var. kurdica yaprak
ekstraktlarinin Fe?* iyonu selatlama aktiviteleri 13.05-34.05 mg EDTAE/g ile en
yiikksek sonucu vermistir. Ardindan sirastyla tomurcuk kisminin metal selatlama
aktivitesi 22.59-30.06 mg EDTAE/g, kok kisminin metal selatlama aktivitesi 6.40-
21.81 mg EDTAE/g ve cicek kisminin metal selatlama aktivitesi 10.91-21.56 mg
EDTAE/g seklinde tespit edilmistir. Bununla birlikte, su ¢6ziiciisiiniin metanol ve etil
asetat ekstraktlarina karsi metal selatlama aktivitesinde daha iyi sonug¢ verdigi

gozlemlenmistir (Cizelge 4.8., Sekil 4.8).

A. azurea var. kurdica'nin MCA sonuglar1 Johrenia aromatica ekstraktlarindan daha
yiiksek aktivite gdstermistir. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin Fe?*
iyonu selatlama 6zellikleri sonuglar farkli bir kisim ile oksidatif hasara kars1 aktivite
gostermistir.

Cizelge 4.8. Johrenia aromatica ve A. azurea var kurdicanin farkli kisimlariin

demir iyonlar1 (MCA) iizerinde farkli solvent ekstraktlar1 ile metal
selatlama aktivitesi.

Bitki ada Bitki Coziicii MCA
parcasi Ekstrakt (mg EDTAE/g
ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak iisti  E.A. 23.99+0.06
MeOH 27.56+0.43
Su 32.31+0.31
Kok E.A. 4.54+0.20
MeOH 13.29+0.52
Su 25.58+0.17
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Cizelge 4.8 (devam). Johrenia aromatica ve A. azurea var kurdicamin farkl
kisimlarinin demir iyonlar1 (MCA) tizerinde farkli solvent ekstraktlari
ile metal selatlama aktivitesi.

Bitki ada Bitki Coziicii MCA
parcasi Ekstrakt  (mg EDTAE/g ekstrakt)
A. azurea var. kurdica Yaprak E.A. 13.05+0.19
MeOH 27.72+0.50
Su 34.05+0.10
Cicek E.A. 21.56+0.36
MeOH 10.91+0.01
Su 13.40+0.32
Tomurcuk  E.A. 25.81+0.43
MeOH 30.06+0.07
Su 22.59+0.07
Kok E.A. 16.60+1.48
MeOH 6.40 £0.56
Su 21.81+0.43

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma, ** Metal selatlama aktivitesi
(MCA); Etilendiamintetraasetat esdegeri: EDTAE; (EDTAE: EDTA
equivalent); MeOH; metanol; E.A.: etil asetat.
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Sekil 4.8. Johrenia aromatica ve A. azurea var kurdica'nin farkli kisimlariin demir
iyonlart (MCA) tizerinde farkli solvent ekstraktlar1 ile metal gelatlama
aktivitesi.

Zengin vd. (2017) yapmis olduklar1 bir ¢alismada Moltkia aurea Boiss. ve Moltkia

coerulea tiirlerinin toprak st kisimlarinin  metal selatlama aktivitelerini
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aragtirmiglaridir. Calismanin sonucunda sirasiyla M. aurea i¢in 14.65 mg EDTAEs/g
ve M. couerulea i¢in 19.30 mg EDTAEs/g olarak tespit etmiglerdir. Centranthus
longiflorus'un toprak tistii kisimlarinin etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinda metal
selatlama aktivitesi 22.5, 32.3 ve 28.4 mg EDTAEs/g ve Cerinthe minor igin 23.9,
31.9 ve 33.6 mg EDTAEs/g olarak tespit edilmistir (Zengin vd., 2016). Falcaria
vulgaris, Smyrniopsis aucheri, Smyrniopsis munzurdagensis, Smyrnium cordifolium
ve Actinolema macrolema tiirlerinin ¢igeklerini i¢eren toprak tistii kistmlarinin metal
selatlama aktiviteleri sirasiyla 23.37, 48.22, 43.35, 35.91 ve 30.58 mg EDTAE/g
olarak tespit edilmistir (Zengin vd., 2019).

Calisamizi, bahsedilen son c¢aligmalara gore kiyasladigimizda, A. azurea var.
kurdica ve Johrenia aromatica tiirlerinin iyi bir metal selatlama kabiliyeti gosterdigi

tespit edilmistir.
4.2 Enzim Inhibisyon Testleri
4.2.1 ACHE inhibisyonu

Johrenia aromatica'nin toprak {istii kisimlarmin ekstraktlar1 asetilkolinesteraz
(ACHE) inhibisyonu (2.21-3.65 mg ACEs/g ekstrakt) tizerinde kok ekstraktlarindan
(0-0.30 mg ACEs/g ekstrakt) daha yiiksek inhibisyon aktivitesi sergilemistir. Ote
yandan, A. azurea var. kurdica'nin yaprak ekstraktlari en yiiksek aktiviteyi
sergilemistir (0.98-3.37 mg ACEs/g ekstrakt). Ardindan sirasiyla ¢igek ekstraktlari
(1.59-3.36 mg ACEs/g eckstrakt), tomurcuk ekstraktlar1 (2.53-3.34 mg ACEs/g
ekstrakt) ve kok ekstraktlar1 (0.50-2.85 mg ACEs/g ekstrakt) daha diisiik aktivite
sergilemiglerdir. Sonuglar etil asetatin en iyi ¢oziicli ekstrakt oldugunu, ardindan

metanol ve suyun geldigini gostermistir (Cizelge 4.9., Sekil 4.9).

Cizelge 4.9. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdicamin farkli kisimlarinimn
farkli solvent ekstraktlari ile asetilkolinesteraz inhibisyonlari.

Bitki adx Bitki Coziicii ACHE Inhibisyonu
pargasi Ekstrakt  (mg GALAE/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak iistii  E.A. 3.05+0.13
MeOH 3.6540.00
Su 2.21+0.03
Kok E.A. na
MeOH na
Su 0.30+0.02
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Cizelge 4.9 (devam). Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdicamin farkli
kisimlarinin ~ farkli  solvent ekstraktlar1 ile asetilkolinesteraz

inhibisyonlari.
Bitki adi Bitki Coziicii ACHE Inhibisyonu
parcasi Ekstrakt  (mg GALAE/g ekstrakt)
A. azurea var. kurdica Yaprak E.A. 3.37+0.04
MeOH 3.19+0.06
Su 0.98+0.01
Cicek E.A. 3.36+0.01
MeOH 2.91+0.12
Su 1.59+0.02
Tomurcuk E.A. 3.34+0.07
MeOH 3.34+0.04
Su 2.53+0.03
Kok E.A. 2.85+0.25
MeOH 2.17£0.15
Su 0.50+0.09

“Ug paralel analizin ortalamasi + Standart sapma. **GALAE: Galathamine
esdegeri; M: metanol; E.A.: etil asetat; na: aktivite yok.
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Sekil 4.9. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin farkli kisitmlarinin farkli
solvent ekstraktlari ile asetilkolinesteraz inhibisyonlari.

Moltkia aurea Boiss. ve Moltkia coerulea'nin toprak iistii kisimlarinin metanolik
ekstraktlarinin AChE inhibisyonu i¢in sirasiyla 1.75 mg GALAEs/g ve 1.73 mg
GALAEs/g olarak tespit edilmistir (Zengin vd., 2017). Chaerophyllum
macrospermum, Ferula orientalis, Ferula rigidula, Ferulago setifolia, Pimpinella
anthriscoides, Prangos ferulacea ve Prangos peucedanifolia tiirlerinin igin toprak
iistii kistmlarinin AChE inhibisyonu ise sirasiyla 4.53, 4.59, 4.51, 4.48, 4.06, 1.47 ve
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4.09 mg GALAE/g olarak belirlenmistir (Zengin vd., 2020). Alzheimer hastalig
norodejeneratif bir hastaliktir ve ACHE inhibitorii enzimler antikolinerjik aktiviteye
sahiptir (Medrano-Macias, 2022). Bu enzimi inhibe edebilecek nitelikte inhibitorler
bitkilerde bulunabilmektedir. Calismamizin sonuglar1 gére genel olarak, bu iki bitki

tiiriiniin cok az ACHE inhibitor aktivitesi gosterdigi gozlemlenmistir.
4.2.2 BUCHE inhibiysonu

Johrenia aromatica'nin kok ekstraktlari, biitilkolinesteraz (BuCHE) inhibisyonu
acisindan 0-5.47 mg ACE/g olarak tespit edilmistir. Toprak iistii kisimlarindan
hazirlanan ekstraktlarin biitirilkolinesteraz inhibisyonu ise 1.86-2.45 mg ACE/g
olarak tespit edilmistir. A. azurea var. kurdica tiiriiniin kok kisimlarindan hazirlanan
ekstraklarin biitirilkolinesteraz inhibisyonu 0-5.43 mg ACE/g, cicek ekstraktlar: O-
4.39 mg ACE/g, tomurcuk ekstraktlar1 0-2.80 mg ACEs/g ve yaprak 1.96-2.68 mg
ACEs/g olarak tespit edilmistir. Ayrica etil asetat, metanol ve su bu test 6zelinde

strastyla en iyi solventler olarak gozlemlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.10).

Cizelge 4.10. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin farkli kisimlarinin
farkli solvent ekstraktlari ile asetilkolinesteraz inhibisyonlari.

Bitki ad1 Bitki Coziicii BUuCHE Inhibisyonu
parcasi Ekstrakt ~ (mg GALAE/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak iistii.  E.A. 2.45+0.02
MeOH 2.16+0.18
Su 1.86+0.06
Kok E.A. 5.47+0.25
MeOH 3.324+0.39
Su na
A. azurea var. kurdica Yaprak E.A. 2.68+0.12
MeOH 2.14+0.08
Su 1.96+0.10
Cicek E.A. 4.39+0.07
MeOH 1.00+0.12
Su Na
Tomurcuk E.A. 2.80+0.03
MeOH 2.29+0.02
Su Na
Kok E.A. 5.43+0.34
MeOH 1.60+004
Su na

“Ug paralel analizin ortalamasi = Standart sapma.**GALAE: Galathamine
esdegeri; M: metanol; E.A.: etil asetat; na: aktivite yok.
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BuCHE Inhibiysonu (mg GALEs/g ekstrakt)
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Sekil 4.10. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nmin farkli kisimlarinin
farkli solvent ekstraktlari ile asetilkolinesteraz inhibisyonlart.

Moltkia aurea Boiss'in toprak {istii kisimlarinin BuChE inhibisyonu. 1.17 mg
GALAE/g ve Moltkia coerulea 1.58 mg GALAE/g olarak tespit edilmistir (Zengin
vd, 2017). Boraginaceae familyasindan Chaerophyllum macrospermum, Ferula
orientalis ve Ferula rigidula, Ferulago setifolia'nin toprak tistii kismi ekstraktlarinin
BUCHE inhibisyonu sirasiyla 3.22, 3.01, 3.04 ve 2.47 mg GALAE/g olarak tespit
edilmistir (Zengin vd, 2020). Son zamanlarda yapilan bir¢ok arastirma sonuglarina
gore A. azurea var. kurdica ve Johrenia aromatica tiirlerinin BuCHE inhibitor
aktivitesi agisindan yiiksek oran gosterdigi gézlemlenmistir. Butirilkolinesteraz
inhibitoriiniin  (BuChEI), AD iizerinde daha iyi iyilestirici etkileri vardir ve
asetilkolinesteraz inhibitorlerine gore daha disiik yan etkilere sahiptir (Zhou ve
Huang, 2022). Ote yandan fenolik bilesiklerin anti-alzheimer iizerinde etkiler
gosterdigi ortaya c¢ikmistir (Hamaguchi vd., 2009). A. azurea var. kurdica ve
Johrenia aromatica’nin yapisindaki fenolik bilesikler BuChE ve ACHE inhibitorleri

acisindan Alzheimer hastaligina karsi umut veren sonuclar sergilemistir.

4.2.3 Tirozinaz inhibisyonu

Johrenia aromatica'nin tirozinaz inhibisyonu toprak iistii ve koklerde sirasiyla 26.48-
30.86 ve 12.08-40.79 mg KAE/g olarak bulunmustur. Ote yandan A. azurea var.
kurdica yaprak, cigek, tomurcuk ve kokte sirasiyla 20.99-33.70, 18.85-27.12, 23.81-
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33.70 ve 12.12-40.82 mg KAEs/g olarak bulunmustur. Ayrica bu testte metanolik
ekstraktlarin, etil asetat ve sulu ekstraktlara gore daha iyi sonuglar verdigi
gozlemlenmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.11).

Cizelge 4.11. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin farkli kisimlarinin
farkl1 solvent ekstraktlari ile tirozinaz inhibisyonlari.

Bitki adi Bitki Coziicii Tirozinaz inhibisyonu
pargasi Ekstrakt  (mg KAE/g ekstrakt)

Johrenia aromatica Toprak tstii  E.A. 26.48+0.08

MeOH 30.86+0.67

Su 29.90+0.03

Kok E.A. 38.89+3.37

MeOH 40.79+1.28

Su 12.08+0.39

A. azurea var. kurdica Yaprak E.A. 20.99+0.09

MeOH 24.05+0.03

Su 33.70+0.13

Cicek E.A. 27.12+0.76

MeOH 23.80+0.91

Su 18.85+065

Tomurcuk E.A. 24.81+0.34

MeOH 23.81+0.37

Su 33.70+0.69

Kok E.A. 41.37+£0.58

MeOH 40.82+0.69

Su 12.12+0.31

“Ug paralel analizin ortalamasi + Standart sapma.** KAE: Kojik asit esdegeri;
M: metanol; E.A.: etil asetat; na: aktivite yok.

Tirozinaz inhibisyonu (mg GALEs/g ekstrakt)
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Sekil 4.11. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica'nin farkli kisimlariin
farkli solvent ekstraktlari ile tirozinaz inhibisyonlari.
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Moltkia aurea Boiss ve Moltkia coerulea‘nin toprak istii kisimlari igin tirozinaz
inhibitor aktivitesi sirasiyla 38.51 ve 34.97 mg KAE/g olarak tespit edilmistir
(Zengin vd., 2017). Genel itibariyle Apiaceae familyasinin tirozinaz inhibisyonu
125.91-131.94 mg KAE/g arasinda degismektedir (Zengin vd, 2020).

Son zamanlarda yapilan bir¢ok calismaya gore A. azurea var. kurdica en yiiksek
tirozinaz inhibitor aktivitesini gdstermistir. Burada, Tirozinaz inhibitorlerinin (TT'ler)
biyolojik aktivitelerinden dolayr tarim, kozmetik ve farmasotik (antimikrobiyaller

veya antibiyotikler) gibi bir¢ok alanda kullanildigi séylenebilir (Yuan vd., 2020).

Dolayisiyla, bu sonuglar Boraginaceae familyasinda fenolikler ile tirozinaz
inhibisyon aktivitesinin oldugunu ve flavonoid bilesiklerin cilt depigmentasyon
aktivitesi olarak kabul edilebilecegini gostermistir. Fenolikler ve flavonoid bilesikler

cilt beyazlatma inhibitorleri olarak giiclii inhibitordiirler (TH Khan, 2012).
4.2.4 Alfa-amilaz inhibisyonu

Johrenia aromatica toprak istii ekstraktlarinin o-amilaz inhibisyonu 40.92-226.79
mg ACAE/g ve kok ekstraktlarinin 23.78-288.59 mg ACAE/g oldugu tespit
edilmistir. A. azurea var. kurdica tiirtiniin ¢icek kismmin (188.38-369.08 mg
ACAE/g), kok (176.72-361.94 mg ACAE/g), tomurcuk (43.23-267.14 mg ACAE/Q)
ve yaprak ekstraktlart (95.09-226.01 mg ACAE/g) ile karsilastirildiginda en yiiksek
orana sahip oldugu goézlemlenmistir. a-amilaz inhibisyonu icin etil asetat solvent
ekstraktlar1 su ve metanolden daha yiiksek bir aktivite sergilemislerdir (Cizelge 4.12,
Sekil 4.12).

Cizelge 4.12. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica tiirlerinin farkl
kisimlarindan farkli ¢6ziiclilerle hazirlanan ekstraktlarin a-amilaz
inhibisyon aktiviteleri.

Bitki adx Bitki Coziicii a-amilaz inhibisyonu
parcasi Ekstrakt (mg ACAE/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak st E.A. 226.79+£2.55
MeOH 173.85+0.46
Su 40.92+0.09
Kok E.A. 288.59+5.00
Methanol 269.42+10.28
Su 23.78+0.50
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Cizelge 4.12 (devam). Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica tiirlerinin farkl
kisimlarindan farkli ¢oziiclilerle hazirlanan ekstraktlarin  a-amilaz
inhibisyon aktiviteleri.

Bitki adi Bitki Coziicii a-amilaz inhibisyonu
pargasi Ekstrakt (mg ACAE/g ekstrakt)
A. azurea var. kurdica Yaprak E.A. 226.01+0.12
MeOH 177.59+0.82
Su 95.09+2.79
Cicek E.A. 369.08+0.61
MeOH 188.38+1.46
Su 269.42+1.21
Tomurcuk E.A. 267.14+1.67
MeOH 214.98+1.52
Su 43.23+1.43
Kok E.A. 264.52+55.93
MeOH 176.72+1.44
Su 361.94+4.99

“Ug paralel analizin ortalamasi + Standart sapma.** ACAE: Acarbose esdegeri;
M: metanol; E.A.: etil asetat; na: aktivite yok.

a-amilaz inhibisyonu (mg ACAE/g ekstrakt)
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Sekil 4.12. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica tiirlerinin farkl
kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlarin  a-amilaz
inhibisyon aktiviteleri.

Anchusa officinalis tiirtiniin toprak iistii kisimlarindan kisimlarinin ekstraktlari gibi

Boraginaceae familyasi {izerinde yapilan bir¢ok yeni ¢alisma, a-amilaz inhibisyonu

ICso degerlerinin 954.16 + 7.46 pg/mL oldugunu gostermistir (Paun vd., 2020).
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Anchusa azurea ozlerinin yenilebilir ¢igcegi ICso'yi 66.9 + 3.9 ug/mL olarak
gostermistir (Loizzo vd., 2015). Chaerophyllum macrospermum, Ferula orientalis,
Ferula strictula, Ferulago setifolia, Pimpinella anthriscoides, Prangos ferulacea ve
Prangos peucedanifolia'nin toprak iistii kisimlarinin a-amilaz inhibisyonu sirasiyla
0.83, 0.89, 0.78, 0.81, 0.89, 0.77 ve 0.83 mmol ACAE/g olarak tespit edilmistir
(Zengin vd, 2020).

Kandaki seker seviyeleri a-amilaz inhibisyon aktivitesi ile azaltilir. Antioksidanlar ve
a-amilaz, tip 2 diyabetin tedavisinde tercih edilen bilesiklerdir (Hoang Anh vd,
2020).

Bu sonuglar, A. azurea var. kurdica ve Johrenia aromatica tiirleri tizerinde en yiiksek
a-amilaz inhibisyon aktivitesi oranlarini ortaya cikardi. Burada simdiye kadar bu
alanda herhangi bir bilimsel aragtirma yapilmadigindan bu iki endemik ve geleneksel
bitkinin farmasotik uygulamalarda kullanilabilecegi veya toniklestirme testlerinden

sonra nutrasdtiklerde faydali olabilecegi sdylenebilir.
4.2.5 Alfa-glukosidaz inhibisyonu

Johrenia aromatica koklerinden elde edilen ekstraktlarin (0-612.04 mg ACAE/Q) a-
glukosidaz inhibisyonu, toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstraktindan (O-
543.17 mg ACAE/g) daha yiliksek inhibisyon aktivitesine sahip oldugu

gozlemlenmistir.

Ote yandan A. azurea var. kurdica kok ekstraktlar1 (69.33-838.93 mg ACAE/Qg),
cicek (0-833.83 mg ACAE/g ekstrakt), tomurcuk (0-569.81 mg ACAE/g ekstrakt) ve
yaprak ekstraktlarina (0-545.39 mg ACAE/q)

kiyasla en yiiksek orani gostermistir. Sulu ekstraktlarn, etil asetat ve metanol
coziiciilerinden daha yiiksek aktivite sergiledigi gozlemlenmistir (Cizelge 4.13, Sekil
4.13).
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Cizelge 4.13. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica tiirlerinin farkl
kisimlarindan ~ farkli  ¢oziiciilerle hazirlanan  ekstraktlarin = a-
glukosidaz inhibisyon aktiviteleri.

Bitki ad1 Bitki Coziicii a-glukosidaz inhibisyonu
parcasi Ekstrakt (mg ACAE/g ekstrakt)
Johrenia aromatica Toprak iistii.  E.A. 543.17+7.64
MeOH na
Su na
Kok E.A. 612.04+21.49
MeOH na
Su na
A. azurea var. kurdica Yaprak E.A. 545.39+6.07
MeOH na
Su 204.59+11.69
Cigek E.A. 551.60+5.27
MeOH na
Su 833.83+6.34
Tomurcuk E.A. 569.81+8.81
MeOH 123.66+7.49
Su na
Kok E.A. 69.33+4.52
MeOH 14.83+0.96
Su 838.93+15.69

“Ug paralel analizin ortalamasi = Standart sapma.** ACAE: Acarbose esdegeri;
M: metanol; E.A.: etil asetat; na: aktivite yok.

a-glukosidaz inhibisyonu (mg ACAE/g ekstrakt)
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Sekil 4.13. Johrenia aromatica ve A. azurea var. kurdica tiirlerinin farkli
kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlarin a-glukosidaz
inhibisyon aktiviteleri.
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a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi, Anchusa officinalis toprak tistii kism1 (ICso degeri
151.76 pg/mL) gibi Boraginaceae familyast Oziitleri iizerindeki aktiviteyi
gostermistir (Paun vd., 2020). Anchusa azurea a-glukozidaz ICso'nin yenilebilir ¢igek
oOziitleri 89.5 ug/mL idi (Loizzo vd., 2015).

Sonuglarimiza gore, A. azurea var. kurdica ve Johrenia aromatica'nin en yiiksek
aktivite inhibisyon oranlarina sahip oldugu gosterilmistir. Ote yandan, antioksidanlar
plazma glikoz seviyesini diisiirebildikleri i¢in anti-diyabetik aktivitede rol oynarlar
(Suresh vd., 2021). Ayrica, flavonoidler diyabet hastaligini Onleme yetenegine
sahiptir (Al-Ishag vd., 2019); ve klorojenik asit antidiyabetik aktiviteye sahiptir
(Santana-Galvez vd., 2017). Tiim bu biyoaktif kimyasallar, a-glukozidaz inhibisyonu
ve flavonoidler diyabetik hastalig1 6nleyebilir. Burada, en yiiksek a-glukozidaz orani,
flavonoidler, epikatesin, klorojenik asit ve bazi antioksidanlar birlikte anti-diyabetik
ilaclar gibi aktiviteye sahiptirler. Bu bitkiler geleneksel bitkiler olarak kabul
edilebilirler veya en yiiksek a-glukozidaz inhibitdrleri oranlarindan dolay1 nutrasétik

olarak faydali olabilecegi diisiiniilebilir.

4.3 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi-Diyot Dizisi Tespiti (HPLC-DAD)

Her bir ornek ekstrakt i¢in 16 fenolik (3-Hidroksi Benzoik Asit, 4-Hidroksi Benzoik
Asit, Benzoik Asit, Katesin Hidrat, Klorojenik Asit, Kafeik Asit, Epikatesin, Gallik
Asit, Hesperidin, P-Kumarik Asit, Kuersetin, Rosmarinik Asit, Sinapik Asit, Siringik
Asit, t-Kinnamik Asit ve t-Ferulik Asit) standardin kullanildigt HPLC analizleri
yapilmistir. Genel olarak, HPLC sonuglart Johrenia aromatica ve A. azurea var.

kurdica'daki tiim bu biyoaktif bilesikleri farkli oranlarda gostermektedir.

HPLC analizlerine goére, Johrenia aromatica toprak iistii kisimlarinin etil asetat
ekstraktlar1 16 fenolik bilesikten 11'ini, metanol ekstraktlar1 16 fenolik bilesikten
9'unu ve su ekstraktlar1 16 fenolik bilesikten 11'ini tespit edilmistir. Kok kisimlarinin
etil asetat ve metanol ekstraktlar1 16 fenolik bilesikten 10'u ve su ekstraktlar1 16

fenolik bilesikten 13'i tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.14'te verilmistir.

Verilen Johrenia aromatica toprak {istii kisimlarinin metanol ekstraktinda (109.475
ppm) klorojenik asit oraninin yiiksek oldugu, bunu kdk metanol ekstraktlarinda

Quercetin (63.443 ppm) ve toprak {istii kisminin etil asetat ekstraktinda Rosmarinik
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Asit (12.569 ppm) takip ettigi gosterilmistir. Metanol, etil asetat ve su ile

karsilastirildiginda en iyi ¢6ziicli ekstresi olmustur.

A. azurea var. kurdica sonuglari tomurcuk su ekstraktlarinda 16 bilesikten 15'ini,
tomurcuk metanol ve etil asetat ekstraktlarinda ise 16 bilesikten 13'inii tespit
edilmistir. Su 6zitlii yapraklar bu 16 bilesigin 13'inii, metanol ve etil asetat oziitlii
yapraklar ise bu 16 bilesigin 11'ini gostermistir. Su 6ziitlii ¢igeklerde 16 bilesikten
14", etil asetat oziitli ¢iceklerde 16 bilesikten 10'u ve metanol 6ziitlii ¢igeklerde 16
bilesikten 9'u bulunmustur. Ayrica, kok etil asetat ekstraktlar1 16 bilesikten 8'ini,
metanol ve su ekstraktlari ise 16 bilesikten 9'unu gostermistir (Cizelge 4.15). Cigek
kisminin metanol ekstraksiyonu rosmarinik Asit (RA) (432.821 ppm), kdk metanol
ekstraktlarinda Kafeik asit (33.057 ppm), ¢icek metanol ekstraktinda Klorojenik asit
(24.818 ppm), yaprak etil asetat ekstraktinda epikatesin (23.510 ppm), tomurcuk
metanol 6ziitiindi hesperidin (19.519 ppm), yaprak kisminin su 6ziitiinde 4- Hidroksi
benzoik asit (17.493 ppm), tomurcuk kisminin metanol 6ziitiinde 3- Hidroksi benzoik
asit (11.072 ppm) incelenen en bol bilesenler olarak tespit edilmistir. Genel olarak
metanol, etil asetat ve su ile karsilastirildiginda en iyi ¢oziicii olmustur. Rosmarinik
asit bilesigi i¢in en iyi ¢oziicli ekstrakt metanol olmustur. A. azurea var. kurdica
cicek (432.821 ppm), tomurcuk (398.86 ppm), yaprak (275.755 ppm) ve kok
ekstraktlar1 (4.224 ppm) diger 15 fenolik bilesige kiyasla en yiiksek oranlara
sahiptirler. Johrenia aromatica toprak istii kismi metanol ekstraktlarinda bulunan
ikinci ve {glincii en yiliksek fenolik bilesikler, kok metanol ekstraktlarindaki
Klorojenik asit (109.475 ppm) ve Kuersetin (63.443 ppm) olmustur. Daha sonra A.
azurea var. kurdica kok metanol ekstraktlarindaki Kafeik asit (33.057 ppm)

gosterilmistir.
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Cizelge 4.14. Johrenia aromatica'nin toprak istii ve toprak alti kisimlarinin HLPC kimyasal bilesim analizleri.

No. Fenolik Bilesikler* Korelasyon A (nm) RT J.T.EA. J.T.M. J.T.S. J.K.EA. J.KM. J.KS.

(r2) (min.)  (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (Ppm) (Ppm)
1 3-Hidroksi Benzoik Asit 0,99928 287 22545  N.D. N.D. N.D. N.D. 1.136 N.D.
2 4- Hidroksi Benzoik Asit 0,99994 278 17.647  N.D. N.D. 0.847 N.D. N.D. 0.638
3 Benzoik Asit 0,99986 278 47629  1.727 N.D. 0.446 3.65 0.136 3.191
4 Katesin Hidrat 0,99906 278 11499  N.D. N.D. 2.099 N.D. N.D. N.D.
5 Klorojenik Asit 0,99970 330 16.239  1.451 109.475  9.485 1.122 N.D. 1.139
6 Kafeik Asit 0,99892 330 21476  1.075 8.309 5.561 6.001 6.397 0.934
7 Epikatesin 0,99879 278 20.169  5.187 N.D. 2.678 8.517 4.893 5.256
8 Gallik Asit 0,99966 278 5.912 0.288 N.D. 0.208 N.D. N.D. 0.954
9 Hesperidin 0,99705 287 65989  N.D. 11.445  4.306 N.D. 5.844 3.783
10  P-Kumarik Asit 0,99982 330 33597  0.803 1.749 1.239 0.684 N.D. 0.356
11  Kuersetin 0,99962 254 76.313  12.569 4.972 7.723 5.188 10441 4741
12 Rosmarinik Asit 0,99907 330 70.655  1.843 2.487 2.934 1.807 63.443 1.791
13 Sinnapik Asit 0,99925 330 37.264  0.243 0.368 0.203 2.378 0.271 0.419
14 Siringik Asit 0,99839 278 22628  N.D. N.D. 1.042 N.D. N.D. N.D.
15  t-Sinnamik Asit 0,99998 278 75207  3.372 5.806 3.123 0.592 0.767 0.929
16 t-Ferulik Asit 0,99993 330 37.202  0.159 0.11 N.D. 1.615 0.371 0.149

* 1, 5, 10, 20, 50, 70, 100 ppm konsantrasyonlarinda saf standart ¢ozeltileri okutularak kalibrasyon egrisi
hazirlanmistir. **RT=Retention Time (Alikonma zamani), N.D.=Not Detected,

***ppm=mg/kg-mg/L. NOT: Sonuglar testi yapilan ve raporda tanimlanan numunelere aittir.

****Johrenia aromatica Toprak istii Etil Asetat Ekstraksiyon (J.T.E.A.), Johrenia aromatica Toprak {istii Metanol
Ekstraksiyon (J.T.M.), Johrenia aromatica Toprak iistii Su Ekstraksiyon (J.T.S.), Johrenia aromatica kok Etil Asetat
Ekstraksiyon (J.K.E.A.), Johrenia aromatica kok Metanol Ekstraksiyon (J.K.M.), Johrenia aromatica kok Su
Ekstraksiyon (J.K.S.).
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Cizelge 4.15. A. azurea var. kurdica'nin toprak iistii ve kok kistmlarmin HLPC kimyasal bilesim analizleri.

No Fenolik Bilesikler* Korelasyon Iy RT AY.EA. AY.M. AYS. AKEA AKM. AKS. ACEA A.CM. ACS. ATEA AT.M. ATS.
: (r2) (hm)  (min)  (ppm) (ppm)  (pPm)  (pPmM) (ppm)  (ppm)  (pPm) (ppm)  (ppm)  (ppm) (ppm)  (ppm)
1 3-Hidroksi Benzoik Asit 0,99928 287 22.545 1.259 N.D. 1.507 N.D. 1.33 N.D. N.D. N.D. 1.834 1.929 11.072 3.278
2 4- Hidroksi Benzoik Asit 0,99994 278 17.647 N.D. N.D. 17.493 N.D. N.D. 0.489 N.D. N.D. 1.185 6.062 8.673 8.669
3 Benzoik Asit 0,99986 278 47.629 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.233 0.815 1.862 2401
4 Katesin Hidrat 0,99906 278 11.499 N.D. 4.397 3.956 N.D. N.D. N.D. N.D. 3.891 N.D. N.D. N.D. 3.229
5 Klorojenik Asit 0,99970 330 16.239 N.D. N.D. N.D. N.D. 24.785 N.D. 1.243 24.818 10.849 1.184 9.872 0.885
6 Kafeik Asit 0,99892 330 21.476 2.075 7.838 1.784 2.180 33.057 0.982 2.788 5.084 2.746 2.933 8.131 3.863
7 Epikatesin 0,99879 278 20.169 23.510 8.492 2.547 3.009 N.D. 2.705 3.583 2.628 3.606 9.625 7.648 7.003
8 Gallik Asit 0,99966 278 5.912 1.725 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.671 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

9 Hesperidin 0,99705 287 65.989 3.763 7.650 3.514 3.740 N.D. N.D. 6.258 8.249 14.101 4.335 19.519 3.773
10 P-Kumarik Asit 0,99982 330 33.597 0.444 0.470 0.533 N.D. 1.237 0.422 0.507 N.D. 0.971 0.986 1.697 1.848
11 Kuersetin 0,99962 254 76.313 5.210 8.410 5.005 5.922 9.017 6.271 5.298 N.D. 4.855 4477 N.D. 4612
12 Rosmarinik Asit 0,99907 330 70.655 16.540 275.755 1.852 3.367 4.224 1.723 26.360 432.821 2.715 13.886 398.86 2.343
13 Sinnapik Asit 0,99925 330 37.264 1.495 1.934 0.499 0.181 2.687 N.D. 0.259 0.241 0.697 0.837 1.697 1.782
14 Siringik Asit 0,99839 278 22.628 N.D. 1.116 1.012 0.945 N.D. 0.929 N.D. N.D. 0.948 N.D. 231 1.079
15  t-Sinnamik Asit 0,99998 278 75.207 0.953 3.425 0.312 0.460 0.914 0.301 0.386 0.403 0.375 1.435 1.275 0.585
16 t-Ferulik Asit 0,99993 330 37.202 0.954 1.283 0.208 N.D. 1.846 N.D. 0.349 0.149 0.356 0.461 1.105 1.169

* 1,5, 10, 20, 50, 70, 100 ppm konsantrasyonlarinda saf standart ¢ozeltileri okutularak kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. **RT=Retention

Time (Alikonma zamani), N.D.=Not Detected

***ppm=mg/kg-mg/L. NOT: Sonuglar testi yapilan ve raporda tanimlanan numunelere aittir.

****Anchusa azurea yaprak Etil Asetat Ekstraksiyon (A.Y.E.A.), Anchusa azurea yaprak Metanol Ekstraksiyon (A.Y.M.), Anchusa azurea yaprak Su
Ekstraksiyon (A.Y.S.), Anchusa azurea kok Etil Asetat Ekstraksiyon (A.K.E.A.), Anchusa azurea kok Metanol EkstraksiyoN (A.K.M.), Anchusa
azurea kok Su EkstraksiyoN (A.K.S.), Anchusa azurea ¢icek Etil Asetat Ekstraksiyon (A.C.E.A.), Anchusa azurea ¢icek Metanol Ekstraksiyon
(A.C.M.), Anchusa azurea c¢i¢cek Su Ekstraksiyon (A.C.S.), Anchusa azurea Tomurcuk Etil Asetat Ekstraksiyon (A.T.E.A.), Anchusa azurea
Tomurcuk Metanol Ekstraksiyon (A.T.M)), Anchusa azurea Tomurcuk Su Ekstraksiyon(A.T.S.).
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Rosmarinik asit, kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenil laktik asit esterinden olusan,
Boraginaceae ve Apiaceae familyasi bitkilerinde yaygin olarak bulunan birgok bitki
ve tibbi bitkide bulunan fenolik bir bilesiktir (Hossan vd., 2014; Petersen ve
Simmonds, 2003). Kisaca, bilesik antioksidan aktivite, anti-enflamatuar,
antibakteriyel, antiviral, hepatoprotektif, kardiyoprotektif, noéroprotektif, antikanser,
antihiperglisemik, biiziicli, analjezik, antihiperglisemik antiiilser aktiviteleri ve
immiinomodiilator gibi 6nemli farmakolojik aktivitelere sahiptir (Nadeem vd, 2019;
Bekut vd., 2018; Nunes vd., 2017; Amoah vd., 2016; Hossan vd., 2014; Petersen,
2013; Kuruuzum-Uz. vd., 2012; Furtado vd., 2008; Petersen ve Simmonds, 2003).

Rosmarinik Asit ve kafeik asit, anti-enflamatuar, yara iyilesmesi ve anti-
karsinogenez gibi farmasotik aktivitelerde ve Epikatesin gibi antihiperglisemik
aktivitede yer almaktadir (Bernatova, 2018). Anchusa azurea Miller var. azurea
(Boraginaceae) toprak istii kisimlart ve kokleri anti-enflamatuar ve antitilser
aktiviteler gostermis ve baslica rosmarinik asit igermistir (Kuruuzum-Uz vd., 2012).
Boraginaceae familyasindan Rindera graeca tiirii fenolik asitleri, yani rosmarinik
asidi (30 mg/g DW) gostermistir (Syktowska-Baranek ve ark., 2023). Echium
amoenum fenolik i¢erigi HPLC yontemi ile belirlenmistir (Asghari vd., 2019).

Ailede yer alan fenolik asitler: Apiaceaec de arastirilmistir (Pandey vd., 2012).
Quercetin, Coriandrum sativum (25.08), Apium graveolens (6.66) ve Petroselinum
crispum'da (19.89) (mg/100 g DW) bulunmustur (Derouich vd., 2020). Apiaceae
familyasinda genel olarak Klorojenik asit ve Kuersetin tespit edilmistir. A. azurea
var. kurdica gigekleri metanol ekstraksiyonlart HPLC sonuglari, diger kisimlara ve
diger Boraginaceae tiirlerine kiyasla en yiiksek rosmarinik Asit oranimi (432.821
ppm) ortaya ¢ikarmistir. Bu bitki geleneksel olarak yara iyilesmesi ve iltihaplar i¢in
bir ilag olarak kullanilmaktadir. Belki de bilimsel olarak bu bitkideki yiiksek
Rosmarinic asit oranlarina geri doniilmektedir. Ote yandan, A. azurea var. kurdica
kardiyovaskiiler hastalik ve diyabete karsi yetenege sahiptir, c¢iinkii bu bitki
flavonoidler ve epikatesin gibi bir¢ok biyolojik bilesige, kardiyovaskiiler hastalik ve
diyabete karsi a-amilaz inhibitér enzimleri ile a-glikozidaz inhibitorlerine sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Quercetin, saglik takviyesi olarak yaygin sekilde kullanilan
biyoaktif bir flavonoiddir (Gohari vd., 2014); klorojenik asit ise anti-oksidan, anti-
inflamatuar, antilipidemik, antidiyabetik ve antihipertansif gibi biyoaktiviteye

sahiptir (Santana-Galvez vd., 2017). a-glukozidaz inhibit6rii ve a-amilaz igeren bu
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iki fenolik bilesik Johrenia aromatica'da yiiksek bir oran gostermistir. Bu sonuglara
gore degerlendirildiginde ¢alisma materyali olarak kullanilan bu bitkiler nutrasotik
olarak degerlendirilebilir veya farmasotik uygulama alanlarinda kullanilabilme

potansiyeline sahiptirler.

57



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez, A. azurea var. Kurdica ve Johrenia aromatica'nin biyoaktif bilesiklerinin
bilimsel olarak ilk kez incelenmesini igermektedir. Bu ¢alisma, bu bitkilerin halk
tibbinda kullanimindan yola ¢ikilarak antioksidan ve enzim inhibisyon aktivitelerinin
degerlendirilmesi ile literatiire kazandirilmasi ve bilimsel olarak anlamlandirilmasini

hedeflemektedir.

Bu bitkilerin her ikisi de ila¢ endiistrisinde, nutrasitik uygulama veya gida kaynagi
olarak kullanim i¢in 6nemli bir biyoaktif bilesik potansiyeline sahiptir. A. azurea var.
Kurdica (Boraginaceae) ve Johrenia aromatica (Apiaceac) c¢ok Onemli bahar
mevsimi bitkileridir ve geleneksel olarak kullanilmaktadirlar. Bu bitkilerin her ikisi
de endemiktir ve A. azurea var. Kurdica antihiperglisemik, yara iyilestirici,
antitoksik, anti-inflamatuar olarak degerlendirilmistir. Bunun yaninda Johrenia
aromatica ise bobrek bozukluklari, idrar soktiiriicii, sindirim vb. igin bir ilag olarak

kullanilmustir.

Bu tez ¢alismasinda, A. azurea var. Kurdica (Boraginaceae) ve Johrenia aromatica
(Apiaceae) tiirlerinin antioksidan aktiviteleri, enzim inhibisyon 6zellikleri ve fenolik
bilesikleri arastirilmistir. Ozellikle, (A. azurea var. Kurdica ve Johrenia aromatica)
antioksidan 6zellikleri, sirasiyla radikal siipiirme aktivitesi, indirgeme giicii aktivitesi
ve toplam antioksidan kapasitesini, ardindan metal selatlama deneylerini, toplam
fenolik ve toplam flavonoid igeriklerini iyi bir oranda gostermistir. Ayrica, bu
bitkilerde enzim inhibisyon aktivitesi arastirilmis ve a-glukozidaz ve a-amilaz
inhibisyon aktivitesi, tirozinaz inhibisyon aktivitesi ile birlikte en yiiksek oranlarda
bulunmustur. Genel olarak, A. azurea var. Kurdica, Johrenia aromatica'ya kiyasla en

iyi sonuglart vermistir.

Bu bitkilerin her ikisi de Boraginaceae ve Apiaceae familyasindaki diger bitkilere
kiyasla ¢ok iyi oranlarda enzim inhibitdr aktivitesi gostermistir. Genel olarak, A.
azurea var. Kurdica rosmarinic asit, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin,
hesperidin ve Johrenia aromatica klorojenik asit, kuersetin, rosmarinic asit ve farkli
oranlarda bir¢ok farkli fenolik bilesik bakimindan en zengin kaynaklar olduklarini
gostermislerdir. Tiim bu biyoaktif bilesikler diabetes mellitusa karsi bir ozellige

sahiptir.
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Rosmarinik asit ve kafeik asit anti-enflamasyon gibi aktivitelere sahiptir. Kisaca, bu
biyoaktif bilesikler kan glikoz oranini azaltarak, antienflamasyon aktivitesi, akciger
hasar1 iizerindeki etkisi veya anti-astmatik Ozellikleri ile nefes almayi

kolaylastirmaya yardime1 olabilir.

Ote yandan, Johrenia aromatica dogal bir bahar mevsimi sebzesi olarak idrar
soktiirticti hastalik i¢in kullanilmistir. Bu bitkinin sonuglari, klorojenik asit, kuersetin
ve rosmarinik asit ile yiiksek oranda a-glukozidaz ve a-amilaz inhibisyon aktivitesi
gostermistir. Tiim bu bilesiklerin anti-diyabet, kan sekeri veya kan basincini diisiirme
gibi ozellikleri bulunmaktadir. Bu bakimdan, bu hastaliklar1 6nlemek i¢in kimyasal
ilaglar yerine dogal drlinler kullanmak ve yan etkilerden kagimmmak miimkiin

olacaktir.
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