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OZET

Bitkiler o6zellikle fenoller, flavonoidler ve karotenoidler gibi bilesenleri
icermelerinden dolayi, yiiksek antioksidan aktivite gosterme potansiyeline sahiptirler.
Insanlarda oksidatif stres kaynakli hastaliklarin engellenmesinde ve tedavisinde,
antioksidan savunma mekanizmalar1 6nemli bir yere sahiptir. Bu ¢alismada, Glimiighane
ilinde yayilis gosteren Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin yaprak ve gigek
kisimlar1 farkli polariteye sahip bes ¢oziicii kullanilarak ekstrakte edilmistir. Bu
ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri, alti farkli antioksidan aktivite tayin ydntemi
(DPPH Radikal Temizleme, Demir (I1I) Indirgeme/Antioksidan Gii¢ (FRAP), Bakir (1I)
Indirgeyici Antioksidan Aktivite (CUPRAC), ABTS Radikal Temizleme, Toplam
Fenolik igerik ve Toplam Flavonoid Igerik) ile belirlenmisti. DPPH, FRAP ve
CUPRALC testlerinde en yiiksek antioksidan aktiviteyi bitkinin yaprak kisminin etanol
ekstrakti gosterirken, c¢icek kisminda ise en yiiksek aktiviteyi metanol ekstrakti
gostermistir. ABTS testinde ise hem ¢icek (SCs50=0.287 mg/ml) hem de yaprakta
(SCs50=0.163 mg/ml) en yiiksek aktivite aseton ekstraktinda Olglilmistiir. Biitiin
testlerde en diisiik aktiviteyi hekzan ekstrakti gostermistir. Ek olarak, LC-MS/MS
analizi ile bitkide tespit edilen fenolik bilesikler protekatekuik asit, kafeik asit, vanilin,
p-kumarik asit, salisilik asit, p-OH benzoik asit, rutin, kuarsetin ve kaemferoldiir.
Bitkinin yaprak ve ¢icek kisimlari a-glukozidaz enzim inhibisyon etkisi gdstermistir.
Bitkinin yaprak kismmin (ICs0=4.533 mg/ml) ¢icekten (IC50=6.096 mg/ml) daha
yiiksek enzim inhibisyonu gosterdigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, Giimiishane'de
dogal yayilis1 olan bu alttiiriin biyolojik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen

sonuglar bitkinin biyolojik aktivitesi lizerine yapilacak ¢alismalara katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, a-glukozidaz, LC-MS/MS, Linum

mucronatum SUbSp. armenum
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SUMMARY

Plants have compounds such as phenols, flavonoids and carotenoids that
potentially show high antioxidant activity. Antioxidant defense mechanisms in humans
have an important place in the prevention and treatment of oxidative stress-induced
diseases. In the study, the leaf and flower parts of Linum mucronatum subsp. armenum
were extracted using five solvents of different polarity. The antioxidant activities of
these extracts were measured using six antioxidant activity determination methods
(DPPH radical scavenging, Iron (I11) Reducing/Antioxidant Power (FRAP), Copper (1)
Reducing Antioxidant Activity (CUPRAC), ABTS radical scavenging, Total Phenolic
Content and Total Flavonoid Content). While, ethanol extract of leaf part of the plant
for the DPPH, FRAP and CUPRAC tests showed the highest antioxidant activity, the
methanol extract showed the highest activity for the flower part. The highest activity
values for ABTS test was measured in acetone extract in both flower (SCs,=0.287
mg/ml) and leaf (SCsy=0.163 mg/ml). Lowest activity values for all tests were
determined in hexane extracts. Phenolic compounds of the plant were analyzed using
LC-MS/MS. These phenolics are protecatechuic acid, caffeic acid, vanillin, p-coumaric
acid, salicylic acid, p-OH benzoic acid, rutin, quercetin and kaempferol. The leaf and
flower parts showed a-glucosidase enzyme inhibition effect. It was determined that the
leaf part of the plant (1C50=4.533 mg/ml) showed higher enzyme inhibition than the
flower (1C50=6.096 mg/ml). As a result, it was determined that the subspecies, which
has a natural distribution in Gilimiishane, showed biological activity. The results

obtained will contribute to the studies on the biological activity of the plant.

Keywords: Antioxidant activity, a-glucosidase, LC-MS/MS, Linum mucronatum

subsp. armenum
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Insan viicudunda serbest radikallerin etkisiyle olusabilecek oksidatif stresi
engelleyebilmenin en iyi yolu antioksidanlardir. Ortaklanmamis elektron igeren bu
radikaller oldukg¢a kararsizdirlar. Bunlar baska molekiillerden elektron alarak kararl
hale gelebilmek i¢in 0 molekiilii okside ederler ve sonrasinda bagka bir serbest radikalin
olusumuna neden olurlar (Gokpmar vd., 2006). Bu sekilde gergeklesen reaksiyonlar
sonucunda serbest radikallerin artis;; bagisikligin diismesine, erken yaslanmaya,
diyabete, kansere, kardiyovaskiiler ve alzheimer gibi hastaliklara sebep olmaktadir.
Insan viicudu, dogal olarak yerinde iiretilen veya disaridan gidalar ve takviyeler yoluyla
saglanan antioksidanlar1 oksidatif strese karsi koymak ig¢in ¢esitli mekanizmalar
gelistirmistir (Pham-Huy vd., 2008).

Giiniimiizde reaktif oksijenlerin zararlarindan korunmak igin gida maddelerine
antioksidan Ozellik tasiyan sentetik bilesikler katilmaktadir. Fakat son zamanlarda
yapilan bazi ¢alismalar, bu sentetik bilesiklerin de zararh etkilerinin oldugunu, ayrica
yliksek oranlarda alindiginda cesitli hastaliklara zemin hazirladigimi gostermektedir.
BHT (Biitil hidroksi toluen) ve BHA (Beta hidroksi asitler) gibi bazi sentetik
antioksidanlar da vardir ve bunlar da oksidasyonu engeller. Bu sentetik antioksidanlarin
artik insanlar i¢in tehlikeli olduguna yonelik bulgular rapor edildiginden dolayi, son
yillarda toksik olmayan antioksidan bilesiklerin tespitine ve dzelliklerinin belirlenmesi
tizerine yapilan ¢alismalar yogunlagmustir (Sindhi vd., 2013). Arastirmacilar bu sebeple
ozellikle antioksidan aktiviteye sahip olan bitkisel ve dogal kaynak arayisina
girmislerdir. Bu nedenle ¢aligmamizda Giimiishane ilinde yayilis gosteren ve literatiir de
biyokimyasal 6zellikleri bakimindan yeterli ¢alisma bulunmayan Linum mucronatum
subsp. Bertol. armenum (Bordz.) P.H.Davis alt tiiriiniin ¢icek ve yaprak kisimlari
incelenmistir. Calismada farkli etki mekanizmasia sahip antioksidan aktivite testleri
(DPPH) radikal temizleme aktivite, demir (III) indirgeme/ antioksidan giic (FRAP),
Bakir (II) indirgeyici antioksidan aktivite (CUPRAC), ABTS." radikal temizleme
kapasite, toplam fenolik madde miktar1 ve toplam flavonoid madde miktar1 testleri)
uygulanarak bu alt tiriin farkli ¢oziicii ekstraktlarindaki antioksidan potansiyelinin

belirlenmesi amaglanmistir. Buna ek olarak hem yaprak hem de ¢igek kisimlarinin



fenolik madde igerigi ve a-glukozidaz enzim inhibisyonu tespit edilmesi de ¢alismanin

amaclar1 arasinda yer almaktadir.

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingede eslesmemis bir elektrona sahip molekiillerdir.
Genellikle kararsizdirlar ve ¢ok reaktiftirler. Serbest radikaller, yasamin kdkeninde ve
biyolojik evrim siirecinde, organizmalar {izerinde yararli etkiler gostermesi agisindan
onemli bir rol oynadigi muhtemeldir (Phaniendra vd., 2015) ve bu durum
antioksidanlarin, aerobik yasam i¢in esas olmasi ile iliskilendirilir. Serbest radikallerin
asir1 yiklenmesi kademeli olarak yok edilemediginde, viicutta birikimleri oksidatif
stresi olusturur. Bu siireg, ¢esitli kronik ve dejeneratif hastaliklarin gelisimine katki

saglar (Halliwell, 2011).

1.2.1. Serbest Radikal Kaynaklar:
Serbest radikal kaynaklari; oksijen, aktive nétrofiller, nitrik oksit, mitokondriyal
elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, peroksizomlar ve plazma

membranlari olarak siralayabiliriz.

1.2.1.1. Oksijen

Oksijen, memelilerdeki aerobik metabolizmanin baslica serbest radikal
kaynagidir. Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda elektron aktarimlart sonucunda
meydana gelen reaktif partikiilleridir. Olusan bu reaktiflerden siiperoksit radikali,
kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Hizli bir sekilde dismutasyona ugrayarak H»O;
(hidrojen peroksit)ve O;’yi olusturur. Protonlanmis sekli olan hidroperoksil radikali
(HO,) daha kuvvetli bir oksidandir. H,O, ise zayif bir oksidorediiktandir ve katalaz ve
glutatyon peroksidaz (GSHPx) tarafindan pargalanir (Halliwell, 2006). OH radikali ise
lipid peroksidasyonunu uyaran temel radikal olup superoksit radikalinden veya Fe

iyonlart etkisi ile H,O,’den olusur (Karabulut ve Giilay, 2016).

1.2.1.2. Aktive Notrofiller

Aktive nétrofillerden iiretilen hipoklorik asit (HOCI) giiglii bir oksidandir. HEM
(agik hali yazilmali)igeren bir enzim olan miyeloperoksidaz (MPO), H,O, ve CI
iyonlarindan hipoklorik asit olusumunu katalize eder. Siiperoksit radikali veya demir

tuzlar1 ile HOCI reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturur (Rees vd., 2009).



1.2.1.3. Nitrik Oksit

Nitrik oksit ve nitrojen dioksit tek sayili elektron tasirlar ve bundan dolay1 da
serbest radikaldirler. Nitrik oksit zayif bir indirgeyici ajan olmasina ragmen endojen
serbest radikallerle bir araya gelerek peroksinitrit radikalini olusturur. Bu gii¢lii bir

oksidan olup hidroksil radikalini kolayca olusturabilir (Phaniendra, 2015).

1.2.1.4. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi

Mitokondrinin i¢ membraninda oksijenin suya indirgenmesi sirasinda elektron
transport zincirinin bir kismmin otooksidasyonu ile siiperoksit radikali olusmaktadir
(Zorov vd., 2014).

1.2.1.5. Endoplazmik retikulum

Endoplazmik retikulumlar sitokrom P 450 ve sitokrom b5 sistemlerini
icermektedir. Doymamis yag asitlerinin ve zenobiyotiklerin oksidasyonunda rol
oynarlar. Serbest radikaller bu reaksiyonlarin olusumu sirasinda meydana gelir (Lu ve
Cederbaum, 2008).

1.2.1.6. Peroksizomlar
Peroksizomlar yiiksek oranda oOksidaz bulundurduklarindan dolay1 giiglii bir
hiicresel H,0, kaynagidirlar. Bu peroksizomal enzimler arasinda; iirat oksidaz, agil-

KoA oksidaz ve D-aminoasit oksidaz, bulunmaktadir (Walker vd., 2018).

1.2.1.7. Plazma membranlari

Plazma membran enzimleri olan siklooksijenaz ve lipooksijenaz serbest radikal
tiretimine yol acgar. Bu plazma membran enzimlerinin katalize ettigi tepkimeler
sonucunda ise tromboksanlar, prostaglandinler, lokotrienler ve anafilaksinin maddesi
sentezlenir (Ricciotti ve FitzGerald, 2011).

1.3. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu durdurmak ve bu sirada meydana gelen
hasar1 Onlemek i¢in viicutta gorev yapan Savunma mekanizmalarina ‘antioksidan
savunma sistemleri’ veya ‘antioksidanlar’ ad1 verilir. Antioksidanlar, serbest radikalleri
notralize eden ve hasarlarini onarmaya yardimci olan yapilardir (Lobo vd., 2010).

Antioksidanlar, dogal antioksidanlar (enzimler ve enzim olmayanlar) ve yapay

antioksidanlar olmak {tizere iki gruba ayrilirlar. Dogal antioksidanlardan enzim olanlara
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stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatiyon S
transferaz ve sitokrom oksidaz Ornekleri, enzimatik olmayanlara (endojen ve eksojen)
glutatyon, ferritin, E vitamini (a-tokoferol) ve A vitamini (B-karoten) gibi 6rnekler
verilebilir (Kurutas, 2016).

Siniflandirilan bu antioksidanlar ise molekiiler yerlesim bdlgelerine gore hiicre igi
antioksidanlar, hiicre dis1 antioksidanlar ve membranda bulunan antioksidanlar olmak

lizere li¢ gruba ayrilirlar.

1.3.1. Hiicre i¢i Antioksidanlar

Hiicre icinde yerlesmis antioksidanlardan, siiperoksit dismutaz (SOD)
antioksidanlar siiperoksit radikalini uzaklagtirmakla gorevlidirler. Katalaz (CAT),
yiiksek konsantrasyonda meydana gelen hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu saglar
(Buettner, 2011). Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), diisik konsantrasyonda olusan
hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu saglar. Sitokrom oksidaz, oksijenin suya
indirgenmesi sirasinda radikal olusumunu onler. Glutatyon ise en 6nemli hiicre igi

antioksidan olup proteinlerin aktif sekilde kalmasini saglar (Lubos vd., 2011).

1.3.2. Membranda Bulunan Antioksidanlar

Membranda bulunan antioksidanlardan E vitamini, en giiglii antioksidan
vitamindir. Yagda erir ve radikal reaksiyonlar sirasinda zincirleme reaksiyonlari
bozarak etkisini gosterir. A vitamini (-karoten) ise radikal toplayici etki gostermektedir
(Traber ve Atkinson, 2007). Membranin yapisal organizasyonu; kolesterol ve fosfolipid
orani radikal hasarinda onemlidir. Doymamishgin artmasi radikal etkisini arttirirken,

fosfolipid artmasi da savunmayi gii¢lendirir (Ayala vd., 2014).

1.3.3. Hiicre Dis1 Antioksidanlar

Hiicre dis1 antioksidanlardan transferrin, metal katalizli lipit peroksidasyonuna
neden olan demir iyonlarin1 baglayarak serbest demir olusumunu oOnlemektedir.
Laktoferrin, siit proteini olup demiri baglamada etkilidir. Haptoglobulin ve hemopeksin,
serbest hemoglobin olusumunu hemoglobini baglayarak sinirli tutarlar. Seruloplazmin,
bakir iyonlarini baglamak amaciyla metal katalizli reaksiyonlar siirlarlar. Urik asit,
radikal tutucu Ozelligi bulunmaktadir. Askorbik asit ise suda eriyen ve glutatyonla
beraber E vitaminin antioksidan etkisinde rol oynayan antioksidan vitamindir. Ayrica
SOD ve GSHPx’in, plazmada ¢ok smirli antioksidan etkileri bulunmaktadir
(Gwozdzinski vd., 2021).



1.4. Sekonder Metabolitler

Bitkiler primer bilesikler olan protein, karbohidrat ve lipitlere ek olarak biiyiime
ve gelismede rol oynayan dnemli sayida organik bilesik {iretirler. Bu maddeler sekonder
metabolit (ikincil metabolit) olarak adlandirilir (Yang vd., 2018).

Sekonder iriinler genelde tek bir bitki tirlinde veya taksonomik olarak
birbirleriyle iligkili tiirlerde bulunurlar. Fakat primer metabolitler bitkiler aleminin
tiimiinde bulunmaktadir. Sekonder metabolitler, dnceden bitkilerin olusturdugu islevi
olmayan maddeler olarak bilinirdi. Ancak daha sonra bunlarin savunma, ortama uyum
saglama ve nesillerini devam ettirmek igin organizmalar tarafindan gelistirilmis
mekanizmalarin {iriinleri oldugu anlasilmustir. Ikincil metabolitlerin antibakteriyel ve
antifungal ajanlar olarak 6nemli oldugu kanitlanmistir. Endiistriyel alanlarda, antikanser
ilaclar1, kolesterol diisiiriiciiler, antibiyotik ile c¢ok sayida biyolojik hastaligin
tedavisinde ve Onlenmesinde tip alaninda ¢ok yonlii uygulamalar1 olmakla birlikte
insektisit ve herbisit olarak ta kullanimlar1 mevcuttur (Erb ve Kliebenstein, 2020).

Sekonder metabolitler, dogada olusturulma bigiminden yani biyosentez sekillerine
gore terpenler, alkaloitler (Azotlu bilesikler) ve fenolik bilesikler olmak {izere ii¢ ana

gruba ayrilmaktadir.

1.4.1. Terpenler

Terpenler sekonder metabolitlerin en biiyiik sinifidir. Terpenler, son derece gii¢lii
kokulu maddeler olup ugucu yaglarin temel bilesenleridirler. Terpen ismi, grubun ilk
tiyelerinden terebentinden gelmektedir. Terpenler hidrokarbonlar olarak bulunabilir
veya oksijen iceren bilesiklere de sahip olabilir. Terpenlerin kimyasal
modifikasyonundan sonra ortaya c¢ikan bilesiklere ‘terpenoidler’ denir (Tiring vd.,
2020). Terpenler, CsHg molekiiler formiiliine sahip izopren birimlerinden biyosentetik
olarak tiiretilir. Tiim terpenlerin temel formiilii (CsHg)n seklindedir (Paduch vd., 2007).
Terpenler igerdikleri bes karbonlu birim sayisina gore siniflandirilmaktadirlar.

Terpenlerin karbon sayilarina gore adlandirilmalari ve 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Terpenlerin siiflandirilmasi
Hemiterpenler(C5)  Tek bir izopren birimi igerir.
Cs bitkilerinin yaprak plastitlerinde bulunur.
Monoterpenler(C10) iki izopren birimden olusur. Baz1 tiirler de ugucu yag olarak,
bazi tiirlerde ise recine olarak izole edilmistir.
Seskiterpenler(C15)  Ug izopren biriminden olusur. Monoterpenler gibi ugucu
yaglarda bulunur.




Tablo 1. (Devami)
Diterpenler(C20) Daort izopren biriminden olusur. En 6nemlileri steviol ve
giberellindir.
Triterpenler(C30) Iki Cy5 zincirinin bas-bas baglanmasiyla sentezlenmektedir.
Saponinler, Steroller, Steroid hormonlar 6rnek verilebilir.
Tetraterpenler Karotenoid pigmenti olan tek gruptur. Cigek ve meyvelere renk
(C40=Karotenler) verirler. Ayrica fotosentezin gergeklesmesine yardimcidirlar.
Politerpenler (C>40) Yiiksek molekiil agirlikli bilesikler olup en iyi bilinen iiyesi
kauguktur.

1.4.2. Alkaloitler

Alkaloitler, insanlar i¢in toksik olmas1 ve tibbi 6zellikleri ile dikkat ¢ekmektedir.
Damarli bitkilerin  %20-30’unda bulunan organik azot ihtiva eden bilesiklerdir.
Alkaloidlerin kullanim alanlar1 ¢ok genistir. Cok eski yillardan beri hastaliklarin tedavi
edilmesinde kullanilmaktadir. Farkli alkaloid gruplari antienflamatuvar, antispazmodik,
antibakteriyel, analjeziktirler. Bununla birlikte kanser tedavisinde kullanilmaktadirlar.
Ayrica tip alam1 disinda zirai miicadelede insektisit olarak ta kullanimlari mevcuttur
(Souto vd., 2011).

Alkaloitler, aktif azot iceren adindan da anlasilacag: iizere alkalin yani bazik
Ozellikte bilesikler olarak tanimlanmistir. Alkaloitler pozitif yiikliidiir ve genellikle suda
coziinebilirler. Hiicre igerisinde vakuollerde bulunurlar. Ayrica geng¢ hiicrelerde
vakuoller olusmadigindan alkaloitlere rastlanmaz. Alkaloidler bitkilerde koklerde,
yapraklarda, kabukta ve meyvelerde bulunurlar. Genellikle sitrik, okzalik, malik, asetik
ve tartarik asit gibi cesitli bitki asitlerinin tuzlari seklinde yer alirlar. Gerek zehirli
yapilar1 gerekse aci tatlartyla bitkileri koruma 6zelligine sahiptirler (Halfon 2005).

Alkaloidler sekil ve orijinlerine gore, gercek alkaloidler, protoalkaloidler ve
yalanc1 alkaloidler olmak {izere ii¢ ana simifa ayrilir (Aniszewski, 2007).Gergek
alkaloitler: Aminoasitten tiirevlenen, heterosiklik azot igeren yiiksek biyolojik aktiviteye
sahip molekiillerdir. Kati, beyaz bir renge sahiptirler ve tatlar1 acidir. Ornek dopamin,
kokain, morfin verilmektedir.

Protoalkaloitler: Aminoasitten tiirevlenen fakat heterosiklik halkanin bir pargasi
olmayan halkasal molekiillerdir. Onciil aminoasitleri L-Tirozin ve L-Triptofan’dir.
Ornek olarak adrenalin, meskalin verilmektedir.

Yalanci1 alkaloidler: Aminoasitten tiirevlenmeyen ve yapisinda temel karbon
iskeleti bulunduran bilesiklerdir. Yalanci alkaloidlere 6rnek kapsaisin, efedrin, kafein,

teobromin verilmektedir (Aniszewski, 2007).



1.5. Fenolik Bilesikler

Aromatik bir halka iizerinde bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren fenol
grubuna sahip bilesikler Fenolik maddeler olarak adlandirilir (Shahidi ve Yeo, 2016).
Yapilarinda Onemli antioksidan aktivite gosteren bilesikleri bulundururlar. Bitki
fenolikleri heterojenik gruptur. Yani bazilar1 sadece organik bilesiklerde ¢oziiniirken,
bazilar1 da suda ¢oziinmektedir. Insanmn saglikli yasaminda onemli olan esansiyel
bilesiklerdir.

Bitkisel polifenoller, oksidatif strese bagli hasarlar1 6nlemede etkin olduklari i¢in
insan diyetinde ¢ok onemlidir (Noreen vd., 2017). Bitkiler yogun stres altindayken
korunma faktoriiyle fenolik bilesikleri liretmektedir. Kimyasal farkliliklarina bagh
olarak ¢esitli rollere sahiptirler. Patojenlere karsi savunmada rol oynar. Sebze ve
meyvelerin dokusunda bulunup tat ve renk verme ozellikleri vardir. Bu da komsu
bitkiler arasindaki etkilesimi saglar (Atak vd., 2017).

Polifenollerin arastirilmasi, ilag ve gida endiistrileri tarafindan saglik alanindaki
yararlar1 nedeniyle biiyiik ilgi ¢cekmistir (Fang ve Bhandari, 2010). Insan sagliginda
antidiyabetik, antienflamatuar, antialerjik, antimikrobiyal, antiviral ve antipatojenik etki
gostermektedir (Manach vd., 2004).

Bitki fenolleri farkli yollarla sentezlenirler. Bunlar sikimik asit ve malonik asit
yoludur. Sikimik asit yolu genellikle bitki fenoliklerinin biyosentezinde kullanilirken,
malonik asit yolu ise bakteri ve funguslarda fenoliklerinin 6nemli bir kaynagidir (Taiz
ve Zeiger, 2008).

1.5.1. Fenolik Bilesiklerin Siiflandirilmasi
Fenolik bilesikler temel olarak basit fenoller ve polifenoller olmak {izere iki gruba
ayrilirlar. Karbon sayilarina gore fenolik bilesiklerin siniflandirilmast Tablo 2’de

verilmistir (Harborne ve Simmonds, 1964).

Tablo 2. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasidir (Harborne ve Simmonds, 1964).

Yap1 Sumf

Cs Basit fenolikler

Ce.Cy Fenolik asitler

Cs.Co Asetofenonlar ve fenilasetik asit

Ces.Cs Sinamik asitler, sinnamil aldehitler, sinnamil alkoller
Kumarinler, izokumarinler

Cis Kalkonlar, auronlar, dihidrokolonlar, Flavanlar,
Flovonlar, Flavanonlar, Antosiyanidin, Antosiyanin

Cao Biflavonil

Cg-C1-Cg, C6-C4-Cg Benzofenonlar, ksanton, stilbenler

Cs,C10,Cu1a Kinon




Tablo 2.(Devami)

Cis Betasiyanin

Lignanlar ve neolignanlar Dimer veya oligomerler
Lignin Polimerler

Tanenler Oligomer veya Polimerler
Filobafenler Polimerler

1.5.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler kimyasal olarak hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olmak
tizere iki temel karbon iskeleti icerirler ve gidalarda bol miktarda bulunurlar. Ayrica
temel iskelet yapisinin degismemesine ragmen, aromatik zincirdeki hidroksil grubunun
sayt ve konumunun degismesi farkliliklar olusturmaktadir (Robbins, 2003).
Hidroksisinamik asitler hidroksibenzoik asitlerden daha yaygindir. Ornek olarak p-
kumarik asit, kafeik asit ve onlarin tiirevleri olan (ferulik asit ve sinapik asit).
Hidroksibenzoik asite 6rnek olarak vanilik asit ve gallik asit verilebilir (Pandey ve
Rizvi, 2009).

Bitkilerin ¢iiriiyen kisimlarindan, koklerinden ve yapraklarindan g¢evrelerine
birgok primer (birincil) ve sekonder (ikincil) tiriin serbest birakabilirler. Bitkilerden
yayilan bu bilesiklerin ortamdaki diger bitkiler ve canlilar {izerindeki etkilerine
"allelopati” denir. Genelde bu terim bitkilerin gevrelerine zararl etkileri igin kullanilsa
da bu etkiler bazen yararli da olabilir. Ornegin ferulik asit ve kafeik asit gibi bilesiklerin
toprakta belirli miktarlarda bulunmasi bu bilesiklerin bitkilerin ¢imlenmesini ve

biiyiimesini 6nledigi deneysel olarak gosterilmistir (Tiring, 2021).

Tablo 3. Fenolik asitlerden a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinnamik asit tiirevlerinin
kimyasal yapilaridir (Nizamlioglu ve Nas, 2010).

R1 R1
R2 0QOH R2 CH=CH—COQO0H

R3 (a) R3 (b)
Hidroksibenzoik R R, R Hidroksisinamik R; R, R
p-hidroksibenzoik H OH H Sinapik asit CH;O OH CH30
Siringik asit CH;O OH CH3O p-kumarik asit H OH H
Vanilik asit CH;O0 OH H Ferulik asit CHs; OH H
Gallik asit OH OH OH Kafeik asit H OH OH




1.5.1.2. Flavonlar ve Flavonoller

Cigeklerde bulunan bu iki flavonoid grubu, yesil bitkilerin yapraklarinda da
bulunur. Bu flavonoidler, 6zellikle hiicreleri UV radyasyonundan korumaktadirlar
(Tiring, 2021).

Sekil 1. Flavon ve flavonollerin kimyasal yapilar1 (X=H - Flavon, X=OH->Flavonol)

1.5.1.3. Kumarinler

Kumarinler bazi ugucu yaglarda yiiksek seviyelerde bulunurlar. Bitkinin tiim
kisimlarina dagilmis olmakla birlikte en yiiksek oranda meyvelerde olup bunu kok,
gbvde ve yapraklar izler. Bu bilesikler 6zellikle fizyolojik ve antitimor aktivitesi ile ilgi

gormektedir (Jain ve Joshi, 2012).

X
O

O

Sekil 2. Kumarinlerin kimyasal yapisi

1.5.1.4. izoflavonoitler

Bir flavonoid grubu olarak antifungal ve antibakteriyal 6zellikte olup bitki
gelisiminde ve savunmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu maddeler "fitoaleksinler" olarak
da adlandirilmaktadir. Fitoaleksinler fonksiyon olarak hayvanlardaki antikorlara

benzemektedir (Boue vd., 2009).



Sekil 3. izoflavonoitlerin kimyasal yapist

1.5.1.5. Antosiyaninler ve Antosiyanidinler

Antosiyaninler, ¢icek ve meyvelerdeki pigmentli en genis flavonoit grubudur.
Tozlasma ve tohumlari yaymak i¢in boceklerin cezbedilmesinde 6nemli rol oynar.
Seker igeren glikozitlerdir. Sekersiz antosiyaninlere "antosiyanidin” denir. En yaygin

antosiyanidin, cyanidindir (Mattioli vd., 2020).

A) R4 B) Ry
OH OH

+
HO 0 HO o)
SO0 Lo
7 O- Seker 7 OH

OH OH

Sekil 4. A) Antosiyaninin ve B) Antosiyanidinlerin kimyasal yapilari

Antosiyanidinlerde renk olusumu R; ve R; gruplarina baglidir. (R;=>OH, R,>H,
Antosiyanin: Cyanidin - Renk: Portakal-kirmizi1)

1.5.1.6. Lignin ve Lignanlar

Seliilozdan sonra bitkilerde en fazla bulunan kompleks bir fenolik
makromolekiildiir. Lignin mekanik etkisi ile dnemli koruyucu fonksiyonlara sahiptir.
Odunsu saplarda, tohumlarda bulunurlar ve hasere caydirici olarak rol oynarlar. Bu

bilesiklerin bazilar1 tibbi 6zelliklere sahiptir (Breitmaier, 2006).
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OH
Sekil 5. Lignin kimyasal yapis1

1.5.1.7. Tanenler

Ligninlerden sonra savunma &zelliklerine sahip bir baska bitki fenolik polimeri de
tanenlerdir. Bitkileri herbivorlara (bitkisel organizmalart besin olarak kullanan
hayvanlar) karsi korur. Proteinleri baglama ve parcalama 6zellikleri vardir. Kondense
tanenler (proantosiyanidinler) ve hidrolize olabilen tanenler olmak {izere iki gruba
ayrilir. Kondense tanenlere gore hidrolize tanenler bitkilerde daha az miktarda
bulunurlar. Kondanse tanenlere katesin, epikatesin; hidrolize olabilen tanenlere gallik

asit, elarjik asit 6rnek olarak verilebilir (Hassanpour vd., 2011).

O~_OH

HO OH
OH

Sekil 6. Tanenlerin kimyasal yapisi

1.6. Enzimler

Enzimler, canli organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve
hiicrelerden ekstrakte edilebilen daha sonra ¢ok cesitli ticari agidan Onemli siiregleri
katalize etmek i¢in kullanilabilen biyolojik katalizorlerdir. Son derece giiglii katalizorler
olmanin yani sira, genellikle sadece bir tip substrat molekiiliiniin {irtin molekiillerine
dontisimiinii katalize etmeleri bakimindan énemli 6l¢lide 6zgiilliige sahiptir (Robinson,

2015).
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1.6.1. a-Glukozidaz Enzimi

Enzimlerin substrat haricinde etkilesime ugradigi molekiiller vardir. Bu
molekiillerin etkilesimi sonucunda iiriin olusmaz ve enzim katalitik gdrevini
gerceklestiremez. Enzim etkisini azaltan ya da durduran bu molekiillere Enzim
inhibitorleri ad1 verilir (Sabory, 2009).

Protein baglama islevlerinden dolayi, fenolik bilesiklerin sindirim enzimlerinin
aktivitelerini kisitlama ozelligi vardir. Birgok bitki polifenoliiniin farkli in vitro
denemelerinde karbohidrat yikiminda gorevli enzimleri inhibe ettigini kanitlamistir
(Mai vd., 2007). Karbonhidratlar ¢esitli enzimler tarafindan glukoza donistiiriiliir.
Bunlardan o-glukozidaz (EC 3.2.1.20), bagirsak hiicreleri veya dokular1 tarafindan
tiretilir ve hidrolizin son basamaginda oligosakkaritlerdeki glikozidik baglar1 pargalar
(Li vd., 2019). Glukoz, kan sekerinin ana bilesenidir. Bu nedenle a-glukozidaz, tip 2
diabetes mellitus tedavisi i¢in ideal bir hedef olabilir (Seo vd., 2007). Antidiyabetik
Ozellikleri arastirmak ic¢in, bu enzim, a-glukozidaz inhibitorii, diger oral glukoz
diistiriicii ajanlara kiyasla daha az hipoglisemik semptomlara neden oldugundan, in vitro
deneyler icin bir belirteg olarak kullanilabilir (Osonoi vd., 2010). a-Glukozidaz
inhibitori (GI), a-glukozidaz ve seker baglama bolgelerini geri doniisiimlii olarak isgal
ederek a-glukozidaz aktivitesini inhibe eder, boylece polisakkarit bozulmasini azaltir.
Karbohidratlarin bagirsak emilimini geciktirir. GI'lerin en belirgin 6zelligi, a-
glukozidazin bagirsak karbonhidrat ayrigma hizi iizerindeki inhibisyonudur (Larr,
2008).

a-Glukozidazlar spesifik olarak a-glukopiranosidik bagi hidrolize eder, boylece
sekerin indirgeyici olmayan ucundan bir a-D-glukoz serbest birakir. Bu agsamada olusan
reaksiyon asagidaki gibidir (Taslimi ve Giilgin, 2017). a-glukozidaz enziminin etki

ettigi bag yapist Sekil 7°de verilmistir.

. . a-glukozidaz . .
p-nitro-a-D-glukozit g » P-nitrofenol + a-D-glukozit
a-ghikozidaz
CH,OH CH,OH
O, O,
OH v OH
on Lo
OH OH

n

Sekil 7. a- Glukozidaz enzimlerinin substrati olan nisasta ile etkilesimi (Taslimi ve
Giilgin, 2017).
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a-Glukozidaz enzim inhibitorlerinin enzimler tzerindeki etkileri farklilik
gostermektedir. Bitkilerden elde edilen dogal glukozidaz inhibitérleri, daha az yan

etkileri ve etkinlikleri nedeniyle diyabet tedavisinde ¢ok dnemli hale gelmistir.

1.7. Linum mucronatum subsp. armenum

Linum cinsi igerdigi tiir sayis1 bakimindan Linaceae (Ketengiller) familyasinda
yer alan en biiyiik cinstir ve 200 civarinda taksona sahiptir (Melchior, 1964). Linum
cogunlukla Akdeniz havzasi olmak iizere, Amerika’nin gilineybatist ve kuzeyinde,
Asya’nin subtropikal ve iliman bolgelerinde yayilis gostermektedir (Rendle, 1937;
Cronquist, 1968; Hickey ve King, 1981). Ancak Linum cinsinin asil yayilis alanlar1
Kuzey Amerika Kitasi, Balkan Yarimadasi ve Anadolu’dur (Robertson, 1971). Linum
cinsi Tirkiye’de 43 tiir (67 takson) ile temsil edilmektedir (Bizim Bitkiler, 2022).
Toplam 67 taksondan 26’s1 endemiktir (Bizim Bitkiler, 2022) ve endemizm orani
yaklagik olarak % 38.80’dir. Linum cinsinin {ilkemizde takson sayisinin fazla ve
endemizm oraninin yiiksek olmasi, bu cinsin gen merkezlerinden birinin Anadolu
olabilecegini gosterir (Yilmaz vd., 2011).

Calisma materyalimiz olan Linum mucronatum subsp. armenum (Sekil 8)
bitkisinin Yilmaz (2009)’a gore takson tanimlamasi asagidaki gibidir: Yar1 ¢alimsi
olmayan, otsu c¢ok yilliklar olup dallanma tabandadir. Cicekli govdeler dik veya
yiikselici, 10 — 35 cm uzunlugundadir. Bu govdeler omurgali, omurga diiz ve taban
yapraklar1 tasimaz. Govde yapraklar1 oblong veya oblanseolat, akuminat, 1 — 3 damarli,
9 — 35 x 3 — 8 mm, yaprak tabaninda stipulalidir. Cicek durumu simoz, 7 — ve daha ¢ok
cigeklidirler. Cigekler heterostilik yapida, Sepaller lanseolat, 9 — 11 x 1.5 — 2.5 mm olup
omurgalidir. Ugta zarims1 kenarli ve sillidir. Petalleri sar1 ve taban1 mor lekeli, obovat,
19 — 33 x 8 — 11 mm olup akut veya obtustur. Filament tiibii 3 — 4 mm ve filamentler en
¢ok 8 — 11 mm uzunlugundadir. Anterler oblong 2 — 3 mm uzunlugunda, sar1 renklidir.
Staminod linear, en ¢ok 1 mmdir. Ovaryum kiiremsi, stigma lineardir. Kapsiil 4 — 5

mmdir.
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Sekil 8. Linum mucronatum subsp. armenum bitkisi

Bu alt tiiriin Diinya’daki Yayilisi: Kafkasya, Iran ve Irak, Tiirkiye’deki yayilis; i¢
Anadolu (Kayseri, Kirsehir, Nevsehir, Nigde, Sivas), Dogu Karadeniz (Bayburt,
Giresun ve Glimiishane) Dogu Anodolu (Elazig, Erzincan, Erzurum, Malatya, Van) ve
Giineydogu Anadolu (Diyarbakir, Tunceli, Siirt, Sanlurfa) bolgeleridir (Yilmaz, 2009).
Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin Tiirkiye’deki bolgelere gore yayilist

(Sekil 9)’da gosterilmistir.

Sekil 9. Linum mucronatum subsp. armenum’un Tiirkiye’deki yayilisi
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2.MATERYAL ve METOT

2.1. Kullanilan Cihazlar

Deneysel ¢alismalarda Giimiishane Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii Laboratuvarinda mevcut malzemeler ve
cihazlar kullanilmistir. Kullanilan cihazlar ve cihazlarin markalart Tablo 4 de

verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlar ve markalar

CIHAZ ADI MARKASI

Mikropipet Eppendorf (100-1000 ul)/(1000-5000 ul)
Mikropipet Transferpette (10-100 pl1)/(100-1000 pl)
Buzdolabi (+4 °C) Beko

pH metre HANNA instruments

Analitik Terazi KERN ABJ-NM/ABS-N

Vorteks Karistirici Heidolph

Magnetik Karistirici IKA® RH Basic 2

UV-Vis Spektrofotometre SHIMADZU

Ogiitiicii (Blender) Waring Commercial

Evaporator Heidolph

2.2. Kullanilan Kimyasallar
Deneylerde kullanilan kimyasallar ve kimyasallarin satin alindiklar1 firmalarin

ticari isimleri Tablo 5° de gosterilmistir.

Tablo 5. Kimyasallar ve markalar1

MADDE ADI MARKASI
Etanol ISO-Lab
Metanol ISO-Lab
Aseton Sigma-Aldrich
Asetonitril LiChrosolv®
n-Hekzan ISO-Lab
DPPH Aldrich

TPTZ Sigma

FeCl; Merck

CuCl, Emsure®
Alkolik Neocuproine Aldrich
Amonyum Asetat Merck
Aliiminyum Nitrat Sigma Aldrich

Potasyum Persiilfat Sigma Aldrich




Tablo 5. (Devami)

Folin-Ciocalteu Merck
Na,COs; Sigma Aldrich
a-glukozidaz Sigma Aldrich

4-Nitrophenyl-a-D-glucopyranoside

Biosynth Carbosynth

Troloks

Acros Organics

Gallik Asit

Sigma Aldrich

Kuarsetin

Merck

2.3. Kullanilan Reaktifler ve Hazirlamislar:

Ozellikle antioksidan aktivite testlerinde kullanilan reaktif ¢ozeltiler ve bu

¢Ozeltilerin hazirlaniglar1 Tablo 6 da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan bazi reaktifler ve hazirlaniglar

COZELTI

HAZIRLANISI

100 uM DPPH reaktifi

1.97 mg DPPH 50 ml Metanol’de ¢dziiniir.

(A) 300 mM Asetat Tamponu

2.586 ml der. (%99.5) Asetik asite 40 ml saf su
ve 90 ml metanol ilave edilir. 0.5 M NaOH
cozeltisi ile pH=3.6’ya ayarlanir. Son olarak
hacim 150 ml’ye saf su ile tamamlanur.

(B) 10 mM TPTZ

0.0468 g TPTZ 6 ml 100 mM HCI’de ¢oziiniir.
Sonra uizerine metanol ilave edilir.

(C) 20 mM FeCl3

0.0486 g FeCls 6 ml saf suda ¢oziiniir. Uzerine
metanol ilave edilir.

FRAP Reaktifi

A, B ve C ¢ozeltileri sirastyla; 10:1:1 oraninda
karistirilir. Toplam hacim A+B+C= 180 ml

0.2 N Folin-Ciocalteu Reaktifi

0.2 N reaktif saf su ile 1:10 oraninda
seyreltilerek hazirlanir.

7.5 mM Neokuproin

390.5 mg neokuproin etanolle 250 ml’ye
tamamlanir.

10 mM CuCl,

336.25 mg CuCl; saf su ile 250 ml’ye
tamamlanir.

7 mM ABTS (A)

0.038 g ABTS [C18H18N4OGS4(N Hg)z] tartlllp 1
ml saf su ve etanolde ¢oziilerek hazirlanir.

2.45 mM Potasyum perstilfat (B)

0.0066 g K5S,0s tartilip 3 ml saf su ve etanolde
¢oOziilerek hazirlanir.

ABTS reaktifi

A ve B karistirilip karanlik ortamda 18 saat
bekletilir.

2.4. Linum mucronatum subsp. armenum Ekstraktlarimin Hazirlamisi

Gimiishane’nin  Merkez ilgesine bagli, Baglarbagi mahallesinden Linum
mucronatum subsp. armenum bitkisi 30 Temmuz 2021 tarihinde toplandi. Bitki,
tizerindeki toz ve topraktan arindirildiktan sonra cicek ve yaprak kisimlari ayrilarak

gblgede kurutulmaya birakildi. Kuruyan cicek ve yapraklar blenderdan gegirilerek toz

haline getirildi.
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Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak birbirlerinden farkli polaritelere sahip metanol,
etanol, aseton, asetonitril ve hekzan olmak {izere 5 ¢oziicii ile ¢alisildi. Ekstraksiyon
isleminde her bir ¢oziicii icin toz haline getirilen ¢icek ve yapraktan 5’er gr tartildi.
Uzerlerine 50’ser ml ¢oziicii eklendi ve 2 saat magnetik karistiriciyla ekstrakte edildi
(Akar, 2021). Ekstraksiyon sonunda once adi siizge¢ kagidindan sonra mavi banttan
siiziilerek berrak ¢ozeltiler elde edildi. Daha sonra bu ekstraktlar darasi alinan balonlara
konularak evaporatoérde c¢oziiciileri ucuruldu. Her biri kendi ¢oziiciileri eklenerek
konsantrasyonlar1 belirlendi. Hazirlanan ekstraktlar ¢aligmalar tamamlanana kadar +4
°C’ de agz1 kapali sekilde bekletildi.

2.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.5.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Antioksidan aktivite belirlemede yaygin olarak kullanilan, DPPHe (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikali ticari olarak satin alinabilen bir serbest radikal olup bu radikal
517 nm’de maksimum absorbans gostermektedir (Brand-Williams vd., 1995).
Antioksidanlarla muamele de, DPPHe*’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbansin diislisiine sebep olmaktadir. Calismada {i¢ paralel olarak, 750 pl numune
cozeltileri iizerine ayni hacimde 100 uM’lik metanolik DPPH radikal ¢ozeltisi ilave
edildi. Karisim vortekslendikten sonra 60 dk oda sicakliginda bekletildi. Bekleme
sonunda spektrofotometre ile 517 nm’de absorbanslari belirlendi. Karsilagtirma igin
aynm1 kosullarda farkli konsantrasyonlarda troloks antioksidan standardi (0.005
mg/ml’den baslayarak) da ¢alisildi.

Farkli numune konsantrasyonu ile muamele edilen DPPH radikalinin
absorbansindaki degisim Olgiilerek, absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlarla
grafik ¢izildi. y=ax+b denkleminde DPPHe konsantrasyonunu yariya diisiiren numune
miktar1 pg/ml cinsinden belirlendi ve sonuglar SCsg degeri olarak ifade edildi. Diigiik

SCs degerleri daha yiiksek radikal temizleme potansiyelini gosterir.

2.5.2. Demir (IIT) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

Benzie ve Strain (1996) tarafindan gelistirilen FRAP yonteminde Linum
mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin farkli ¢6ziicii
ekstraktlar ile antioksidan standart olan troloks farkli konsantrasyonlarda seyreltilerek
(1000-500-250-125-62.5 puM) calisildi. Oncelikle ii¢ paralel olacak sekilde 50°ser ul

numune ve standart ¢ozeltileri tiiplere aktarildi. Reaktif korii tiiplerine 50’ser pl numune
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¢oziiclileri ve numune korii tiiplerine ise numune ¢ozeltilerinden 50°ser pl aktarildiktan
sonra FRAP c¢oziiciisiinden 1,5 ml eklendi. Daha sonra numune korii tiipleri disindaki
tiiplere 1,5 ml taze olarak hazirlanmigs FRAP reaktifi eklendi. Tiipler vortekslenerek 20
dakika bekletildi. 20 dakika sonunda absorbans degerleri 595 nm’de okundu. Sonuglar
standart antioksidan madde olan troloks ile karsilastirilarak pM TEAC cinsinden
hesaplandi.

2.5.3. Bakar (IT) indirgeyici Antioksidan Aktivite (CUPRAC) Tayini

Calismada Apak vd. (2004)’nin gelistirdigi yontem modifiye edilerek uygulandi.
Bu yontemde, sirasiyla esit hacimde Cu (II) kloriir ¢ozeltisi, %96’lik etil alkol ile
hazirlanmis neokuproin ¢dzeltisi, amonyum asetat tamponu (pH=7) ve analiz ¢ozeltileri
eklendi. Sonrasinda son ¢ozelti hacmi 4.1 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan tiipler agzi
kapal1 olarak 30 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 30 dakika sonrasinda 450 nm’de
absorbans degerleri ol¢iildii.

Ayni sekilde 6 farkli konsantrasyonda (0.1 puM’dan baslayarak) caligilan standart
antioksidan troloks grafiginden elde edilen deger kullanilarak, numunelerin troloks

esdegeri cinsinden antioksidan kapasiteleri uM TEAC olarak hesaplanda.

2.5.4. ABTS." Radikal Temizleme Kapasitesi Tayini
Re vd. (1999). tarafindan gelistirilmis olan ABTS." radikal temizleme kapasitesi
tayini yontemi antioksidan aktivite belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Oncelikle 7 mM ABTS stok ¢dzeltisi hazirlamak i¢in ABTS etanol: su (5: 1) ¢dziicii
karisimi iginde ¢6ziildii. Sonra ABTS ¢d6zeltisi, etanol: su (1: 3) i¢inde hazirlanan 2.45
mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisi ile karistirildi. Bu karigim ABTS radikal katyonunu
(ABTS.") hazirlamak icin oda sicakliginda ve karanlikta 18 saat bekletildi. Beklemenin
sonunda yaklasik 1/40 oraninda seyreltilerek, 734 nm’de absorbans1 0.07’ye ayarlandi.
Farkli konsatrasyondaki numune ekstraktlar1 ile karsilastirma i¢in kullanilan
standart antioksidan troloks ¢ozeltisi ii¢ paralel, reaktif ve numune korii olacak sekilde
pipetlenerek 20 dk bekletildi. Bekleme sonunda her birinin absorbans degerleri 734 nm
de olciildii. Son olarak ABTSe konsantrasyonunu yariya diisiiren numune miktari mg/ml

olarak hesaplandi ve sonuglar SCsq olarak ifade edildi.

2.5.5. Toplam Fenolik Madde Miktar: Tayini
Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin farkli ¢oziiciiler kullanilarak

ekstrakte edilen ¢igek ve yaprak kisimlarinin fenolik igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi
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kullanilarak, Slinkard ve Singleton (1977) yontemine gore bazi modifikasyonlar
yapilarak belirlendi. Oncelikle 50 pl numune ¢dzeltisi 2.5 ml saf su ile seyreltildi ve
tizerine 250 pl, 0.2 N Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi. Daha sonra karisima 750 ul
Na,C03 (%7.5) ilave edildi ve vortekslendi. Hazirlanan tiipler 2 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 765 nm’de absorbans degerleri belirlendi.

Bes farkli konsantrasyonda hazirlanan gallik asit (1000-500-250-125-62.5 pg/ml)
standart kalibrasyon grafiginden elde edilen dogrunun fonksiyonu kullanilarak
numunelerdeki fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE pg/ml) cinsinden
hesaplandi.

2.5.6. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢i¢gek ve yaprak kisimlarinin
flavonoid igerigi Fukumoto ve Mazza (2000) yontemine gore yapildi. Diger testlerde de
oldugu gibi ¢alisma ti¢ paralel olacak sekilde ¢alisildi. Ayrica numune ve reaktif korti de
yapildi. Oncelikle 250°ser pl esit miktarda numuneler tiiplere pipetlendi, daha sonra
biitiin tliplere 2.1 ml metanol eklendi. Son olarak numune korii hari¢ tiiplere sirasiyla,
50’ ser ul, 1M amonyum asetat (CH3COONH,;) ve %10’luk aliiminyum nitrat
(AI(NO3)3.9H,0) ilave edildi. Pipetleme sonunda karisimlar vortekslendi. Tiiplerin, 40
dk inkiibasyon siiresi sonunda 415 nm’ de absorbans degerleri okundu.

Antioksidan standart olarak ayni anda ve ayni sekilde kuarsetin antioksidan
standardi ¢alisildi. Kuarsetin  (0.25 mg/ml) antioksidan standardi altt farkli
konsantrasyonda hazirlandi ve absorbans degerleri okundu. Daha sonra konsantrasyona
karsilik gelen absorbans degerleri ile standart kalibrasyon grafigi ¢izildi. Cizilen grafige
gore ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlar1 kuarsetin antioksidan esdegeri

(KAE mg/ml) olarak belirlendi.

2.6. LC-MS/MS Cihaz ile Bitki Fenolik Madde Iceriginin Belirlenmesi

LC-MS/MS ile fenolik igerigin belirlenmesi Hitit Universitesi, Bilimsel Teknik
Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan hizmet alimi seklinde yapildi. Calismada
LC-MS/MS Thermo Scientific/Dionex Ultimate 3000-TSQ Quantum cihazi kullanildi.
Analiz i¢in Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin
etanol ekstraktlar1 kullanildi. Analizler ODS Hypersil 4,6¥250 mm, Spm kolon
kullanilarak ve formik asit, su ve metanolle gradient program uygulanarak
gerceklestirildi. A rezervuarinda % 0.1 formik asit (saf suda) ve B rezervuarinda %100

metanol bulunan gradient programi uygulandi. Ayrica numune ve standartlarin
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enjeksiyon hacmi 20 ul’ye mobil faz akisi 0.7 ml/dk’ya ve kolon sicakligi kolon
firmimda 30 °C’ye ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu saglandi. Grandient program 0-1
dakikada A rezervuarinda %100, 22 dakikada 3 dakika boyunca %5 A, 26 dakikada 8

dakika boyunca %100 B rezervuarindan gegirilerek optimize edildi.

2.7. In Vitro a-Glukozidaz Enzim inhibisyonu

Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢i¢gek ve yaprak kisimlarinin
etanolik ekstraktlarinin a-glukozidaz enzim aktivitesi, modifiye edilerek (Yu vd., 2012)
tarafindan gelistirilen metoda gore galisildi. Calismada oncelikle test tiiplerine 650 pl
fosfat tamponu (pH:6.8 ve 0.1 M) eklendi. Daha sonra 20 pl numune ve fosfat
tamponunda hazirlanan 30 pl a-glukozidaz enzimi (Saccharomyces cerevisiae,
lyophilized powder, > 10 units/mg protein) eklendi. Karigim 37 °C’de 10 dk
bekletildikten sonra 75 ul substrat (4-Nitrophenyl-a-D-glucopyranoside) ilave edildi.
Karisim tekrar 37 °C’de 20 dk bekletildikten sonra biitiin tiiplere 650 ul 1M’lik Na,COs3
eklendi ve reaksiyon durduruldu. Absorbans degerleri 405 nm’de UV/VIS
spektrofotometrede ol¢iildii.

Standart inhibitor olarak farkli konsantrasyonlarda akarboz (pozitif kontrol)
calisildi. Calisma ti¢ paralel olacak sekilde ve reaktif - numune korleri de yapildi.
Akarbozun ve numunelerin 1Csy degerleri (ortamda var olan enzim aktivitesini yariya
diistiren numune konsantrasyonu) hesaplandi. Numunenin ICsq degeri ne kadar diisiik

ise enzim inhibisyonunda daha etkili oldugu anlamina gelmektedir.
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3. BULGULAR

3.1. Antioksidan Aktivite Sonuclari

Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢igek ve yapraklarmin 5 farkl
¢cOziicii (metanol, etanol, aseton, asetonitril, hekzan) ile hazirlanan ekstraktlarinin,
antioksidan aktiviteleri 6 farkli antioksidan aktivite tayin yontemi (DPPH radikal
temizleme aktivite, demir (III) indirgeme/ antioksidan giic (FRAP), Bakir (II)
indirgeyici antioksidan aktivite (CUPRAC), ABTS." radikal temizleme kapasite, toplam
fenolik madde miktar1 ve toplam flavonoid madde miktar1 testleri) kullanilarak

belirlendi.

3.1.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

Numunelerin DPPH radikal temizleme aktivitesi belirlenirken standart
kalibrasyon grafigi icin troloks antioksidan standardi 5 farkli konsantrasyonda
(baslangic konsantrasyonu 0.005 mg/ml) calisildi. Elde edilen standart kalibrasyon
grafigi de Sekil 10°da gosterilmistir.

0.8 y =-120.92x + 0.6635

R?=0.9994

06T
04 |

0.2 |

0.0

Absorbans (517 nm)

0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
Troloks konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 10. DPPH antioksidan aktivite testi i¢in farkli konsantrasyonlarda c¢aligilan troloks
standart kalibrasyon grafigi

Elde edilen troloks standart kalibrasyon grafiginin degerleri kullanilarak, troloks

antioksidan standardinin SCsy degeri 0.0027 mg/ml olarak bulundu.
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Sekil 11. DPPH radikal temizleme aktivitesinde gigek (a) ve yaprak (b) kisimlariin
farkl ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarinin SCso degerleri

DPPH radikal temizleme aktivitesinde, diisiik SCso degerleri daha yiiksek radikal
temizleme potansiyelini gosterdigi i¢in en yiiksek antioksidan aktiviteye c¢icek kisminda
metanol ekstraktinin (0.124 mg/ml), yaprak kisminda ise etanol ekstraktinin (0.017
mg/ml) sahip oldugu goriilmektedir. Hem ¢igek hem de yaprak kisimlarin da en diisiik
aktivite goOsteren hekzan ekstraktt olmustur. Her iki kismin hekzan ekstrakti
karsilastirildiginda ise yaprak kisminin (0.360 mg/ml) ¢i¢ek kismindan (1.578 mg/ml) 4
kattan daha fazla aktif ¢iktigi goriilmektedir.Ayrica ¢icek ve yaprak genel olarak
degerlendirildiginde, yaprak kismimin DPPH radikal temizleme aktivitesinin biitlin
¢oziiciilerde ¢igege gore daha yliksek oldugu belirlenmistir.

Cigek: M>ACN>E>A>H ve Yaprak: E>SM>ACN>A>H

3.1.2. Demir (IIT) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini Analizi

FRAP antioksidan aktivite testinde standart kalibrasyon grafigi icin troloks
antioksidan standardi 5 farkli konsantrasyonda (1000-500-250-125-62.5 uM) ¢alisildi.
Troloks i¢in elde edilen standart kalibrasyon grafigi Sekil 12’de gosterilmistir.
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Sekil 12. FRAP antioksidan aktivite testi i¢in farkli konsantrasyonlarda c¢aligilan troloks
standart kalibrasyon grafigi

Troloks standart kalibrasyon grafiginde elde edilen degerler kullanilarak her bir
ekstraktin uM TEAC degerleri hesaplandi.
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Sekil 13. FRAP antioksidan aktivite testinde cicek (a) ve yaprak (b) kisimlarinin farkli
coziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarinin uM TEAC degerleri

FRAP antioksidan aktivite testinde, ¢icek kisminda en yiiksek antioksidan
aktiviteyi metanol ektrakti gosterirken (643 uM TEAC) en diisiik aktiviteyi hekzan
ekstrakti (44 uM TEAC) gostermistir. Yaprak kisminda ise en yiiksek antioksidan
aktiviteyi etanol ekstrakti (645 uM TEAC) gosterirken, en diisiik aktiviteyi hekzan
ekstraktt (58 uM TEAC) gostermistir. Ayni zamanda FRAP testindeki aktivite
siralamast DPPH test sonuglariyla benzerlik gostermistir.

Cicek: M>ACN>E>A>H ve Yaprak: E>M>ACN>A>H
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3.1.3. Bakar (IT) Indirgeyici Antioksidan Aktivitesi (CUPRAC) Analizi

Numunelerin CUPRAC antioksidan aktivite testinde standart kalibrasyon grafigi
icin troloks antioksidan standardi 6 farkli konsantrasyonda (0.1 puM’dan baslayarak)
calisildi. Elde edilen standart kalibrasyon grafigi de Sekil 14’de gosterilmistir.
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Sekil 14. CUPRAC antioksidan aktivite testi i¢cin farkli konsantrasyonlarda calisilan

troloks standart kalibrasyon grafigi

CUPRAC antioksidan aktivite testi i¢in elde edilen troloks antioksidan standart
kalibrasyon grafigindeki degerler kullanilarak her bir ekstraktin uM TEAC degerleri

hesaplandi.
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Sekil 15. CUPRAC antioksidan aktivite testinde ¢igek (a) ve yaprak (b) kisimlarmin
farkl ¢oziiciiler ile hazirlanan ekkstraktlarinin puM TEAC degerleri

CUPRAC antioksidan aktivite testinde, ¢icek kisminda en yiiksek antioksidan
aktiviteyi metanol ekstrakti gosterirken (0.201 uM TEAC), yaprak kisminda etanol
ekstrakti (0.164 uM TEAC) gostermistir. Cicek kisminda metanolden sonra en yiiksek

antioksidan aktiviteyi asetonitril ekstrakti gosterirken, yaprak kisminda etanolden sonra
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en yiiksek aktiviteyi metanol ekstrakti gdstermistir. Diger testlerde oldugu gibi hem
cicek (0.069 uM TEAC) hem de yaprak (0.071 uM TEAC) kisminda, en diisiik
antioksidan aktiviteyi hekzan ekstrakti gdstermistir.

Cigek: M>ACN>E>A>H ve Yaprak: E-M>ACN>A>H

3.1.4. ABTS." Radikal Temizleme Kapasitesi Analizi
ABTS radikal temizleme aktivite testinde standart kalibrasyon grafigi i¢in troloks
antioksidan standardi 5 farkli konsantrasyonda (baslangi¢ konsantrasyonu 0.005 mg/ml)

calisildi. Elde edilen standart kalibrasyon grafigi de Sekil 16°da gosterilmistir.
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Sekil 16. ABTS antioksidan aktivite testi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alisilan troloks
standart kalibrasyon grafigi

Elde edilen troloks standart kalibrasyon grafiginin degerleri kullanilarak, troloks

antioksidan standardinin SCsp degeri 0.082 mg/ml olarak bulundu.
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Sekil 17. ABTS radikal temizleme aktivitesinde ¢icek (a) ve yaprak (b) kisimlarinin
farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarinin SCso degerleri
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ABTS radikal temizleme aktivitesinde, diisikk SCso degerleri daha yiiksek radikal
temizleme potansiyelini gostermektedir. Dolayisiyla grafikler degerlendirildiginde diger
testlerden farkli olarak ¢igek (0.287 mg/ml) ve yaprak (0.163 mg/ml) kisimlarinda en
yiiksek antioksidan aktiviteye aseton ekstraktinin sahip oldugu goriilmektedir. Ayni
zamanda c¢igek ve yaprak kisimlariin diger testlerde yiiksek aktivite gosteren metanol
ve etanol ekstraktlarina bakildiginda yaprak kisminin ¢icek kismindan daha aktif oldugu
da goriilmektedir. Ayrica hem g¢igek (10.17 mg/ml) hem de yaprak (8.43 mg/ml)
kisminda en diisiik antioksidan aktiviteyi hekzan ekstrakti gostermistir.

Cicek: A M>ACN>E>H ve Yaprak: ASE>M>ACN>H

3.1.5. Toplam Fenolik Madde icerigi Analizi

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi igin gallik asit antioksidan
standard1 5 farkli konsantrasyonda (1000-500-250-125-62.5-31.25 pug/ml) calisildi ve
gallik asit standart kalibrasyon grafigi elde edildi (Sekil 18).
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Sekil 18. Toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesinde farkli konsantrasyonlarda

calisilan gallik asit standart kalibrasyon grafigi

Gallik asit standart kalibrasyon grafiginden elde edilen dogrunun fonksiyonu
kullanilarak numunelerdeki fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE pg/ml)
cinsinden hesaplandi (Sekil 19).
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Sekil 19. Linum bitkisinin ¢i¢cek (a) ve yaprak (b) kistmlarmin farkli ¢oziiciiler ile
hazirlanan ekstraktlarinin toplam fenolik madde iceriklerinin GAE (pg/ml)
cinsinden degerleri

Numunelerin toplam fenolik madde igerikleri degerlendirildiginde ¢igek kisminda
en yiksek aktiviteye metanol ekstraktinin (803 pg/ml GAE) sahip oldugu
goriilmektedir. Yaprak kisminda ise en yiiksek aktivite etanol ekstraktina (821 pg/ml
GAE) aittir. Aseton ekstraktlarina bakildiginda yapragin (758 pg/ml GAE) ¢igekten
(391 pg/ml GAE) neredeyse iki kat daha yiiksek ¢iktig1 tespit edilmistir.

Ayni zamanda yaprak kisminin etanol (827 pg/ml GAE) ve metanol (803 pg/ml
GAE) ekstraktlarinin aktiviteleri birbirine yakin ¢ikmistir. Ayrica diger testlerde oldugu
gibi hem g¢igek (17 pug/ml GAE) hem de yaprak (23 pg/ml GAE) kisminda fenolik
madde miktar1 en diisiik olan hekzan ekstraktidir. Genel olarak degerlendirildiginde
biitiin ekstraktlarda yaprak kisminin ¢igek kismina gore fenolik igerik bakimindan daha
zengin oldugu sdylenebilir.

Cicek: M>ACN>E>A>H ve Yaprak: E>-M>ACN>A>H

3.1.6. Toplam Flavonoid Madde icerigi Analizi

Orneklerin toplam flavonoid igeriklerinin belirlenmesinde kuarsetin antioksidan
standardi1 5 farkli konsantrasyonda (baslangi¢ konsantrasyonu 0.25 mg/ml) calisildi ve
Sekil 20’de gosterilen standart kalibrasyon grafigi elde edildi.
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Sekil 20. Toplam flavonoid madde igeriginin belirlenmesinde farkli konsantrasyonlarda
caligilan kuarsetin standart kalibrasyon grafigi

Kuarsetin standart kalibrasyon grafiginden elde edilen dogrunun fonksiyonu
kullanilarak numunelerdeki flavonoid bilesik miktarlar1 kuarsetin antioksidan esdegeri

(KAE mg/ml) cinsinden hesaplandi (Sekil 21).
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Sekil 21. Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢i¢cek (a) ve yaprak (b)
kisimlarinin farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarinin toplam flavonoid
madde igeriklerinin KAE (mg/ml) cinsinden degerleri
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Grafikler degerlendirildiginde toplam flavonoid madde miktar1 bakimindan hem
cicek (0.098 mg/ml KAE) hem de yaprak (0.126 mg/ml KAE) kisminda en yiiksek
aktiviteye metanol ekstraktinin sahip oldugu goriilmektedir. En diisiik aktiviteye ise
cicekte 0.002 mg/ml KAE ve yaprakta 0.001 mg/ml KAE degerlerine sahip hekzan
ekstraktidir. Hem c¢igek hem de yaprak kisminin flavonoid madde miktar1 biitiin
coziicliler icin degerlendirildiginde genel olarak yaprak kisminin ¢icek kismindan daha
zengin flavonoid igerige sahig oldugu gortilmektedir.

Cicek: M>E>A>ACN>H ve Yaprak: M>E>A>ACN>H

28



3.2. LC-MS/MS Analizi

LC-MS/MS ile fenolik igerigin belirlenmesinde numunelerden ¢icek ve yaprak
kistmlarmin etanol ekstraktlar1 calisildi. Orneklerin fenolik bilesik icerigi kantitatif
olarak belirlendi. Calismada; protokatekuik asit, protekateuik aldehit, kafeik asit,
vanilin, p-kumarik asit, salisilik asit, p-OH benzoik asit, rutin, kuarsetin, kaemferol,
oleuropein, ellajik asit, gallik asit, taksifolin, rezveratrol, katesin, epikatesin, rozmarinik
asit, siringik asit ve ferulik asit olmak iizere toplamda 20 tane standart fenolik maddeye
bakildi. Bunlardan var olan fenolik bilesikler ve miktarlar1 ppm (ug/ml) cinsinden Tablo
7°de verildi.

Tablo 7. Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin
icerdigi fenolik bilesikler ve miktarlari

Fenolik Bilesikler Cigek (ug/ml) Yaprak (ug/ml)
Protekatekuik Asit 0.409 -
Kafeik Asit 0.857 0.223
Vanilin 0.341 0.444
P-Kumarik Asit 1.410 1.923
Salisilik Asit 0.445 -
P-OH Benzoik Asit 0.394 -
Rutin 1.189 0.420
Kuarsetin 0.451 0.018
Kaemferol 0.256 -
TOPLAM 5.496 3.028

LC-MS/MS cihaz ile bakilan 20 ¢esit fenolik bilesikten, ¢igek kisminda 9 tanesi
(protekatekuik asit, kafeik asit, vanilin, p-kumarik asit, salisilik asit, p-OH benzoik asit,
rutin, kuarsetin ve kaemferol) ve yaprak kisminda ise 5 tanesi (kafeik asit, vanilin, p-
kumarik asit, rutin ve kuarsetin) tespit edilmistir. Fenolik igcerek bakimindan ¢igegin
daha zengin (hem fenolik bilesik cesitliligi hem de miktar acisindan) oldugu
goriilmektedir. Bitkinin ¢i¢ek kisminda protekatekuik asit, salisilik asit, p-OH benzoik
asit, kaemfenol gibi fenolik bilesikler bulunurken yaprak ekstraktinda bu fenolik
bilesikler bulunmamaktadir. Miktar olarak cicekte en fazla p-kumarik asit (1.410 ug/ml)
ve rutin (1.189 pg/ml), yaprakta ise p-kumarik asit (1.923 ug/ml) bulunmustur. Hem
cicek hem de yaprak kisminda en fazla miktara sahip fenolik bilesik ise p-kumarik
asittir. Ayrica tespit edilen fenolik bilesiklerin toplam miktarlar1 incelendiginde bitkinin
cicek kisminin toplam fenolik igerigi 5.496 ug/ml’ iken yaprak kisminin 3.028 pg/ml

oldugu belirlenmistir.
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3.3. 0-Glukozidaz Inhibisyon Etkisi

a-Glukozidaz enzim inhibisyonu i¢in akarboz pozitif kontrolii ve Linum
mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin etanol ekstraktlar
farkli konsantrasyonlarda ¢alisildi ve her birinin ICsy degerleri mg/ml cinsinden

hesaplandi. Elde edilen grafik Sekil 22°de verilmistir.
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Sekil 22. Akarboz ve 6rneklerin a-glukozidaz enzim inhibisyonunun ICso degerleri

Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin yaprak (4.5334+0.12) ve gigek
(6.096+0.21) kisimlarinin etanol ekstraktlarinin ve akarbozun (0.704+0.06) «-
glukozidaz inhibisyon aktiviteleri hesaplanmistir. Sekil 22°de 6rnekler ile karsilastirma
yapabilmek i¢in standart olarak kullanilan akarboz ayni grafikte gosterilmistir. Elde
edilen verilerde 1Csy degeri ne kadar diisiik ise enzim inhibisyonununda daha etkili
oldugu anlamina gelmektedir. Dolayisiyla yapragin ¢igege gore enzim inhibisyonunun

daha yiiksek oldugunu soyleyebiliriz.
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4. TARTISMA

Bitkiler, diinyanin her yerinde oldugu gibi lilkemizde de gida ve saglikta tedavi
amagcl kullanilmaktadir. Ulkemizde ¢ok sayida dogal bitki tiirii bulunmakta olup bunlar
arasinda endemik bitkiler de yer almaktadir.

Sifali bitkiler ¢ok eski zamanlardan beri saglik alaninda kullanilmaktadir.
Etkinliklerini dogrulamak icin kiiresel olarak calismalar yapilmistir ve bulgularin
bazilar1 bitki bazli ilaglarin {iretilmesine yol agmustir (Sofowora vd., 2013). Bu anlamda
Tiirkiye zengin bir floraya sahiptir. Yaklasik olarak 11000 civarinda bitki taksonu vardir
ve bunlardan 500 kadar1 alternatif tip i¢in kullanilmaktadir (Goktas ve Gidik, 2019).
Tibbi aromatik bitkilerden eclde edilen bitkisel ilaglar islenmemis, islenmis ve herbal
(sifal1 ot) trlinler olmak iizere ii¢ ¢esittir. Kullanim alanlar1 oldukca genis olan bu
bitkileri, familyalarina, igeriginde bulunan etken maddelerine, kullamimlarina ve
farmakolojik etkilerine gore siniflandirabiliriz (Goktas ve Gidik, 2019). Bitkisel
ilaclarin ve bitkisel besinlerin nutrasétiklerin kullanimi, bir¢ok insanin farkli ulusal
saglik ortamlarinda c¢esitli saglik sorunlarinin tedavisi i¢in bu lriinlere bagvurmasiyla
diinya ¢apinda hizla genislemeye devam etmektedir (Ekor, 2014).

Bazi bitkilerin antioksidan agidan zengin olmalari, onlarin saglik alanindaki
arastirmalardaki 6nemini daha da artirmistir. Dogal antioksidanlarin aktiviteleri, onlarin
islevleriyle yakindan ilgilidir. Ozellikle antioksidan aktivite gdsteren bitkilerin gida ve
beslenme alanlarindaki kullanimlarina yonelik ¢ok sayida uygulama bulunmaktadir. Bu
uygulamalardaki tercih edilme nedenleri organizmalar iizerinde saglik agisindan basta
antioksidan aktivite olmak tizere antimikrobiyal, antikanser vb olumlu etkiler olusturan
karotenoit, flavonoid ve fenolik bilesikleri yiiksek oranda igermeleridir. Bu durumda bu
bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi 6nem kazanmaktadir. Bitkilerden
saflagtirilan etken maddelerin biyolojik aktivitelerinin aydinlatilmasi ve ozellikle de
antioksidan aktivitenin belirlenmesinde farkli mekanizmalara sahip ¢ok sayida metot
kullanilmaktadir (Bursal ve Koksal, 2011).

Calismamizda kullanilan alt tiiriin de igerisinde yer aldigi Linum cinsi iizerine
yapilan g¢alismalar keten tohumu olarak adlandirilan ve Linum cinsinin tip tiirii olan
Linum usitatissimum L. {izerine yogunlagmustir (Fedeniuk ve Biliaderis, 1994; Picur vd.,
2006; Jhala ve Hall, 2010; Gruia vd., 2012; Herchi vd., 2016; Li vd., 2019). Bunun
sebebi, bu tirlin ekonomik degerinin olmasi, yiiksek antioksidan gostermesi,

viicudumuz tarafindan iiretilemeyen bazi faydali maddelerin bu tiirlin tohumlarinda



tespit edilmesi ve Onemli miktarda fenolik bilesik icermesidir (Kajla vd., 2015). Bu
bitkinin en ¢ok kullanilan kismi, a-linoleik asit (gida ve kozmetik sanayinde kullanilan)
bakimindan zengin olmasi nedeniyle tohumudur (Fliniaux vd., 2014). Tohumdan elde
edilen yag gida olarak tiiketildiginden dolay1 etkilerinin ne derecede oldugunun
belirlenmesi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Yang vd., 2021). Calismalardan elde
edilen sonuglar, tohum o6zelliklerinin belirlenmesine ve iklim ve cografi kosullariinin
keten tohumunun yag asidi bilesimini, fenolik asitleri, lignanlar1 ve antioksidan
aktivitesini ne derecede etkiledigini ortaya koymustur. Keten tohumu yagi ve
fraksiyonlari, antioksidan, anti-inflamatuar, antikanser ve antiviral &zellikler dahil
olmak iizere onemli tibbi aktivitelere sahiptir (Halligudi, 2012). Keten tohumlarindan
elde edilen fitokimyasallarin saglik agisindan yararlar1 biyolojik aktivitileri iizerine
yapilan aragtirmalarin ¢ogu, bagh olan lignan makromolekiil kompleksi iizerine
odaklanmistir (Westcott ve Muir, 2003; Hano vd., 2013; Ramsay vd., 2017; Hano vd.,
2017).

Linum mucronatum tiiriiniin bazi alt tiirleri tizerine biyokimyasal ve biyoaktivite
icerikli calismalar yapilmis olmasina ragmen (Kartal vd., 2004; Zare vd., 2014;
Koulman vd., 2005; Samadi vd., 2012; Malik vd., 2014) Linum mucronatum subsp.
armenum ile ilgili herhangi bir biyoaktivite belirlenmesine yonelik ¢alisma
yapilmamistir. Bu durum onun biyokimyasal agidan degerlendirilerek literatiire katki
sunulmasinda mevcut calismanin yapilmasi i¢in belirleyici olmustur. Bu ¢alismanin
temel amaci c¢alismadaki bitkinin antioksidan aktivitesinin belirlenerek dogal
antioksidan kaynagi olarak kullanilabilirliginin, fenolik icerik ve enzimatik aktivitesinin
belirlenerek gida ve saglik alaninda biyoteknolojik bir iiriin olarak faydalanabilirliginin
Oon plana c¢ikarilmasinin arastirilmasidir. Literatiirde Linum mucronatum subsp.
armenum alt tiirii ile ilgili fenolik igerik analizi, antioksidan aktivite tayini ve enzimatik
aktivite caligmalarina rastlanilmamistir. Bu nedenle g¢alismada elde edilen bulgular
literatiire katk1 saglayacaktir.

Calismamizda Linum mucronatum subps. armenum bitkisinin ¢icek ve
yapraklarinin farkli polaritedeki metanol, etanol, asetonitril, aseton ve hekzan gibi
¢oziicii ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri belirlenmis ve etanol ekstrakti
kullanilarak fenolik igerigi ile a-glukozidaz inhibisyon aktivite degerleri 6lgiilmiistiir.
Genel olarak, ¢igekte en yiiksek antioksidan aktiviteyi metanol ekstrakti gosterirken,
yaprakta ise en yiiksek aktiviteyi etanol ekstrakti gostermistir. Ayni aktivite testlerinde
¢oziicii farklihigina gore farkli sonuglarin elde edilmesinde ¢oziictilerin polariteleri de
etkilidir (Kang vd., 2003).

32



Nitekim calismamizda ayni testlerde farkli polariteye sahip c¢oziiciiler i¢in farkh
sonuclar elde edilmistir.

Yildiz vd. (2019) Linum arboreum L. tiirliniin metanolik ekstraktlarinin DPPH,
ABTS, toplam antioksidan igerigi toplam fenol ve flavonoid igerikleri belirlenmistir.
Her iki 6ziitlin antioksidan igerigini degerlendirmek i¢in DPPH ve ABTS testlerinde
ICs0 degerleri hesaplanmigtir. Sonuclar sirastyla yaprak ve meyve i¢in DPPH analizinde
ICso degerleri 106.55+1.20 pug ml™ ve 108.56+2.65 pg ml™ iken, ABTS analizinde
1144.8438.44 pg ml™ ve 1114.7+37.09 pg ml™ olarak 6lgiilmiistir. Ayni calismada
Linum arboreum yaprak kisminda toplam fenol 56.96 + pug GA mg* ve toplam
flavonoid 426.49 + 12.20 ug katesin mg'1 olarak Ol¢tlmiistiir.

Linum mucronatum subsp. armenum alt tirinde DPPH igin metanolik
ekstraklarda 1Csy degerleri yaprak icin 124 pg ml™ ve ¢igek icin 29 pg ml™ olarak
belirlenmistir. Her iki calismada da ortak olarak bakilan yaprak kismindaki DPPH
degerleri birbirine olduk¢a yakin ¢ikmistir. Ayni seyi ABTS, toplam fenolik igerik ve
toplam flavonoid igerik testlerinde yaprak kismi i¢in elde edilen degerler igin
sOyleyemeyiz. Mevcut ¢alismamizda Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin
yapragimin metanol ekstraklarinda olgiilen ABTS ve toplam fenolik icerik degerleri
sirast ile (555 pg ml™, 803 ng GAE ml™) Linum arboreum’da élgiilen degerlerden
oldukca yiiksek ¢ikmisken, toplam flavonoid icerik degeri (98 nug ml™* KAE) ise bu
kiyasta tam tersi olarak oldukga diisiik ¢ikmustir. Bu degerlere gore alt tiiriin yaprak
kisminin daha aktif oldugu goriilmektedir. Mevcut calismamizda ¢igek ve yaprak
kisminda tiim ekstraktlar i¢in elde edilen FRAP, CUPRAC, toplam fenolik igerik ve
toplam flavonoid icerik degerleri tizerine bir karsilastirma degerlendirmesi yapildiginda
elde edilen degerlerin birbirlerine yakin oldugu goriilmektedir. Ancak hem DPPH hem
de ABTS degerleri acisindan ¢icek ve yaprak kisimlari i¢in aynt durum soz konusu
olmamistir; g¢igek kismi olduk¢a yiiksek degerlere sahiptir. Yaprak etanol
ekstraktlarinda DPPH degeri 0.172 mg/ml iken bu deger ¢icekte 0.017 mg/ml’dir. Yine
etanol ekstraklarinda ABTS degeri yaprakta 0.882 mg/ml iken, bu deger ¢icekte 0.208
mg/ml olarak 6lciilmiistiir. Ozellikle cicek kisminda renk olusumuna katki saglayan
bilesikler antioksidan aktivite bakimindan oldukg¢a aktiftirler. Yine Linum arboreum
tiirli lizerine Sultan (2020) tarafindan yapilan ¢alismada bitkinin herba kisminin metanol
ekstraklarinda DPPH (ICsp), toplam fenol ve flavonoid igerikleri sirasiyla 85.1 pug/ml,
40.7 ve 55.4 ng/mg olarak 6l¢iilmiis. DPPH sonuglar1 calismamizda elde edilen sonuglar
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ile uyumlu iken. Toplam fenolik ve flavonoid igerik agisindan galismamizda yiiksek
degerler elde edilmistir.

Ayni bitkinin farkli kisimlar1 arasinda aktivite degerleri bakimindan ortaya ¢ikan
farkliliklar kimyasal bilesimlerdeki degiskenlige baglidir. Bitkilerin kimyasal bilesimi
farkl1 gelisim evreleri, genetik c¢esitlilik, bitki kisimlar1 arasindaki gosterdikleri
fonksiyonlara bagl yapisal farkliliklar ve lokasyona bagli ¢evresel etki degisiklikleri
gibi bir¢ok faktor tarafindan etkilenmektedir (Akar, 2021). Bu da dogal olarak aktivite
degerlerinin kisimlara gore degiskenlik gostermesine neden olmaktadir. Ek olarak, ayni
kisimlarda farkli aktivite testlerinde sonuglarin birbirleri ile uyumsuz olmalar1 ise
aktivite testlerinin farkli mekanizmalara sahip olmasi ile agiklanabilir (Sahahidi ve
Zhong, 2015).

Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢i¢gek ve yaprak kisimlarinin
icerdigi fenolik bilesik kompozisyonu ve miktarlarinin belirlenmesine yonelik etanolik
ekstraktlarla yapilan LC-MS/MS analiz sonucunda ¢igegin toplam fenolik maddde
iceriginin (5.496 pg/ml) yapraktan (3.028 pg/ml) daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Tablo 7). Her iki bitki kisminda da en yiiksek miktara sahip fenolik bilesigin p-
kumarik asit oldugu goriilmiistiir. P-kumarik asit hidroksisinnamik asit sinifina ait bir
organik bilesiktir (Schultheiss vd., 2011). P-kumarik asit esterlesmis veya serbest asit
formunda daha c¢ok bugdaygillerin hiicre duvarinda, meyvelerde ve sebzelerde
bulunmaktadir (Lou vd., 2012; Boz, 2015). Tedavisi zor hastaliklara ¢6ziim olabilecek
ilaglar gelistirilirken, c¢evreye, insanlara ve diger tiim canlilara karsi zarar1 ve yan
etkilerinin olmadig: bilinen, dogal ve organik bilesiklerin kullanilmasi ¢ogu arastirma
gruplariin temel amaci olmaktadir. Cok c¢esitli biyolojik aktivitelerinin yan1 sira genis
spektrumlu antioksidan aktiviteye sahip olan, sinnamik asit ve p-kumarik asitin de
icerisinde yer aldig1 tiirevleri, ilag gelistirmek icin yiiksek potansiyelli bir bilesiktir
(Matejczyk vd., 2017). Yapilan bir ¢alismada p-kumarik asidin ¢alismada kullanilan
bakteriyel patojenlerinin biiyiimesini 10 ila 80 pg/ml arasinda degisen MIK
degerlerinde etkili bir sekilde inhibe ettigi ve p-kumarik asitin, mikroorganizma dis ve
plazma zar1 gecirgenligini 6nemli Olgiide artirarak bdylelikle bu fenoligin plazma
zarinin bariyer olusturma fonksiyonunda bir kayba neden oldugu rapor edilmistir (Lou
vd., 2012). Ayrica kozmetikte deri pigmenti hastaliklarinin  6zellikle de
hiperpigmentasyonun Onlenmesinde ve tedavi edilmesinde kullanilan cerrahi tedavi
(kimyasal uygulama ve lazer tedavisi), farmakoterapi ve kozmetik kamuflaj gibi
yontemler cilt tahrisi alerji, mutasyonlar ve kanser gibi yan etkilere neden olabilir. Bu

nedenle 6nlenmesinde dogal bir kaynak olarak bitkilerden elde edilen p-kumarik asitin
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antimelanojenik etkileri (dogal cilt aydinlatici), insan ¢alismalar1 da dahil olmak tizere
cesitli deneysel ortamlarda gosterilmistir (Boo, 2019). Linum mucronatum subsp.
armenum bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin fenolik igeriginde p-kumarik asitin
yani sira kafeik asit, vanilin, rutin ve kuarsetin de tespit edilmistir (Tablo 7). Rutin,
vitamin P ve kuarsetin-3-O-rutinosit olarak ta bilinen ve birgok gida maddesi, sebze ve
icecekte bulunan bir flavonoiddir ve anti-inflamatuar, antioksidan, anti-diyabetik,
noroprotektif, nefroprotektif, gastroprotetif ve hepatoprotektif gibi biyolojik aktivite
etkilerine sahiptir (Hosseinzadeh ve Nassiri-Asl 2014: Ghorbani, 2017). Kafeik asit
(3,4-dihidroksisinnamik), bitki dokularinda daha yaygin olarak bulunan hidroksisinamat
ve fenilpropanoid metabolitlerinden birisi olup ve kahve igecekleri, yaban mersini, elma
ve elma sarabi dahil olmak iizere birgok gida kaynaginda mevcuttur (Magnani, 2014).
Ayn1 zamanda, antioksidan, antiinflamatuar, antikanserojenik, antibakteriyel ve
immiinomodiilator etkiler gdsteren bir dizi biyolojik ve farmakolojik 6zellige sahiptir
(Armutcu vd., 2015). Mevcut ¢alismamizdaki bitkinin her iki kisminda da tespit edilen
vanilin (4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit) diinyada yaygin bir sekilde besinlerde tat ve
aroma artirici olarak kullanilan dogal vanilyanin ana bilesenidir (Walton vd. 2003).
Buna ek olarak, antioksidan ve antitimor potansiyele sahip olan vanilin bir
biyoantimutajen olarak siniflandirilmistir ve c¢esitli hiicre sistemlerinde kimyasal ve
fiziksel mutajenler tarafindan indiiklenen mutajenezi inhibe edebilme potansiyeline
sahiptir (Makni, 2012; Bazerra, 2016). Ciinkii DNA replikasyonu ve onarimi gibi
hiicresel siirecleri modiile ederek kanserlesmeyi engelleyebilir (King vd., 2007).
Bununla birlikte 6zellikle bitkinin yaprak kisminda cicek kismina gore daha yiiksek
miktara tespit edilen kuarsetin tohum c¢imlenmesi, polen biiyilimesi, antioksidan
mekanizma ve fotosentez gibi gesitli bitki fizyolojik siireglerinde rol oynamakla birlikte
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi bitkiyi koruyan giiclii bir antioksidandir
(Singh vd., 2021).

Han vd. (2018) yapilan ¢alismada Linum usitatissimum kabugunun antioksidan
aktivitesi ve polifenol iceriklerinin LC-MS/MS ile analizinde keten tohumu kabugunun
liyofilize sulu ekstrakt (AEF) ve buharlastirilmig etanolik ekstraktinin (EEF) etkilerini
tespit etmek amaciyla DPPH, ABTS temizleme etkileri ve ferrik tiyosiyanat yontemi ile
toplam antioksidan aktivite incelenmistir. Sonu¢ olarak etkili antioksidan kaynagi
oldugu yoniinde bulgular elde edilmistir. Aynmi ¢alismada yapilan LC-MS/MS
analizlerinde p-hidroksibenzoik, vanilin, p-kumarik asit, askorbik asit, ferulik asit ve

ellajik asit fenolikleri tespit edilmis ve p-hidroksibenzoik asit hem AEF hem de EEF’de

35



en yiikksek miktarda Olc¢lilmiistiir. P-hidroksibenzoik asit bitkimizin sadece ¢icek
ekstraktinda tespit edilip yaprak ekstraktinda bulunmamustir.

Havug, palmiye yagi, iiziim, ve musmula gibi bitkilerden dogal yollar ile elde
edilebilen p-hidroksibenzoik asit (Manuja vd., 2013) son zamanlarda gida, kozmetik,
ilag, mantar oldiiriictiler olarak biyoteknolojik uygulamalarda umut verici bir ara madde
olarak kullanilma potansiyeline sahiptir (Wang vd., 2018). Ayrica ¢alismamizda Linum
mucronatum subsp. armenum’un LC-MS/MS analizinde hem g¢icek hem de yaprak
etanolik ekstraktlarinin her ikisinde de en bol bulunan fenolik bilesikler olan p-kumarik
asit ile vanilin de p-hidroksibenzoik asitin yani sira Linum usitatissimum’da (Han vd.
2018) yer alan ortak fenolikler arasinda yer almaktadir.

Enzimler organizma kaynakli protein tabiatinda peptit baglari ile birlestirilen uzun
bir aminoasit zincirinden olusan her canli tiiriiniin hiicrelerinde meydana gelen ¢ok
sayida biyokimyasal reaksiyondan sorumlu biyolojik katalizorlerdir (Kermesha ve
Eskin, 2021; Ugak ve Afreen, 2022). Dolayisiyla enzimler organizmalarin yasamlarini
devam ettirebilmeleri i¢in mutlaka gerekli olan bilesiklerdir. Bunlar, substratin spesifik
bolgesine baglanarak herhangi bir reaksiyonu aktive etmek i¢in kullanilir. Enzimler,
hareketlerinde 6zeldir ve aktiviteleri, substratin konsantrasyonuna, sicaklik ve pH gibi
diger fiziksel kosullara bagli olarak degisim gostermektedir (Blanco ve Blanco, 2017;
Ucak ve Afreen, 2022). Enzimler mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar gibi gesitli
kaynaklardan elde edilebilir. Enzimler yalnizca canli hiicrelerde olussa da birgogu
hiicrelerden ayrilip ve in vitro kosullarda da fonksiyonlarini siirdiirebilirler. Enzimlerin
0zel kimyasal doniisiimlerini izolasyon iginde gergeklestirme konusundaki bu essiz
yetenegi, enzimlerin endiistriyel ve gida iiretim siireclerinde, biyoremediasyonda ve
tipta giderek artan bir sekilde biyoteknoloji olarak kullanimlarina yol agmustir ve
bunlarin iiretimi “enzim teknolojisi” olarak adlandirilmaktadir. Enzim teknolojisi, yeni
teknolojilerin, temel biyoloji ve biyoinformatigin gelisimine, yeni enzim
uygulamalarina yol agmakta ve enzimlerin biyotenolojik iiriinler olarak endiistrideki
kullanimlarinin etkisini artirmaktadir (Smith vd., 2004).

Literatiirde ¢aligmamizda kullanidigimiz Linum mucronatum subsp. armenum alt
tiirliyle ilgili a-glukozidaz enzim inhibisyonu tayini ile ilgili herhangi bir calisma
mevcut degildir. Bununla birlikte Linum cinsinin en yaygin olarak bilinen, kiiltiirii
yapilan ve en fazla enzim aktivitesi belirlenmis tiirii Linum usitatissimum tiiriidiir. Bu
tiriin lizerinde ¢aligilan bazi enzimler soyledir: Alkalaz (Wei vd., 2018), hidrojen

peroksit (Amin ve Thakur., 2014), hidroksinitril liyaz (HNL) enzimi (Roberge vd.,
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2007), B-glukozidaz (Linamaraz) enzimi (Fieldes ve Gerhardt, 2001), a-amilaz ve o-
glikozidaz (Bhat vd., 2011), katalaz ve siiperoksit dismutaz (Bozdemir, 2007).
Calismamizda in vitro a-glukozidaz enzim inhibisyonu arastirilmigtir. Yapragin
(ICs0: 4.533 mg/ml) ¢igege (ICsp: 6.096 mg/ml) gore enzim inhibisyonunun daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Alfa glukozidaz inhibitorler1 (AGI'ler), benzersiz bir anti-
diyabetik ila¢ smifidir. Bakterilerden elde edilen bu oral ilaglar, pankreas merkezli etki
mekanizmasina sahip olmayan enzim inhibitorleridir (Kalra, 2014). Alfa-glukozidaz
inhibitorleri, bir oral ilag smifidir. Tip 2 diyabette karbohidratlarin bagirsaktan
emilimini azaltip, Sonugta, tokluk durumunda kandaki glukoz seviyesinde daha yavas ve
daha diisiik bir miktarda artis saglanir (Benella vd., 2010). Bu tiir inhibitorler, bitki ve
mikrobiyal kaynaklardan rapor edilmistir (Ganesan, 2011). Bitkiler a-glukozidaz enzim
inhibisyonu gostermeleri bakimindan tiim organizmalar igerisinde Onemli bir yere
sahiptirler. Benella vd. (2010) son on yilda alfa glukozidazi inhibe eden tibbi bitkilerden
izole edilen dogal iirtinlerin (alkaloidler, stilbenoidler (polifenol), triterpen, asitler
(klorojenik asit, betulinik asit, siringik asit, vanillik asit, bartojenik asit, oleanolik asit,
dehidrotrametenolik asit, korosolik asit, ellajik asit, ursolik asit, gallik asit, fitosterol,
miyoinositol, flavonoidler, flavonolignanlar, antrakinonlar, antronlar ve ksantonlar,
feruloylglucosides, flavanon glikozitler, asetofenon glikozitler, glukopiranozit tiirevleri,
genin tirevleri, flavonol, antosiyaninler) giiglii bir sekilde aktivite gosterdigini
vurgulamistir.  Assefa vd. (2020) dogal alfa-glukozidaz inhibitdr bilesiklerini
literatiirden elde ettigi verilere gore siniflandirmis ve I1Csp degerlerini vermistir. Assefa
vd. (2020), Linum mucronatum subsp. armenum’un LC-MS/MS analizinde ¢icek ve
yaprak etanolik ekstraktlarindan elde edilen bilesikler arasinda yer alan kuarsetin igin
ICso degerini 7 uM, protekatekuik asit i¢in 85.1 pg/ml ( pozitif kontrol: 230.4 pg/ml)
olarak vermistir. Linum mucronatum subsp. armenum’un LC-MS/MS analizinde hem
cicek ve hem de yaprak kisminda en yiiksek miktarlarda tespit edilmis olan p-kumarik
asit Pei vd. (2016) belirtigine gore konjugatlar1 ile birlikte alfa glukozidazi inhibe
ederek diyet karbohidratinin bagirsak emilimini geciktirir ve p-kumarik asit, a-amilaz
ve a-glukozidaz veya p-glukovidaz iizerinde orta derecede (ICsp >30 000 pwmol 1Y) bir
inhibitdr etki gosterir. Yine Tlizerine calisma gerceklestirdigimiz bitkinin her iki
kisminda da tespit edilen kafeik asitin kayda deger bir bigimde a-glukozidaz iizerine
enzim inhibisyonu gosterdigine dair bulgular (ICso = 4.98 pg/ml) mevcuttur (Oboh vd.,
2015). Benzer sekilde Linum mucronatum subsp. armenum’un her iki kisminda tespit
edilen vanilinin alfa glukozidaza kars1 inhibit6r etkisi Liu vd. (2021) tarafindan yapilan

calisgmada 1Csp degeri 28.34 + 0.89 mg/ml olarak rapor edilmistir. Dubey vd. (2017)
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tarafindan rutin fenoliginin alfa glukozidaz (p < 0.001; %52.56) i¢in Onemli bir
inhibisyon diizeyine sahip oldugu belirtilmistir.

Bitkilerin a-glukozidaz enzim inhibisyonu belirlemeye yonelik bir¢ok ¢alisma
gerceklestirilmistir. Benella vd. (2010) tarafindan yapilan c¢alismada 29 bitki
familyasina ait 47 tiir a-glukozidaz enzim inhibisyonu agisindan degerlendirilmis olup,
I1Cs0 degerleri 0.9 pg/ml ve 17 mg/ml arasinda de8isim gostermis oldugu belirtilmistir.
Lawag vd. (2012) tarafindan yapilan baska bir caligmada ise 6 bitki tliriiniin ayn1 enzim
i¢in inhibitor aktiviteleri ICsp (0.08+1.82 ve 519.86+3) seklinde rapor edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢igek ve yapraklarinin bes farkli
¢Oziicl ile hazirlanan ekstraktlarimin alt1 farkli antioksidan aktivite testi ile belirlenen
antioksidan aktivite sonuglari;

DPPH radikal temizleme aktivitesinde, troloks standart kalibrasyon grafigi
olusturularak karsilastirma yapildi. Elde edilen verilere gore en yiiksek antioksidan
aktiviteye ¢igek kisminda metanol ekstraktinin (0.124 mg/ml), yaprak kisminda ise
etanol ekstraktinin (0.017 mg/ml) sahip oldugu goriildii. Hem ¢icek (1.578 mg/ml) hem
de yaprak (0.360 mg/ml) kisimlarin da en diisiikk aktivite gosteren ekstrak hekzan
ekstraktt oldu. Ayrica ¢igek ve yaprak genel olarak degerlendirildiginde, yaprak
kisminin DPPH radikal temizleme aktivitesinin biitiin ¢oziiciilerde ¢igege gore daha
ylksek oldugu belirlendi.

FRAP antioksidan aktivite testinde, troloks standart kalibrasyon grafiginden elde
edilen degerler kullanilarak her bir ekstraktin uyM TEAC degerleri hesaplandi. Analizler
sonucunda en yiiksek FRAP antioksidan aktiviteyi cigek kisminda metanol ektrakti
gosterirken (643 uM TEAC) en diisiik aktiviteyi hekzan ekstrakti (44 uM TEAC)
gosterdi. Yaprak kisminda ise en yiiksek antioksidan aktiviteyi etanol ekstrakti (645 uM
TEAC) gosterirken, en diislik aktiviteyi hekzan ekstrakti (58 uM TEAC) gosterdi. Ayni
zamanda FRAP testindeki aktivite siralamasi DPPH test sonuglariyla benzerlik
gostermistir.

CUPRAC antioksidan aktivite testinde, troloks antioksidan standart kalibrasyon
grafigindeki degerler kullanilarak her bir ekstraktin uM TEAC degerleri hesaplandi.
Cicek kisminda en yiiksek antioksidan aktiviteyi metanol ekstrakti gosterirken (0.201
uM TEAC), yaprak kisminda etanol ekstrakti (0.164 uM TEAC) gosterdi. Cicek
kisminda metanolden sonra en yiiksek antioksidan aktiviteyi asetonitril ekstrakti
gosterirken, yaprak kisminda etanolden sonra en yiiksek aktiviteyi metanol ekstrakti
gosterdi. Diger testlerde oldugu gibi hem ¢igek (0.069 uM TEAC) hem de yaprak
(0.071 uM TEAC) kisminda, en diisiik antioksidan aktiviteyi hekzan ekstrakti
gostermistir.

ABTS radikal temizleme aktivitesinde, antioksidan standart olan troloks
kalibrasyon grafigi olusturuldu ve karsilastirma yapildi. ABTS testinde diger testlerden
farkli olarak ¢igek (0.287 mg/ml) ve yaprak (0.163 mg/ml) kisimlarinda en yiiksek



antioksidan aktiviteye aseton ekstraktinin sahip oldugu goriildii. Ayrica hem g¢igek
(10.17 mg/ml) hem de yaprak (8.43 mg/ml) kisminda en diisiik antioksidan aktiviteyi
diger testlerde oldugu gibi hekzan ekstrakti1 gostermistir.

Antioksidan aktivite testlerinin g¢esitli mekanizmalara sahip olmasi ve farkli
polariteye sahip ¢o6ziiciilerin bitkilerdeki etken maddelerle etkilesimlerinin farkli olmasi
aktivite sonuglarinin farklilik géstermesini saglamustir.

Toplam fenolik madde igerikleri, gallik asit standart kalibrasyon grafiginden elde
edilen dogrunun fonksiyonu kullanilarak, fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit
antioksidan esdegeri (GAE ng/ml) olarak hesaplandi. Toplam fenolik madde igerigi
bakimindan ¢igek kisminda en yiiksek aktiviteye metanol ekstraktinin (803 pg/ml GAE)
sahip oldugu goriildi. Yaprak kisminda ise en yiiksek aktiviteyi etanol ekstrakti (821
nug/ml GAE) gosterdi. Aseton ekstraktlarina bakildiginda yapragin (758 pg/ml GAE)
cicekten (391 ug/ml GAE) neredeyse iki kat daha yiiksek ¢iktigi tespit edildi. Ayn
zamanda yaprak kismimin etanol (827 pg/ml GAE) ve metanol (803 pg/ml GAE)
ekstraktlarinin aktiviteleri birbirine yakin ¢ikti. Ayrica diger testlerde oldugu gibi hem
cicek (17 ng/ml GAE) hem de yaprak (23 pg/ml GAE) kisminda fenolik madde miktari
en diisik olan hekzan ekstrakti oldu. Genel olarak degerlendirildiginde biitiin
ekstraktlarda yaprak kisminin ¢igcek kismina gore fenolik i¢erik bakimindan daha zengin
oldugu soylenebilir.

Toplam flavonoid madde miktarmin belirlenmesinde, kuarsetin standart
kalibrasyon grafiginden elde edilen dogrunun fonksiyonu kullanilarak numunelerdeki
flavonoid bilesik miktarlart kuarsetin antioksidan esdegeri (KAE mg/ml) cinsinden
hesaplandi. Toplam flavonoid madde miktar1 agisindan hem ¢igek (0.098 mg/ml KAE)
hem de yaprak (0.126 mg/ml KAE) kisminda en yiiksek aktiviteye metanol ekstraktinin
sahip oldugu belirlendi. En diisiik aktiviteyi ise diger testlerde de oldugu gibi ¢igek
(0.002 mg/ml KAE) ve yaprakta (0.001 mg/ml KAE) hekzan ekstrakti gosterdi. Genel
olarak toplam flavonoid madde miktar1 biitiin ¢oziiciiler i¢in degerlendirildiginde yaprak
kisminin ¢igcek kismindan daha zengin flavonoid igerige sahip oldugu goriildii.

Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin etanol
ekstraktlariin LC-MS/MS ile fenolik igeriklerinin belirlenmesinde 20 tane standart
fenolik maddeye (protokatekuik asit, protekateuik aldehit, kafeik asit, vanilin, p-
kumarik asit, salisilik asit, p-OH benzoik asit, rutin, kuarsetin, kaemferol, oleuropein,
ellajik asit, gallik asit, taksifolin, rezveratrol, katesin, epikatesin, rozmarinik asit,
siringik asit ve ferulik asit) bakildi. LC-MS/MS cihazi ile belirlenen 20 gesit fenolik

bilesikten, cicek kisminda protekatekuik asit, kafeik asit, vanilin, p-kumarik asit,
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salisilik asit, p-OH benzoik asit, rutin, kuarsetin ve kaemferol olmak {izere 9 tane ve
yaprak kisminda kafeik asit, vanilin, p-kumarik asit, rutin ve kuarsetin olmak tizere 5
tane fenolik bilesik tespit edildi. Bu sonuglara gore hem fenolik bilesik ¢esitliligi hem
de miktar acisindan degerlendirildiginde ¢igcek kisminin daha zengin fenolik icerige
sahip oldugu goriildii. Miktar olarak cigekte en fazla p-kumarik asit (1.410 pg/ml) ve
rutin (1.189 ug/ml), yaprakta ise p-kumarik asit (1.923 pg/ml) bulundu. Hem ¢igek
hem de yaprak kisminda en fazla miktara sahip fenolik bilesik ise p-kumarik asittir.
Ayrica tespit edilen fenolik bilesiklerin toplam miktarlari incelendiginde bitkinin ¢igek
kisminin toplam fenolik igerigi 5.496 pg/ml’ iken yaprak kisminin 3.028 pg/ml oldugu
belirlendi.

Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢i¢ek ve yaprak kisimlarinin etanol
ekstraktlarmin toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde igerikleri LC-MS/MS
sonuglariyla karsilastirildiginda, hem toplam fenolik madde hem de toplam flavonoid
madde miktar1 agisindan yaprak kisminin etanolik ekstraktinin ¢icek kismindan daha
aktif oldugu goriilmistiir. Ancak LC-MS/MS cihazi ile belirlenen toplam fenolik igerik,
bitkinin ¢igek kisminda 5.496 pg/mlmiken yaprak kisminda 3.028 pg/ml olarak
belirlendi. Yani ¢icek kisminin yapraktan hem fenolik bilesik ¢esitliligi hem de miktar
bakimindan daha zengin fenolik igerige sahip oldugu goriildi. Bu durum bitkide LC-
MS/MS cihaz1 ile analiz edilen 20 standart fenolik bilesikten farkli bilesiklerinde
bulundugunu gostermektedir.

Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarinin etanol
ekstraktlarimin  a-glukozidaz enzim inhibisyonu belirlendi. Ayni zamanda karsilastirma
yapmak i¢in farkli konsantrasyonlarda pozitif kontrol olarak akarboz standardi ¢alisildi.
Linum mucronatum subsp. armenum bitkisinin yaprak kisminin 1Cs=4.533 mg/ml ve
cigcek kisminin IC50=6.096 mg/ml olarak hesaplandi. Elde edilen verilerde I1Csy degeri ne
kadar diisiik ise enzim inhibisyonunun daha etkili oldugu i¢in yaprak kisminin ¢icek
kismina gore enzim inhibisyonunun daha yiiksek oldugunu sdyleyebiliriz.

Yukaridaki sonugalara gdore Linum mucronatum subsp. armenum alt tiirii
antioksidan aktvite ve a-glukozidaz enzim inhibisyonu agisindan biyolojik aktivite
gostermektedir. Bu nedenle Linum mucronatum subsp. armenum alt tiirii antibakteriyal,
antifungal, sitotoksik ve diger enzim aktivitleri acisindan da degerlendirilerek
biyoteknolojik olarak kullanilabilirligine yoenelik calismalar gergeklestirilebilir. Ayrica
tilkemizde zengin bir takson gesitliligine sahip olan Linum cinsinin diger tiirleri, alt

tiirleri ve varyetelerinin biyolojik aktivitlerinin belirlenmesine yonelik caligmalarin da
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yapilmasi literatiire katki saglayarak ilag, gida vb gibi biyoteknolojik {irtinlerin

tasarlanmasinda yol gosterici olacaktir.
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