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OZET

NORODEJENERATIF HASTALIKLARDA ROSA
DAMASCENA’ DAN ELDE EDILEN FITOKIMYASALLAR
UZERINE KARSILASTIRMALI iN VITRO CALISMALAR

Oksidatif stres ve Onemli enzimlerin inhibisyonu, yaygin olarak alzheimer
hastaligi, parkinson hastaligi, huntington hastaligi ve depresyon gibi ¢esitli
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde ve tedavi edilmesinde rol oynar. Bu
caligmada Isparta, Tiirkiye’den bes farkli ¢esit Rosa damascena Mill kurutulmus yapragi;
Rosa damascena ‘Bulgarica’, Rosa damascena ‘Faik’, Rosa damascena ‘Iranica’, Rosa
damascena ‘Complex-35 ve Rosa damascena ‘Complex-37° varyasyonlari
Asetilkolinesteraz (AChE) ve Monoamino oksidaz (MAQ) inhibisyon aktivitesi,
antioksidan kapasiteleri ve radikal uzaklastirma aktiviteleri agisindan incelenmistir.
Calisma dort asamada tasarlanmistir: 11k asama: Rosa damascena kurutulmus yapraklari
toz haline getirilmis ve etanol ¢dziicii icinde ekstre edilmistir. ikinci asama: antioksidan
tayinleri Ferrik indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP) ile degerlendirilmis ve antioksidan
aktivitesi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve hidroksil sondiirme aktivite yontemleri
ile belirlenmistir. Ugiincii asama: Wistar siganmin beyni, aktivite testi i¢in enzim kaynag:
olarak kullanilmistir ve AChE aktivitesi Ellman yontemi ile standardize edilmistir.
Bitkinin AChE inhibitor aktivitesi de Ol¢ililmiistiir. Dordiincii asamada, Monoamino
oksidaz aktivitesi standardize edilmis ve yaprak ozleri ile inhibisyonu incelenmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak analiz edilmis ve yorumlanmistir.

FRAP degerleri, gram kuru agirligi (KA) basina E vitamini esdegeri olarak ifade
edilir. E vitamini esdegerleri 0.11 mmol ila 0.22 mmol arasinda degismistir. En yiiksek

degerler R. bulgarica i¢in not edilmistir.

Serbest radikal uzaklastirma etkinligine gore; Rosa damascena’ nin DPPH radikal
sondiiriicti aktivitesinin artan konsantrasyon ile birlikte arttigi1 goriilmiistiir. Standart olarak
kullanilan askorbik asit, ICso = 0.37 + 0.48 pg / ml ile maksimum serbest radikal
uzaklastirici aktivite gdstermistir. Rosa damascena’ nin etanolik ekstresi 1.09 + 0.20 ug /
ml 1Cso degeri ile ayrilir, diger bes ekstrakt ile karsilastirildiginda en giigliit DPPH radikal

uzaklastirici aktivitesini gostermistir. Buna ek olarak, R. bulgarica yaprak ekstraktlarinin



ICs0 = 0.921 £ 0.2 ile en yiiksek hidroksil sondiirme aktivitesi aktivitesini gosterdigi

bulunmustur.

Rosa damascena kurutulmus yapraklar1 etanol ile elde edilen o6ziitlerin bes
orneginin asetilkolinesteraz (15 pg, 25 pg, 50 pg / ml) ve Monoamin oksidaz inhibisyon
potansiyeli (3 pg, 10 pg, 20 ug / ml) konsantrasyon araliklarinda belirlendi. Sonuglar,
AChE aktivitesinin bir konsantrasyonda inhibe edildigini ortaya ¢ikardi. Negatif kontrol
(sadece enzim,0.87 U / mg) ve aymi pozitif kontrol konsantrasyonlar1 (donepezil) ile
karsilastirildiginda
R. bulgarica > R. iranica > R. faik > R. COM-37 > R. COM-35'e bagli bir sekilde inhibe
edildigini gosterdi.

Monoamin inhibisyon aktivitesinin sonucu, R. iranica ekstresinin R. bulgarica, R.

COM-37, R. faik, R. COM-35'ten daha yiiksek bir MAO inhibit6r aktivitesine sahip

oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Bu ¢alisma ile bu ¢alismada kullanilan tiim yaprak orneklerinin anlamli bir AChE
ve MAO inhibitér potansiyeli ve radikal uzaklagtirma aktivite gosterdigini ve
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde alternatif tedavi olarak kullanilabilecegini

distindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, Asetilkolin, Asetilkolinesteraz, DPPH radikal

uzaklastirma aktivitesi, Monoamin oksidaz inhibisyon aktivitesi.



ABSTRACT

Oxidative stress and inhibition of important enzymes is commonly involved in
the pathogenesis and treatment of various neurodegenerative diseases, such as
Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Huntington’s disease and depression. In this
study five different varities of Rosa damascena dried leaves form Isparta /Turkey; Rosa
damascena ‘Bulgarica’, Rosa damascena ‘Faik’, Rosa damascena ‘Iranica’, Rosa damascena
‘Complex-35° and Rosa damascena ‘Complex-37° varities are examined for
Acetylcholinesterase (AChE) and Monoamino oxidase (MAO) inhibition activity, their
antioxidant capasity and radical scavenging activity. Study is designed in four stages:
First stage: R. damascena dried leaves were powdered and extracted in ethanol solvent.
Second stage: antioxidant determinations were evaluated by Ferric Reducing Antioxidant
Power (FRAP) and Anti-oxidant activity were determined by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and hydroxyl radical scavenging activity methods. Third stage:
Wistar rat’s brain is used as enzyme source for AChE activity assay. AChE activity is
standardizied with Ellman method. The AChE inhibitory activity of plant are measured.
In stage four, Monoamino oxidase activity is standardized and its inhibition by leaves

extracts is examined. The results are analyzed statistically and they are interpreted.

The FRAP values, expressed as vitamin E equivalents per gram dry weight (DW).
The vitamin E equivalents varied from 0.11 mmol to 0.22 mmol. The highest values were
noted for R. bulgarica.

According to the free radical scavenging activity; it was seen that Damascena's
DPPH radical scavenging activity was increased with increasing concentration. Ascorbic
acid which used as standard exhibited maximum free radical scavenging activity with 1Cso
= 0.37+ 0.48 pug/ml. Ethanolic extract of R. bulgarica leaves with 1.09 = 0.20 pg/ml ICsg
value, demonstrated the strongest DPPH radical scavenging activity with compared to the
other five extracts. In addition, it was found that R. bulgarica leaves extracts showed the

highest hydroxyl radical scavenging activity with 1Cs0=0.921 +0.2

Acetylcholinesterase (15 ug, 25 pg, 50 ug/mL), and Monoamino oxidase (3ug, 10
ug, 20 ug /mL) inhibitory potential of five samples of damascena dried petals ethanolic
extracts was determined in a range of concentration. The result revealed that AChE

activity was inhibited in a concentration-dependent manner by



R. bulgarica > R. iranica > R. faik > R. COM-37 > R. COM-35, when compared with
negative control (only enzyme, 0.87 U/mg) and same concentrations of positive control

(donepezil).

The result from Monoamine inhibition activity revealed that the R. iranica extract had a
highest MAO inhibitory activity then R.bulgarica, R. COM-37, R. faik, R. COM-35.

This study suggests that all leaves samples used in this study showed a significant AChE
and MAO inhibitory potential and radical scavenging activity and they may use as

alternative therapy in treatment of neurodegenerative disease.

Key Words: Alzheimer, Asetylcholin, Asetylcholinesterase, DPPH Radical scavenging

activity, Monoaminoxidase inhibition activity.
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1. GIRIS

Demansin baglica nedenlerinden biri olan alzheimer hastaligi (AH), o6zellikle
beyni etkileyen, hafiza kaybina neden olan, dil ve yargi1 kapasitesinin bozulmasina yol
acan kronik nérodejeneratif bir hastaliktir (Mizutani ve ark., 1990). Ileri yas niifusunun
onemli bir boliimi alzheimer hastasi olmaktadir. Ayrica hastaligin erken baslangicl
formlar1 geng¢ niifusu da etkileyebilmektedir (Borges ve ark, 2018). Alzheimer
hastaliginin etiyolojisi tam olarak anlasilmamakla beraber beynin belirli bolgelerindeki
asetilkolin (ACh) seviyesinin azalmasina yol agan kolinerjik yolaktaki bozulmalar ile
dogrudan iliskilidir. Bu sebeple asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesinin inhibe edilmesi
AH kars1 uygun bir tedavi olarak kabul edilmektedir (Mrudula ve ark, 2012; Najla ve ark.,
2016).

AH hastalarinda, hastaligin seyri esnasinda oksidatif strese maruz kalan beyin
dokusuna dair ¢ok fazla kanit vardir. Oksidatif stres dengesi, reaktif oksijen tiirleri (ROT)
ve anti-oksidatif savunmanin radikal iiretiminde bir dengesizlik ile karakterize olmasi
nedeniyle, her ikisi de yasa bagli nérodejenerasyon ve biligsel gerileme siirecinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. AH'da oksidatif stresin kaniti, yiiksek seviyelerde oksitlenmis
proteinler, gelismis glukasyon iirlinleri, lipid peroksidasyon {iriinleri ve peroksitler,
alkoller, aldehitler, serbest karboniller, ketonlar, kolestenon ve niikleer ve mitokondriyal
DNA’da oksidatif modifikasyonlar gibi toksik tiirlerin olusumu ile ortaya ¢ikar (Gsell ve
ark.,1995). Anti-oksidatif savunma sistemi, oksidatif stresin, bir oksidanin potansiyel
olarak zararl etkilerini sentetik veya dogal bir madde olan anti-oksidanlarin {iretimiyle
ortadan kaldirmaya ¢alisir. Calismalar, antioksidanlarin AH nin semptomlarin1 ve etki
alanlarin1 azaltmak i¢in 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu ortaya ¢ikmaktadir (Gella

ve Nuria Durany,2009).

Monoamin oksidazlar (MAO) ise ndrotransmitterin inaktivasyonunda rol oynar ve
disfonksiyonunun bir dizi ndrolojik bozukluktan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.
Monoamin oksidazlar, mono aminlerin, 6zellikle demono aminlerin oksidasyonunu
katalizler 6zellikle yiyeceklerdeki monoaminlerin katabolizmasinda 6nemlidir. Viicuttaki
Cogu hiicre tipinde mitokondri dis membranina bagli bulunmaktadir. Monoamin oksidaz
inhibitorleri, depresyon tedavisi i¢in regete edilen 6nemli bir ilag sinifindandir (Sagar,

2014). Yapilan arastirmalara gore Parkinson hastalarinda dopaminin, depresyon
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hastalarinda seratoninin 6nemsenecek bir oranda azaldigit hakkinda veriler
bulunmaktadir. MAO inhibitorleri MAO enzimin inhibe edilmesini saglayarak bu
aminlerin seviyesini yiikseltmekte ve normal dilizeye gelmesini saglamaktadir
(Colakoglu, 2008). Bu nedenle MAO inhibitorleri depresyon, demans, parkinson ve hatta

alzheimer gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilmektedir.

Ilag olarak kullanilabilen enzimlerin diger ilag tiirlerinden ayrilan iki onemli
ozelligi vardir. Enzimler hedeflerine biiyiik yakinlik ve 6zgiilliikk ile baglanarak hareket
etmektedir. Enzimler Katalitiktir ve birgok hedef molekiilii istenen {iriine
cevirmektedirler. Bu Ozellikler, ¢ok ¢esitli bozukluklar i¢in pek ¢ok enzim ilacinin
gelistirilmesine neden olmustur. Ornegin, asetilkolinezteraz inhibitdrleri alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (Copeland ve ark., 2007). Alzheimer
hastaliginin tedavisinde yaygin olarak kullanilan sentetik ilaglar arasinda donepezil,
tacrine ve rivastigmine iceren asetilkolinesteraz inhibitérlerin yan etkileri nedeniyle
kullanimlar1 smirhidir. (Mimica ve Presecki, 2009). Bu nedenle, yeni c¢alismalar,
norodejeneratif hastaliklarin yonetiminde kullanilabilecek ¢ok az yan etkiye sahip veya
hi¢ yan etkisi bulunmayan, ilgili enzim inhibitorlerinin dogal kaynaklari olan bitki
fitokimyasallarina odaklanmistir. Arastirmacilar devaml olarak daha az yan etkili yeni
ilaglar bulmaya c¢alismaktadir. Cok sayida c¢aligma bitkiler {lizerinde uygulanmis ve
bunlardan bazilar1 asetilkolinesteraz inhibe edici etki gostermistir. Ayrica daha ileri
alzheimer ¢alismalari i¢in iyi bir aday olarak diisliniilmiistiir (Mimica ve presecki, 2009;

Patel ve ark, 2018).

Ozellikle dogal kaynaklar olarak kullanilan bitkiler, ilag kesfi icin cesitli genis
substrat grubu saglar. Bu nedenle AH ve antioksidanlar i¢in yeni enzim hedefli ilaglarin
gelistirilmesinde biiyiik bir potansiyel sunar (Pietta, 2000). Bitkilerin tedavi ediciyapilar
fenoller, flavonoidler, steroller gibi antioksidan o&zelligine sahip fitokimyasallarin
varhigindan kaynaklanmaktadir. Giil yapraginin ekstratlarindan yapilan ilk fitokimyasal
testlerde karbonhidrat, flavonoidler, fenoller, steroidler ve tanen varligini ortaya

cikartilmaktadir (Demir ve ark., 2014; ve ark., 2018).

Yaptigimiz ¢alisma ile birlikte, Tirkiye'den alinan farkli giil 6rneklerinin
yapraklarinin antioksidan 6zelliklerini arastirmay1 amagladik. Bitki bazli tedaviler, birgok
bozuklugun tedavisinde giiclii bir alternatiftir. AH' da ilgili enzimleri inhibe eden
fitokimyasallarinin  antioksidan etkisi hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Bu

arastirmamizda bes giil ¢esidinin ekstrakte edilmesi fitokimyasallarinin antioksidan ve
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diger biyolojik 6zelliklerinin karsilastirilmasi yapilmaktadir. Ayrica, giil yapraklarinin
AH’ da ilgili enzimlerin inhibisyon kabiliyetlerinin olup olmadigi, in vitro olarak AH'da

hangisinin en yiiksek etkiye sahip oldugu saptanmaya c¢alisilmaktadir.
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2. GENEL BILGI

2.1. Norodejeneratif Hastahklar

Alzheimer’inda i¢inde bulundugu, parkinson, hungtington, amiyotrofik lateral
skleroz, frontotemporal gibi ¢esitli hastaliklar yaslanma-beyin iligkili norodejeneratif
hastaliklar olarak nitelendirilmektedir (Boland ve ark., 2018; Xie ve ark., 2019; Mao ve
ark., 2018; Han ve ark., 2019). Bu norodejeneratif hastaliklar, kolinerjik iletim kaybi1
(AChE enzim artis1), apoptoz ve inflamasyonun neden olabilecegi ndronal hasar ile
karakterizedir. Noral hastaliklarda alternatif bir ilag aday1 olabilmektedir. (Koganci,
2018)

2.1.1. Parkinson

Parkinson, titreme, postural bozukluk gibi ¢esitli sorunlarla karakterize edilen bir
norodejeneratif hastaliktir. Bu hastaligin temel mekanizmasi dopaminerjik ndronlarin
kayb1 ile karakterize edilmektedir. Bu ylizden genellikle tedavilerinde dopamin oranini
yiikseltmeye bagli olarak gergeklestirilmektedir Bunlara ek olarak alzheimer ve parkinson
gibi c¢esitli hastaliklarin patolojisinde oksidatif hasar rol oynamaktadir (Zhang ve ark.,
2014; Lim ve ark., 2018).

2.1.2. Depresyon

Depresyon, agrili, huzursuzluk, degersizlik gibi ¢esitli belirtilerin gortldiigi,
biyolojik ve genetiksel gibi ¢esitli nedenlere bagl olarak gerceklesen psikiyatrik bir
hastaliktir. Cesitli noral hormonlar, endotel biiyiime faktort, sitokinler gibi faktorler

hastaligin patogenezin de dnemli rol oynamaktadir (Khan ve ark., 2020; Lange ve ark.,
2016).

2.1.3. Alzheimer

Alzheimer hastalig1 (AD), esas olarak yasli bireyler de goriinen kronik nérodejeneratif bir
hastaliktir. Bu hastalik, kisa siireli hafiza sorunu, bilissel aktivitede bozunma, akil
yiirlitme yetenegi, yargilama gibi ¢esitli 6nemli noktalardaki denge kaybinin yitirilmesine
sebep olmasi ile iliskilendirilmektedir (Boland ve ark., 2018; Xie ve ark., 2019; Jack Jr

ve ark., 2010; Mao ve ark., 2018). Ayrica Alzheimer, major olarak bunamanin neden
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oldugu 6nemli bir hastaliktir. Tiim bu bulgulara ragmen AH’ nin patogenezi tamamen
bilinmemektedir. Bilinen genel patolojisi; hipokampus ve korteks i¢indeki amiloid-beta
(Ap) ile hiicre dis1 senil plaklarinin olusumu, néron ve sinapslara zarar vererek kaybina
neden olan tau proteinlerinin hiicre i¢inde birikmesi ile hiicre i¢i ndrofibriler yumagi
(NFTs) olusmaktadir (Sekil 1). Ayrica ApoE4, APP, presenilin -1 gibi ¢esitli 6nemli
amiloid yolaklarda yer alan molekiiller Alzheimer hastaliginin etkilenmesi iizerinden

iligkilendirilmektedir (Sekil 2) (Xie ve ark., 2019; Singh ve ark., 2013).
2.2. Alzheimer Hastahigimin Patolojisi

Alzheimer hastaliginin hala agiklanamayan mekanistik ayrintilarinin disinda bilinen
ic onemli hipotez tizerinde durulmaktadir. Bu patolojik hipotezler; kolinerjik, Ap kaskati
ve tau protein kaskati hipotezleri ile iliskilendirilmektedir. Ayrica mitakondriyel otofaji
oksidatif stres’in islevini yitirmesi, sinaptik ve norotropik faktdrlerin kaybi gibi ¢esitli
nedenlerle de iligkilendirilmektedir (Sekil 1) (Xie ve ark., 2019; Lin ve Beal, 2006; Scheff
ve ark., 2006; Singh ve ark., 2013; Cai ve Jeong, 2020). Bunlarin diginda yaslanma, sigara
kullanimi, bas yaralanmast ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklarla da alzheimer
iliskilendirilmistir (Sekil 2) (Singh ve ark., 2013).

Alzheimer hastaliginin etiyolojisi tam olarak anlasilmamakla beraber beynin belirli
bolgelerindeki asetilkolin (ACh) seviyesinin azalmasina yol acan kolinerjik yolaktaki
bozulmalar ile dogrudan iligkilidir. Bu sebeple molekiilii istenen iiriine ¢evirmektedirler.
Bu o6zellikler, ¢ok cesitli bozukluklar i¢in bir¢ok enzim ilacinin gelistirilmesine neden
olmustur. Ornegin, asetilkolinezteraz inhibitorleri Alzheimer hastaliginin tedavisinde
kullanilmistir (Copeland ve ark., 2007). AH hastalarinda, hafiza ve 6grenme siireci i¢in
gerekli bir norotransmitter madde olan Asetilkoin’in konsantrasyonu ve fonksiyonu
azalmaktadir. Asetilkolin, Asetilkolinesteraz enzimi tarafindan parcalanmaktadir. Bu
nedenle AChe enzimini inhibe ederek alzheimer hastalarinin beyinlerindeki asetilkolin
azalttmin1 engellemek Alzheimer hastaliginin asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesinin
inhibe edilmesi Alzheimer hastaligina karst uygun bir tedavi olarak kabul edilmistir
(Mrudula vd., 2012; Najla ve ark., 2016).

AH’ da tedavi segenekleri sinirhidir. Bu sebeple ¢oklu biyolojik aktiviteye sahip
bilesiklerin terapotik etkinliklerinin anlasilmasi1 hastaligin seyrini yavaglatan veya
durduran yeni ilaglarin gelistirilmesi gereklidir. Bu nedenle bilimsel ¢alismalarda faydali

etkileri olan toksisitesi diisiik bitkilere yonelinmistir (Santos ve ark., 2006).
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Kolinerjik Hipotezi: Bu hipotez; kolinerjik néronlarin, erken AD’ n1 etkilemesi
iizerinedir. On beyinin bazal bdlgesinde asetilkolin sentezi sonucu islevsel bozuklugun

olmasi kolinerjik fonksiyon bozukluguna sebep olmaktadir (Xie ve ark., 2019; Sharma ve

ark., 2019; Singh ve ark., 2013).

AP Kaskat1 Hipotezi: 3-amiloid plaklarinin ortam da birikmesi ile birlikte néronlar
icin norotiksik durum olusur ve nérodejenerasyon olusarak alzheimer hastaligina neden
olmaktadir. Ayrica oksidatif dengesizlik, B-amiloid iiretiminde degisiklige sebep olarak
hastaligin erken noktalarinda 6énemli etkilere sebep olmaktadir (Singh ve ark., 2013;

Hardy ve Selkoe, 2002; Selkoe ve Schenk, 2003; Terry, 1963; Cai ve Jeong, 2020).

senil plaklan norofibniller yumaklar
e - .
- . - .o
idatis minghia ve astrositozis * Sitokin salimm atoocal ysrslamnms ve
okudanf swes 2strosz aktivasyoou apoptozis

Sekil 1: Alzheimer hastaliinin temel hedefleri (Xie ve ark., 2019).

Tau protein kaskati hipotezi: Alzheimer hastaliginda; tau proteinleri anormal
glikolizasyon ve fosforilasyon ila birlikte konformasyonal degisim yasarlar fakat Normal

fonksiyonlarini kaybetmezler. Bu kontrol dis1 degisim, norofibriller yumak bigimi
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olustururken ayn1 zaman da néronal mikrotubul yapilarmin yikimini da tetikler (Xie ve

ark., 2019; Khatoon ve ark., 1995; Cai ve Jeong, 2020).

Sekil 2: Alzheimer hastaligim etkileyen faktorler (Singh ve ark., 2013).

2.3. Norodejeneratif hastahklarla fliskili Enzimler
2.3.1. Monoamin oksidaz (MAO; EC 1.4.3.4)

Monoamin oksidaz (MAO), MAO-A ve MAO-B olmak {izere iki tip izorformu
bulunmaktadir. Bu izoformlar, memeli dokularda farkli diizeylerde sentezlenmektedir.

(lacovino ve ark., 2018; Tipton, 2018).

Mitokondrial monoamin oksidaz FAD igeren ve mitokondri zarina bagli konumda bir
enzim olan ndrotransmitter aminlerin konsantrasyonunu monomin oksidatif
deaminasyonunu katalizleyerek degistirmektedir. Birbirlerinden farkli inhibitor, amino
asit dizisi ve substrat segicilikleriyle farklilasirlar. MAO-A nor-epinefrin ve serotonini
okside etmekte ve klorgilin tarafindan inhibe edilmektedir. Monoamino oksidaz (MAQO)
tip B ise beyinde dopaminin yikimindan sorumludur. Inhibisyonunda sinaptozomal
dopamin konsantrasyonunda artis s6z konusu olmaktadir. MAO B inhibitorleri ile iligkili
semptomatik ve noroplektif etkileri olduguna dair veriler bulunmaktadir MAO
aktivitesinde meydana gelen farklilagsmalar parkinson, depresyon ve ¢esitli psikiyatrik
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hastaliklara sebep teskil etmektedir (Colakoglu,2008).

Monoamin oksidazlar, monoaminlerin, 6zellikle demonoaminlerin oksidasyonunu
katalizler 6zellikle yiyeceklerdeki monoaminlerin katabolizmasinda énemlidir. Viicuttaki
Cogu hiicre tipinde mitokondri dis membranina bagli bulunmaktadir. Norotransmitterin
inaktivasyonunda rol oynar. MAO disfonksiyonunun bir dizi noérolojik bozukluktan
sorumlu oldugu distiniilmektedir. Monoamin oksidaz inhibitorleri, depresyon tedavisi

i¢in regete edilen 6nemli bir ilag sinifindandir (Sagar, 2014).
2.3.2. Asetil Kolin Esteraz (AChE; EC 3.1.1.7.)

Asetilkolin, biligsel, 6grenme ve bellek gibi 6nemli noktalarda baglantisi olan
cok 6nemli bir norotransmitterdir. Yapisi, katalitik ve ¢evresel anyonik bdlgesi olmak
tizere iki bolgeden olusmaktadir. Katalitik bolgede; esteratik lokus (sinir ajanlari),
anyonik lokus (tacrine gibi) ve hidrofobik bolge olmak iizere ii¢ majoér domain
icermektedir. Ayrica cevresel anyonik bolgesi ise; iyi tanimlanmis bir alan degildir.
Periferik anyonik bdlgenin ligand isgali siklikla aktif merkezin konformasyonunu
degistirmektedir (Singh ve ark., 2013; Thompson ve ark., 2012; Xie ve ark., 2019).
AChE noérotransmitter bir madde olan asetilkolinin, (ACh) kolin ve asetik aside
hidrolizinden sorumlu bir enzimdir. AChE aktivitesinin engellenmesi durumunda
parasempatik ve sempatik motor sinirler ve merkezi sinir sistemi ¢alismasi aksamaktadir.
Asetilkolineteraz, Kolinerjik norotransmisyona katilarak asetilkolini hidrolizlemesiyle

norotransmisyon islemini sonlandirir (Ballard, 2005).

AH, cesitli tedavi yontemler ile tedavi edilmeye calisilmaktadir. Tacrine gibi
cesitli Asetilkolin esteraz inhibitorlerinin (AChEI) kullanilmas1 6nemli bir tedavi yolunu
gelistirmektedir. AChETleri ile birlikte hastaligin ilerlemesi yavaslatilmaktadir (Xie ve
ark., 2019; Thompson ve ark., 2012; Rosenberry, 1976). Alzheimer hastaligi i¢in Tau
bazli, oksidatif stresle basa ¢ikma, anti inflamatuvar terapi gibi kullanilan g¢esitli

yontemler de bulunmaktadir (Singh ve ark., 2013).

AH’ da tedavi se¢enekleri sinirhidir. Bu sebeple ¢oklu biyolojik aktiviteye sahip
bilesiklerin terapotik etkinliklerinin anlasilmasi hastaligin seyrini yavaslatan veya
durduran yeni ilaglarin gelistirilmesi gereklidir bu nedenle bilimsel ¢alismalarda faydal

etkileri olan toksisitesi diisiik bitkilere yonelinmistir (Santos,2006).
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2.4. Serbest Radikaller ve Antioksidan Mekanizmalari
2.4. 1. Serbest Radikaller

Serbest radikal en basit bir anlatimla atom ya da molekiillerin tek elektron olarak
kalmis kisimlarimin genel adidir. Bu sebeple molekiillerle elektron aligverisi kolay
olmaktadir. (Cavdar ve ark., 1997). Cikis yollarina bakildiginda; kovalent bagl bir
molekiiliin yikilmasiyla olusmaktadir. Boliinmeden sonra her bir pargada geriye ortak
elektronlardan biri kalir ve diger bir olusum siireci de molekiiliin tek bir elektron
almasiyla ile meydana gelmektedir. Bu radikaller, pozitif, negatif ya da nétral yiiklerden
olusabilmektedir. Temel olusum mekanizmalari en ¢ok elektron gegisleri ile olusmaktadir
(Akkus, 1995). Serbest radikal tepkimeleri, immun sistemi hiicrelerinden olan nétrofil,
makrofaj i¢cin gerekli molekiillerdendir ancak serbest radikallerin normal seviyelerdeki
tiretiminin digina ¢ikarak asiri iiretimi doku hasari ve hiicre 6liimii gibi istenmeyen

sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir (Halliwell ve ark., 1992).

Serbest oksijen radikallerin ortaklanmamis elektronlar1 olmasi sebebiyle bu
radikaller oldukca reaktif atom ve molekiillerdir. Lipid peroksidasyonu Serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu doku hasarinin en 6nemli mekanizmasidir. Normalde ¢ok
diisiik seviyelerdeki lipid peroksidasyonun artisi, serbest oksijen radikallerinden

kaynaklanan doku hasarinin varligini ortaya koymaktadir (Yariktas ve ark., 2003).

Serbest radikaller besinle alinabildikleri gibi organizmadaki metabolik faaliyetler
neticesinde olusabilirler. Radyasyon, ultraviole i1sinlari, kimyasallar sigara dumani,
enfeksiyonlar, stres, baz1 metabolizma toksik tirlinleri, pestisitler ve bunlar gibi daha
birgok dis Ve i¢ etkenler viicutta serbest radikal birikimine sebep olmaktadir. Strese bagli
olarak veya viicuttaki zararli nedenleri etkisiz hale getirmek i¢in bagisiklik sistemi
tarafindan olusturulan serbest radikaller viicutta bir denge halinde bulunurlar. Eger
serbest radikal iretimi fazla olur ve buna karsilik koruyucu etkili antioksidanlar yetersiz
kalirsa viicutta hasarlar ortaya ¢ikmasi ile sonuglanmaktadir. Serbest radikallerin DNA
molekiillerindeki varligi kanser hastaligima neden olurken, pankreastaki artisi
yogunlasarak seker hastaligina, kalp ve dolasim sisteminde kardiovaskiiler hastaliklara
neden olabilmektedir. Metabolizmada biriken serbest radikaller kronik yorgunluk
halsizlik seklinde kendini gosterebilmektedir. Organizma serbest radikallerin olusturdugu
bu hasarlara karsi beslenme veya metabolik sistem ile bunun 6niine gegerek birtakim

tedbirler almaktadir. Alinacak tedbirlerle bu maddeler en az zarara indirgenebilir. Burada
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devreye giren en 6nemli bilesiklerden bir de antioksidanlardir. Antioksidanlar, serbest
radikal olusumunu engellemekte ya da ortamda var olan serbest radikalleri zararsiz hale

getirmektedir (Baykal ve ark., 2002).
2.4.1.1. Hidrojen peroksit (H.O,)

Yapisal olarak ortaklanmamis elektron igermez. Hidrojen peroksit radikal ve
reaktif smiflandirmaya dahil degildir. H,O, ’nin oksitleyici yapisindan dolay1 canli
sistemlerde c¢ok oOnemli bir yer teskil etmektedir. Katalaz ve peroksidaz gibi
antioksidanlarla hemen ortamdan uzaklastirilmalidir. Hidrojen peroksitin olusumu,
oksijenin indirgenmesi veya siiperoksitlerin enzimatik ve nonenzimatik dismutasyon
reaksiyonlartyla meydana gelmektedir. Bununla birlikte, ge¢is metal iyonlart ile
reaksiyona girmesi sonucu hidroksil radikallerini olusturmaktadir. Hiicrelerde
antioksidan olarak fonksiyon yapan katalaz ve peroksidaz enzimleriyle hemen ortamdan
uzaklastirilmasi gerekmektedir (Ak, 2006; Uguzlar, 2009).

2.4.1.2. Hidroksil radikalleri (HO®)

Hidroksiller reaktif ve kisa omiirlii radikal sinifindandir. Oksijeninin su ile olan
reaksiyonu sonucunda (ROOH)’in par¢alanmasi ve Hidroperoksitler olusabilmektedirler.
HO-+ DNAya ve cogu molekiillere saldirarak zara verebilmektedirler. Hiicre membrana
saldirarak membran1 parcalar ve hiicrelerin stabilitesini bozarlar. Damar tikanikligi,
akciger rahatsizliklar1 ve kanser antioksidan bilesikler ise bazi kanser tiirlerini ve damar
hastaliklarinin gelismesini engellemede fonksiyonel olan ve c¢ogu toksik etkileri

azaltilabilmekte ya da ortamdaki oksijen radikallerini indirgeyebilmektedir (Ak, 2006).
2.4.1.3 Siiperoksid (02.-) Radikalleri

Siiperoksit radikalleri ya nonenzimatik elektron transferleri sonucu ya da enzim
tarafindan olusturulabilen radikallerdir. Solunum zinciri reaksiyonlari sonucunda ¢ok
miktarda olusabildigi gibi Ksantin oksidaz gibi diger bircok enzim tarafindan
uretilebilmektedir. Toksitesi yiiksek olan siiperoksit radikalleri mikrooganizmalara
saldirir ve onlar1 ortadan kaldirir. Fagositlerde patojenlerin savunma mekanizmalarin
durdurmak i¢in NADH oksidaz enzimi tarafindan c¢ok miktarda iiretilmektedir.
Stiperoksit anyon radikalleri selektif reaktiviteli oksijen merkezli radikallerdir. Sulu
cozeltilerde askorbik asiti oksitleyebilme 6zelligi vardir. Bununla beraber sitokrom c ve
ferriketilendiamintetraasetik asit (Fe* + EDTA) gibi belirli demir komplekslerini

indirgeme yetenekleri de vardir. Ayrica Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, O2e-’ in
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peroksit ve oksijen olarak doniisiimii katalizlerler (Ak, 2006). Hiicresel kosullarda
iiretilen stliperoksit hem oksitleyici hem indirgeyicidir. Aldig1 elektronu metal iyonuna,
sitokrom c’ye veya bir radikale verirse tekrar oksijene oksitlenir. Bir elektron daha
almasiyla peroksi anyonuna indirgenmesiyle biyolojik molekiillerin oksidasyonuna sebep
olur. Aerobik canlilarda siiperoksitlerin hidroksile c¢evrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok

yiiksek enzim siiperoksit dismutaz araciligiyla katalizlenmektedir.
202—+2H + SOD — H, O, + O2

Bu tepkime, dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilmakta, SOD tarafindan

katalizlenmektedir. Asidik kosullarda SOD varligina ihtiya¢ duymadan kendiliginden
dismutasyonla da H.0:’e ¢evrilebilmektedir. Siiperoksit dismutaz enzimin yiiksek
katalitik olmasindan dolay1 hiicrelerde siiperoksit birikimini engeller. Baz1 patolojik
durumlarda siiperoksit iiretimi gogalmasiyla siiperokside ait bazi tepkimeler goriiliir:
Stiperoksitin metal iyonlarmi indirgemesiyle bagli bulundugu proteinlerden salinimina
neden olur. Bdylelikle hidroksil radikallerinin olusmalari hizlanir, kofaktdrler oksidasyon

diizeyi bozulur (Uguzlar, 2009).

Tablol: Oksijen ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tiirleri (Aruoma ve Cuppett, 1997).

Tiir Adlar:
10, Singlet Oksijen
Oy Siiperoksit

H202 Hidrojen peroksit
HO- Hidroksil radikali
ROO- Peroksil radikali

ROOOH Hidroperoksit
RO- Alkosil radikalli

2.4.2. Antioksidanlar ve Oksidatif Stres ile Tliskisi

Biyolojik sistemlerde siirekli fizyolojik olarak; enzimler, hormonlar ve iz
elementleri tarafindan yonetilen oksidasyon, indirgeme tepkimelerinden gerceklesen bir
sistem olmaktadir. Bu redoks dengesinin isleyisinde olabilecek bir aksaklik, hiicre ve
dokusal faaliyetlerin diizensizligine sebebiyet verebilir. Temel olarak antioksidan
maddelerin her biri gesitli oksidasyon tepkimelerinin isleyisini kontrol etmekte ve

dokularda dogal olarak bulunmaktadir. Bununla beraber antioksidatif molekiiller veya bu

25



sistemdeki bilesenlerin endojen sentezinde meydana gelebilecek bir eksiklik ya da azlik,
pek c¢ok hastalik c¢esitlerini olusturmaktadir. Organizmada normal oksijen
metabolizmasindan kaynaklanan toksik etkilere karsit kendi kendisini savunmasi igin

hiicrelerde ¢ok sayida savunma mekanizmasiya ihtiyag vardir (Fridovich, 1976).

Canli sistemlerde serbest radikal molekiilleri ile antioksidan savunma giicii bir
denge halini korudugu siirece faydalidir. Metabolizmada Serbest radikaller apoptozun
habercisi, tetikleyicisi ve efektorii olarak fonsiyon yaparlar. Boylelikle; fazla hiicre
cogalmasma Onlem alarak homeostazide yer alirlar. Serbest radikaller transkripsiyon
faktorlerine etki eder, hiicreler aras1 haberlesmeyi saglar Hiicrenin bilyiimesini saglayan
olaylar1 kontrol eder, Mitokondride ve sitozolde firetilen serbest oksijen radikali,
proteinlerin sistein kalintilarinin redoksunu ve proteinlerin yapt ve islevinin

diizenlenmesine katki saglarlar (Aruoma, 1998; Kurutas ve ark., 2004).

Organizmada serbest radikallerin zararli etkileri olmadan ortadan kaldiran ¢ok
giiclii savunma sistemleri vardir. Bu hiz dengede oldugu miiddetge bu bilesikler
organizmay1 etkilemektedir. Savunma azalir ya da olusum hizi sistemin savunma giictinii
asarsa, dengenin bozulmasiyla serbest radikallere bagli zararli etkiler ortaya ¢ikmaya
baslar. Serbest radikaller doku ve hiicrelerde oksidatif stres olarak hasar vermektedir
(Colak, 2011).

Antioksidan savunma sisteminde organizmada stirekli olarak serbest radikal gibi
bir¢ok bilesik olusmaktadir. Ancak bu radikallerin organizmaya hasar vermesi giiclii bir
sistemin var olmas1 sebebiyle engellenmektedir. Boylece serbest radikallerin olusum hizi
ile etkisizlestirme hiz1 dengesi 6nem kazanmaktadir. Bu kurulmus denge bozuldugunda
serbest radikallerin zararli etkileri ortaya ¢ikmasi ile ¢esitli organ ve sistemler hasar

gormektedir (Zerin ve ark., 2004).

Normal metabolik faaliyetler ya da g¢evre kirliligi, radyasyon gibi dis etkenler
insametabolizmasinda serbest radikallerin olusumuna yol agtig1 gibi baska molekiillerle
reaksiyona girerek, viicut hiicrelerinde DNA, lipitler ve proteinlerin isleyisini olumsuz
etkilemektedir (Kasnak ve ark., 2015). Antioksidanlar endojen olarak viicut tarafindan
sentezlendigi gibi, eksojen olarak dogal besinlerin tiiketimiyle de metabolizmaya
katilabilmektedir. Yaslanmayla beraber viicutta antioksidan {iretimi yavaslamaktadir.

Dolayistyla; antioksidan bakimindan yliksek degerli diyet cok 6nem tagimaktadir.
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Antioksidan miktarinin viicutta anormal diismesi ciltte kirisiklik, hizli yaslanma, diyabet,
kanser, alzheimer, parkinson ve kalp-damar hastaliklar1 gibi patolojik rahatsizliklara
neden olmaktadir (Moure ve ark., 2001).

Normalde radikallerin detoksifikasyonunu gerceklestiren antioksidanlar arasinda
kurulu bir denge vardir. Kurulu dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasiyla oksidatif stres
gerceklesmekte ve bu oksidatif stres birgok hastaligin etyopatogenezinde onemli rolii
oldugu giiniimiizde yapilan arastirmalarla, ispatlanmistir. Kanser, diyabet, katarakt,
romatoid artrit ve yaslanma gibi gesitli hastaliklar en basta gelmektedir. SOD, CAT, 6P
gibi enzimatik ve melatonin, bilirubin, iirik asit gibi non-enzimatik endojen antioksidanlar
yetersiz kaldig1 sartlarda organizmanin eksojen antioksidanlarla desteklenir bu sekilde
oksidatif stres olusumu engellenmektedir. Disaridan metabolizmaya dahil olan (eksojen)
antioksidanlar ise ¢ogunlukla gidalarla ve son yillarda bazi 6zel preparatlarla alinabilir.
Cogunlukla bu molekiiller antioksidan sistemine direkt ya da indirekt katildigindan dolay1
hem biyolojik materyallerdeki hem de gidalardaki antioksidan etkili bilesenlerin oran
(miktar) ve (aktivite) fonksiyon yoniinden degerlendirilmesi son derece dnemlidir (Prior,
1999).

2.4.3. Antioksidan Savunma Mekanizmasiin Etkisi

Antioksidanlar etki mekanizmalari ¢esitli yollarla olabilmektedir;

1) Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun engellenmesi

2) Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu katalizleyen metal iyonlarmin baglanmasi

3) Serbest radikallerin antioksidan enzimler araciligi ile veya dogrudan temizlenmesi.

(Yok edici antioksidanlar)

4) Zedelenmis hiicresel yapilarin hasar sonrasi tamir edilmesi veya temizlenmesi. (Tamir

ozelligine sahip antioksidanlar) (Halliwell ve ark., 1984).
2.4.4. Antioksidanlarin simiflandirilmasi

Antioksidanlar1 yapilarina, kaynaklarina, ¢éziiniirliikklerine ve yerlesim yerlerine gére
farkli siniflandirmak miimkiindiir. Yapilarina gore: Enzim olan antioksidanlar enzim
olmayan antioksidanlar. Kaynaklarina gore: Endojen antioksidanlar ve Eksojen

antioksidanlar. Coziiniirliiklerine gore: Yagda ¢dzlinen antioksidanlar ve suda ¢dziinen
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antioksidanlar. Yerlesimlerine gore: Hiicre iginde bulunan antioksidanlar ve plazmada,
diger ekstraseliiler sivilarda bulunan antioksidanlar seklinde siniflandirabiliriz (Baykal,

1998).

2.4.4.1. Enzim yapili olan antioksidanlar

2.4.4.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksit radikalinin (O,-) hidrojen peroksit (H,O,) ve molekuler oksijene
(O ;) doniisiimiinii katalizleyen bir antioksidan enzimdir. SOD, yiiksek oksijen kullanimi
olan dokularda intraseliiler olarak fonksiyon gdstermektedir. Extraseliiler etkinligi
yoktur. Ayrica fagosite edilen bakterilerin hiicre i¢inde yok edilmesinde de rolii vardir.
Tepkime sonucu meydana gelen H,O,’nin uzaklastirilmasi i¢in GSH peroksidaz ile
katalaz (CAT) birlikte calisir (Ceballos ve ark., 1992). Bu enzim aerobik hiicrelerde
yaygin olarak bulunmaktadir. Fizyolojik pH’da O,*—’nin dismutasyonunu katalizlemek
suretiyle lipid peroksidasyonuna karsi hiicreleri korur. O,e—’nin spontan dismutasyonuna
nazaran SOD Katalizinde dismutasyonu neredeyse 10 000 kat daha hizlidir. Insan
viicudunda iki tip SOD bulunur, biri sitoplazmada bulunan ve igeriginde bakir ve ¢ginko
(Cu-Zn) igerir, digeri ise mitokondride bulunur ve manganez (Mn) igerir. Metabolizmanin
normal seviyelerde olmasi durumunda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksit
olussa da bu enzim aktivitesi ile hiicre i¢i siiperoksit seviyeleri diisiik tutulur. Hiicre i¢i

aktiviteleri yiiksek, hiicre dis1 aktiviteleri diisiiktiir (Cikrikgioglu, 2001)
2.4.4.1.2. Katalaz

Katalaz yapisinda hem grubu igerdiginden dolayi, bir hemoprotein olarak kabul
edilmistir (Smith ve ark., 1983. Mukoz zarlarda bobrek, karaciger, kan ve kemik iliginde
¢ok bulunmaktadir (Murray ve ark., 1991). Katalaz, hidrojen peroksiti indirgeyebilen
enzimlerdendir. Yapisinda dort hem grubu bulundurur ve peroksizomlarda bulunan
katalaz enzimi, hidrojen peroksiti su ve oksijene pargalar. Esas olarak peroksimlerde ve
daha az miktarlarda da hiicrenin sitozol ve mikrozomal kisimlarinda mevcuttur. En
yiiksek aktiviteye peroksizomal icerige sahip dokularda (bobrek veya karacigerde)

rastlanir (Halliwell ve ark., 1989).
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2.4.4.2. Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar

Hiicre dis1 sivilarda enzimatik olan antioksidanlarin aktivitesi ¢ok sinirh ve diisiik
oranda olmas1 sebebiyle hiicre dis1 ortamlarda enzimatik olmayan antioksidanlar
aktiflesmektedir. C vitamini basta olmak tizere farkli islev ve etki alanlar1 olan glutatyon,
tirat, sistein, albiimin, biluribin, seruplazmin, transferin ve laktoferin, ferritin, ebselen,
sitokininler, demir selatorleri, oksipiirinol, mannitol ve probukol gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar vardir. Cogunlukla enzim yapisinda olan antioksidanlar, hiicre i¢inde,

enzim yapisinda olmayan antioksidanlar hiicrenin disinda aktif ve etkilidirler (Palabiyik,
2014).

Askorbik asit (C vitamini) suda c¢oziinme Ozelligi gostermektedir. Lipid
peroksidasyonunu baslatan radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirarak, lipidleri
oksidasyona kars1 korur. Antiproteazlarin oksidan maddeler ile etkisiz hale getirmektedir.
E vitaminin yeniden iiretilmesinde, tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesinde
islev gormektedir. LDL oksidasyonunu etkin bir sekilde engellemisi E vitamini araciligi
ile olmaktadir. C Vitamini, fagositoz i¢in de ¢ok onemli bir yeri vardir. Viicutta
kemotaktik cevabi arttirmaktadir. Oksidatif patlamayla birlikte etrafa yayilan tepkimesel
bakterisidal molekiillerin, hiicre i¢i konsantrasyonlarinda herhangi bir azalma
olusturmadan, oksidatif parg¢alanma iirlinlerinin zarar veren etkilerini uzaklastirdig:
saptanmistir. Biitlin bunlara ilave olarak organizmada fenton tepkimesinde, ferri demiri
ferro demire indirger ve hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun 6zellikte olan siiperoksit
radikalinin olusmasina neden olur. Askorbik asit bu etkisi nedeniyle pro-oksidan olarak
kabul edilmektedir (Burton,1989)

Antioksidan bilesikleri sentetik ve dogal antioksidanlar olmak {izere iki gruba

ayrilmaktadir.
2.4.4.3. Dogal antioksidanlar
2.4.4.3.1. Karetenoidler

Yapisal nitelikleri yoniinden karotenoidler, singlet molekiiler oksijen ve peroksil
radikallerini ¢ok 1yi uzaklastirici bir etkiye sahiptirler. Bu islemde, karotenoid radikal ile
tepkimeye girmesiyle yapisindaki konjuge ¢ift bag sistemi bozulmaktadir. Karotenoidler
de tokoferol ile sinerjistik olarak etkilesim gostermektedirler. Ayni zamanda

karotenoidlerin karisimlari; tek basina olan bilesiklerden daha etkili olmaktadir.
29



Karotenoidlerin kanser, metabolik hastalik ve kardiyovaskiiler hastalik gibi olusturan

birtakim hastaliklara kars1 koruma sagladigi bilinmektedir (Jomova ve Valko,2013).

Karotenoidler ozellikleri bakimindan bitkilerde sentezlenen, agik sart renk
tonlarindan kirmizi renk tonlarina kadar olabilen, cogu bitkilerde ve hayvanlarda bulunan
ve azot bulundurmayan pigmentlerdir. Suda ¢6ziinmeyen karetenoidler organik
solventlerde ve yaglarda ¢oziiniirler. Domates, havu¢ ve misir gibi birgok meyvede bol
miktarda bulunmakla birlikte siit, yumurta sarisi, tereyagi gibi bircok hayvansal kaynakli
tirlinlerde de bulunmaktadir. Siklikla kullanilan karatenoid B-karoten’dir (A-provitamin)
(Karademir, 2005).

Epidemiyolojik calismalarda elde edilen bulgulara goére kan plazmasinda ve
diyetinde B-karoten miktar1 yiiksek olan bireylerde akciger kanseri riskini biiytiik 6lglide
azalttig1 tespit edilmistir. Bunun yani sira sigara kullananlarin yiiksek dozda beta-karoten
kullanilmast durumunda kanser riskinin de arttig1 bulunmustur (Mukhopadhyay, 2000;
Uguzlar, 2009).

2.4.4.3.2. Tokoferoller (E Vitamini)

E vitamini a, B, v, 6 olmak tizere dort farkli formu vardir. d-o-tokoferol en yaygin
ve en aktif tokoferol seklidir. Anaerob ortamlarda asit ve sicakliga kars1 dayaniklidir.
Icerdigi hidroksil grubu ile eslesmemis elektronlarla reaksiyona girer ve elektronlar:
indirgeyebilir. Radikal tepkimeleri sirasinda zincir kirici olarak islev goriir. Glutatyon ve
C vitamini (askorbik asit) ile birlikte antioksidan etkisinde artisa neden olur (Tadmouri
ve ark.,, 2001). Tokoferollerin antioksidatif etkisi; kimyasal yapisiyla birlikte
konsantrasyon miktarina bagh olarak degisebilmektedir. Yaygmlik ve aktiflik
ozelliklerine gore a- > - > y- >6- olarak siralayabiliriz (Shahidi, 2000; Uguzlar, 2009).

E vitamini yagda ¢6ziinen, 6zellikle hiicre zarlar1 ve lipoproteinlerde 6nemli islev
goren bir antioksidandir (Uguzlar, 2009). Diinyada ¢ogu iilkede yapilan klinik galismalar
sonucunda, E vitamini diizenli olarak alan bireylerde kardiyovaskiiler, seker, erken
yaslanma ve kanser tiirleri gibi ¢esitli hastaliklarin olusumunu engellemesinde 6nemli
katk1 sagladig1 bildirilmistir (Shahidi, 2000; Uguzlar, 2009). Karaciger, karotenoid ve
tokoferollerin depolandigi temel organimiz olmakla birlikte yag doku, akciger ve bobrek

gibi yapilarda da depolandig1 bildirilmistir (Surai ve ark., 1998; Ak, 2006).
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2.4.4.3.3. Flavonoidler

Flavonoidler, 6nemli metal selatorleri olmakla beraber serbest radikal
temizleyicisi gibi gorev yapmaktadirlar. Cesitli sebze ve meyvelerde bulunan polifenol
grubu bilesiklerdir. Antioksidan, antiarteriyosklerotik, antitrombojenik, antiinflamatuvar,
antitimor, antiviral, antialerjik etkileri vardir. Katesinler, flavonlar, flavonollar
flavanonlar; isoflavonlar, antosiyanidinler olmak iizere alti grup olarak incelenirler.
Flavonoidlerin inhibe edilebildikleri ve temizledikleri reaktif oksijen tiriinleri; stiperoksit
anyonlar1 ve alkol, peroksil, hidroksil, perhidroksi radikalleridir. Bu Flavonoidler,
radikalin reaktif boliimleriyle etkilesime girerek reaktif oksijen {irlinlerinin

stabilizasyonuna sebep olurlar (Nijveldt ve ark., 2001).
2.4.4.3.4. Askorbik asit (C vitamini)

Suda ¢6ziinebilen C vitamini, lipid peroksidasyonun olusumunu baslatan serbest
radikallerin zararh etkilerini ortadan kaldirarak, lipidlerin oksidasyonunu engellerler.
Antiproteazlarin oksidan maddeler ile etkisiz hale getirmektedir. E vitaminin yeniden
iiretilmesinde ve tokoferoksil radikallerinin o-tokoferole indirgenmesinde islev
gormektedir. LDL oksidasyonunu etkin bir sekilde engellenmesi E vitamini araciligi ile
olmaktadir. C Vitamininin, fagositoz i¢in de ¢ok Onemli bir yeri vardir. Viicutta
kemotaktik cevabi arttirmaktadir. Oksidatif patlamayla birlikte etrafa yayilan tepkimesel
bakterisidal molekiillerin, hiicre i¢i konsantrasyonlarinda herhangi bir azalma
olusturmadan, oksidatif parcalanma {riinlerinin zarar veren etkilerini uzaklastirdigi
saptanmigstir. Biitlin bunlara ilave olarak organizmada fenton tepkimesinde, ferri demiri
ferro demire indirger ve H,0, ile tepkimeye girmeye uygun Ozellikte olan siiperoksit
radikalinin olugmasina neden olmaktadir. Askorbik asit bu etkisi nedeniyle pro-oksidan
olarak kabul edilmektedir (Burton, 1989).

2.4.4.4. Sentetik antioksidanlar

Gida sanayinde en yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar; PG (propil
gallat), BHA (biitil hidroksianisol), BHT (biitil hidroksitoluen) ve TBHQ (tersiyer
biitilhidrokinon)’dur.

BHA: Beyaz renkli ve mumsu kati bir yapiya sahiptir. Bitkisel ve hayvansal yaglarda

kullanilmaktadir. Bu iki izomer bilesimi, yagda ¢éziinmekte olup suda ¢éziinmemektedir.

31



Hayvansal yaglarda gosterdigi antioksidatif etki, bitkisel yaglarda gosterdigi etkisine gore
daha fazladir (Uguzlar, 2009).

BHT: Biitillenmis hidroksi toluen (BHT), BHA gibi 1s1ya olduk¢a dayanikli olan bu
antioksidan beyaz renkli kristal yapidadir. Gida dayanikliligina katkida bulundugu igin
gidalarla ilgil bazi islemlerde kullanilir (Yanishlieva, 2001; Uguzlar, 2009).

(BHT) yag ve yagh gidalarda oksidatif bozulmay1 énlemek i¢in kullanilan sentetik bir
antioksidandir. BHT nin yani sira biitillenmis hidroksi anisol (BHA) da 1950'lerden beri
kullanilan en yaygin iki sentetik antioksidandan biridir. BHA ve BHT, birgok ticari
gidada az miktarda bulunurlar ve bu nedenle bir¢cok insanin beslenmesinin kii¢lik bir
kismini olustururlar. Fakat gida tiriinlerinde yaygin kullanimi ve dolayisiyla insanlarin bu
sentetik katki maddelerine uzun siireli ve yaygin olarak maruz kalmasi nedeniyle,

potansiyel saglik risklerinin arastirilmasi 6nemlidir (Botterweckve ark., 2000).

Tablo 2: Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar (Temiir, 2005)

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan Antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) Vitamin C Melatonin
Selenyum bagimli Glutatyon peroksidaz (GPx) | Flavonoidler Albiimin
Glutatayon-S-transferaz (GST) Vitamin E Sistein

Vitamin A Ferritin

2.5. Rosa Damascena

Rosa L. (giil) cinsi yaklasik 200 tiir ve 18000’ i agkin ¢esidiyle en 6nemli bitkilerden
biridir. Ulkemizde 24’ {i dogal olmakla birlikte 50> ye yakin tiirii bulunan giil iilkemizin
her yerinde yayilis gostermektedir. Damascena Mill. ’in ¢igek kisimlari giil yagi
yapiminda kullanilmaktadir. Bu melez giil, parfiimeri ve kozmetik sanayinde, bazi
pomatlar ile beraber galenik preparatlarin kokusunun degistirilmesinde kullanilmaktadir.
Tarihgesine bakildiginda, islam iilkelerinde giiliin, Hz. Muhammed’e ait bir koku oldugu
belirtilmektedir. Giilsuyunun bilesiminde bulunan feniletil alkoliin, antiseptik 6zellik
gosterdigi ve bu gdsterdigi etkiden dolay1 Islam Aleminde kullanildig: bilinmektedir. Goz
ve mide hastaliklarinin tedavisiyle birlikte, alerji ve hararet kars1 olarakta kullanildigi,
psikolojik rahatsizliga sahip kisilere onerildigi, hatta Atatiirk’iin rahatsizliginda giilden
yapilan sirkeden fayda gordiigli de bilinmektedir. Giiliin ¢i¢cek kisminda bulunan tag
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yapraklar1 ugucu yag, gallik asit, tanen, siyanin, kuarsitrin, seker ve mum gibi énemli
maddeler icermektedir. Taze ¢igeklerin distilasyonu ile sitranellol, nerol, geraniol, metil
6jenol, 6jenol ve feniletil alkol igeren Giil esans yagi elde edilmektedir. Bu maddeler
antiseptik  0zelliginden dolayr bogaz ve bademcik iltihaplarimin tedavisinde
kullanilmaktadir. Gozde olusan kanlanmalar ve gbz nezlesinin tedavisinde de etkili
olmakla beraber miishil etkisi de vardir. Osmanli devrinde aromaterapi yontemiyle giil
kokusunun psikolojik hastalarin tedavisinde kullanildig1 ve tibbi bakimdan arastirma ve
degerlendirilmelerin arttirtlmasi gereken tibbi ve aromatik bitki olarak yerini almaktadir

(Ozgelik ve ark., 2011).

Petal yapraklarindaki nektar (balozii, sekerli sivi) bazi bocekler i¢in dnemli bir
besin kaynagidir. Taze gévde yapraklari, pedisel ve ¢igek kisimlarinin tamaminda birgok
hayvan grubu i¢in ¢ok dnemli ve cezbedici koku (ugucu yag) sentezleyen salgi bezleri C
vitamini ve omega yag asitleri bakimindan zengin meyveleri de ayn1 zamanda birgok

hayvan i¢in gida ve ilagtir.

Hastalik amilleri 6nce giillerde goriiliir, giilde cogalir ve diger bitkilerde de
yayllmaya baglar. Bitki zararlis1 (yaprak biti) ve diger zararli organizmalar en fazla
giillere zarar verir. Bu tabiat olay1 giillerin ekolojik sistem, yabani meyve agaglari biyo
dagilim i¢in 6nemini ifade etmektedir. Afitlerin yonelimi, kokulu giilleredir. Ayrica
ugurboceklerinin dagilimi ile yaprak bitlerinin dagilimi arsinda bir baglanti mevcuttur
Ugur boceklerinin fazla miktarda oldugu yerlerde yaprak bitlerinde bir diisiis gézlemlenir
bu baz tiir boceklerin yaprak bitleriyle beslenmesinden kaynaklanir. Giile 6nem veren
kadim medeniyetimizde eskiden insanlar kimyasal kullanmadan basingh su kullanarak
dogal bir yontemle baska hi¢bir canliya zarar vermeden zararlilarla miicadele etmistir.
Cogunlukla giiller vejetatif olarak ¢ogalma gosterirler. Dogada giiller kiigiik kiimeler
halinde bulunur. R. damascena’ nin 1518a ihtiyacinin fazla olmasi ve uzun giin bitkisi

olmasi bu bitkinin énemli 6zellikleri arasindadir (Ozgelik, Korkmaz 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan kimyasallar ve cihazlar asagida yer almaktadir

3.1. Kimyasal Maddeler

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
Demir (IIT) kloriir (FeCls),

Trikloro asetikasit (TCA),
Potasyum ferrisiyanid {KsFe(CN)s}
Deoksiriboz

EDTA

Potasyum fosfat

Etanol

Tiyobarbitiirik (TBA)

HCI

Sodyum di Fosfat (Na2HPO4.2H,0)
Sodyum mono Fosfat NaH2PO4.2H>0
Folin reaktif

Sodyumpotasyum tartarat
Potasyum ferrisiyanid

Ferrik Klorid

Tris

CuSOq4

Na>COs3

Bovin serum albiimin

Sodyum hidroksit

Butillendirilmis hidroksitoluen (BHT)
Vitmin C (Askorbik asit)

Vitamin E

Serum albiimin

Asetil kolin iodide

[buramin
Hidrojen peroksit (H,0,)
Sodium karbonat (Na2COz)
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= Enzim MAO-A

= Asetilkolin (fare beyininden homojenize)

= Fluoksetin (Depreks 20mg)

= Butanol

» Tiyobarbitiirik Asit

= 55" ditiobis (2-nitrobenzoik) asit (DTNB)
»  Kinuramin

= Donepezil

= Folin—Ciocalteu reaktifi
3.2. Cihazlar

» Hassas Tarti (RADWAG/AS 220.R2)

= Terazi (RADWAG/AS220/C/2)

* Homojenizator (ISOLAB/62L1L001)

» Santrifiij (BECKMAN COULTER/Allegra X-30R Centrifuge)
»  Isitici-Karistiric: (ISOTEX)

* Distile Su Cihazi (Thermo Scientific)

= Rotary Evaporator (Dolph, laborota 4002WB\G3)

= Spektrofotometri

= Dondurucu (Bosch)

=  PHmetre

3.3. Bitki Orneklerin hazirlanmasi

Bitki 6rnekleri Isparta Siileyman Demirel Universitesi kampiis alanindan May1s
2018 tarihinde toplanip ve drneklenerek Prof. Dr. Hasan Ozgelik tarafindan botanik
tanimlanmasi ve adlandirilmasi yaptirildi. Bitki 6rnekleri tanimlanmasi yapildiktan sonra
distile su 1le yikanarak kirlerinden arindirildi. Temizlenen 6rnekler gélgede kurutulduktan

sonra ile blendir ile pudra edilerek analize hazir hale getirildi.
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3.4. Ekstraksiyon (Oziitleme) Metodu

Kurutulmus ve pudra edilmis 50 g R.iranica, R. faik, 35 nolu R. damascena cera
miller compleks, 37 nolu bademin dip koki, R. damascena bulgarica bitki 6rneklerinden
% 96 etil alkolle 1 giin karistirma cihazinda 1s1 olmadan aralikli olarak karistirild1. Oziit
filtre kagidiyla siiziildiikten sonra su ve etanol, rotary evaporatorde 40 °C’ de vakum
altinda buharlastirildi ve 45°C’de 72 saat inkiibatorde bekletildi. Elde edilen madde
(Iranica 4.015 g, Faik 3.482, 35 no 5.041,37 no 1.678 g, Bulgarica 1.56 g) kazinarak
tartildi. Kapal1 tiiplerde folyolanarak -21°C’ de saklanarak analizlere hazir hale getirildi.

3.5. Radikal bilgi metodlariyla Antioksidan Aktivitesinin Hesaplanmasi
3.5.1. Demir indirgeyici antioksidan giicii (Frap)

Yapragin etanolik 6ziitiiniin indirgeyici giic analizi ferrisiyaniir metodu (Oyaizu
1986) ile bakild1. indirgenme potansiyeli olan maddeler, potasyum ferrisiyaniir (Fe*3) ile
reaksiyona girerek potasyum ferrosiyaniire (Fe*?) doniismektedir. Ferrosiyaniir daha
sonra ferrik kloriir ile reaksiyona girerek 700 nm sogurma derecesine sahip olan ferrik
ferr6z kompleksini olugsmaktadir. 0.1-1.5 mg arasinda farkli konsantrasyon derecelerine
sahip Oziitler, 1 mL su i¢erisinde 2.5 mL fosfor tamponu ile karistirilir. Karisim 50°C’de
20 dakika inkiibe edildi. 3000 rpm’de 10 dakika sentrifuj edilmis trikloro asetik asit
alikuotlar1 (2.5 mL) karisima eklendi. Cozeltinin st kism1 (2.5 mL), damitilmuis su (2.5
mL) ve yeni hazirlanmus ferrik kloriir ¢ozeltisi (0.5 mL) ile karistirildi. (Olusan yesil renkli
¢ozeltilerin absorbansi) 700 nm’de sogurma dereceleri 6l¢iildii, askorbik asit ve E vitamin
(0.1-1.0 mg) standart olarak kullanildi. Reaksiyon karisiminin artan sogurma derecesi,

artan indirgenme giiciinii belirtmektedir.
3.5.2. 1,1-Difenil-2-pikrihidrazil (DPPH) Radikal uzaklastirma Aktivitesi

DPPHe ve antioksidan (H-A) madde arasindaki siipiiriicii reaksiyon asagidaki
gibidir;

DPPH+ (Mor) + H-A (Sar1)

Antioksidan, stabil bir serbest radikal olan DPPHe ile reaksiyona girerek DPPH'ye
indirgenir. Bunun sonucunda sogurma derecesi, DPPHe radikalinden DPPH-H formuna
kadar diismektedir. Oziitlerin antioksidan bilesiklerinin siipiirme potansiyeli, hidrojen

bagislama yetenegi agisindan, renk degistirme derecesini belirtir. Analiz, (Villano ve ark.,
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2007) metodu ile belirtildigi gibi uygulandi; etanol i¢inde yapilan 4 ml 6ziit ¢cozeltisi, 1
ml DPPHe ¢o6zeltisine (1mM) eklendi. Karisim c¢alkalandi ve 20 °C’de 30 dakika
beklemeye birakildi. Elde edilen ¢6zeltinin absorbansi, spektrofotometre ile 517 nm

olarak ol¢iildii.

Bu degerlerden ve DPPH’1n kalibrasyon egrisinden yararlanarak her bir bitki i¢in
DPPH serbest radikalinin yarisinin uzaklastirildigt zamandaki bitki ekstrakti
konsantrasyonu (ICsp) degerleri hesaplanarak sentetik antioksidan olan BHT ve BHA ile

kiyaslandi.

% DPPH radikal uzaklagtirma aktivetesi = (Kontroliin absorbans degeri — 6rnegin

absorbans degeri) / kontroliin absorbans degeri X 100

3.5.3 Hidroksil Sondiirme Aktivitesi

Bir demir-EDTA kompleksinin (H;O,) ile askorbik asit varliginda reaksiyona
girmesiyle iiretilen hidroksil radikalleri diisiik pH' da tiobarbitiirik asitle 1sitildiktansonra

pembe kromojen veren tiriinler olusturmak igin deoksiriboza saldirmaktadir. Antioksidan
eklenir ve bu, kromojen olusumunu azaltir. Reaksiyon, Halliwell ve arkadaglarinin (1987)
prosediiriine gore gergeklestirilmektedir. Reaksiyon karigiminin toplam hacmi, 3.5 ml'dir
ve 100-200 pg bitki 6zii , Deoksiriboz 15 mM, hidrojen peroksit 1mM, FeClz 100 uM,
EDTA100 uM , Askorbik asit 100 um igermesi gerekmektedir. Bunlar potasyum fosfat
tamponu pH 7.4, (0.022 M) i¢inde karistirildi ve 37 ° C' de 1 saat boyunca inkiibe edildi.
Deoksiriboz yikimi ekstraktt TBA reaksiyonu ile olgiildii. Yukaridaki reaksiyona
karisim, 1 ml % 1 TBA (Tiyobarbuturik asit) ve 1 ml % 2.8 TCA ilave edildi daha sonra
kaynar su banyosunda 30 dakika 1sitildi. OD 532 nm' de okundu. Deney ayrica bitki 6zii
yerine 0, 100, 200 pug BHT % 2.4 g (sentetik antioksidan) ile yapildi. Kontrol, BHT veya
bitki ekstraktinin olmadig1 yerdir (Halliwell ve ark.,1987).

3.6. Norodejeneratif Hastahiklar Baglantih Enzim inhibitor Tahlilleri
3.6.1. Beyin analizi

Enzim eldesi i¢in sigan beyinleri kullanildi beyin eldesi i¢in su asamalardan
gecirildi; Sigan beyin mikrozomlar1 hazirlandi. Kisacasi, sican servikal dislokasyon ile
oldiirtildi ve beyin hemen eksize edildi. 0.02 M EDTA igeren soguk Tris-HCI tamponuna
(pH 7.4, 100 mM) yerlestirildi. Beyin bir 3.5 mL / gm olacak sekilde tartildi ve
homojenize edildi. Homojenat, 10 dakika boyunca 12.000 x ¢' de santrifiijlendi.
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Stipernatant daha sonra 1 saat 60,000 g'de santrifiijlendi. Elde edilen ¢okelti, 0.02 M
EDTA ihtiva eden 100 mM Tris HCl tamponu pH 7.4 ile yeniden ¢oziindiiriildii ve analiz
i¢in —20 ° C' de donduruldu.

3.6.2. Protein Hesaplamalari

Protein miktari, standart olarak sigir serum albiimini alinip Lowry ydntemini

kullanarak hesaplandi (Lowry ve ark., 1951).

Metot bakir iyonlarinin alkalin ortamda peptit baglar1 ile verdigi tepkimeler (Biiiret
testi) ile aromatik protein birimlerinin yiikseltgenmesini kombine etmektedir. Lowry
metodu, peptit baglar1 tarafindan indirgenmis olan Cu*! iyonlarmin Folin-Ciocalteu
reaktifi (Folin—Ciocalteu reaksiyonundaki fosfotungisitik asit ve fosfomolibdik asitin bir
karisimi) ile reaksiyonu temeline dayanmaktadir. Tepkime mekanizmasi ¢ok iyi
anlasilmamistir ama Folin—Ciocalteu reaktifinin indirgenmesini ve aromatik birimlerin
yiikseltgenmesini (baslica triptofan ve tirozin) igerdigi bilinmektedir. Deneyler ayni
zamanda sisteinin reaktif ile tepkime verdigini géstermistir. Buna bagli olarak sistein
birimleri de muhtemelen Lowry tahlilinde g6zlenen absorbansa katkida bulunmaktadir
(Everette ve ark., 2010).

3.6.3. Asetilkolinesteraz enzim analizi standardizasyonu

AChE aktivitesi, 200 pL AChE ¢ozeltisi (0.1 M fosfat tamponu i¢inde 0.415 U.mL — 1,
pH 8.0), NaHCO3 (6 mM) igeren 100 pL 5,5 '-ditiobis (2-nitrobenzoik) asit (DTNB)
(0.1M fosfat tamponlu soliisyonda, pH 7.0'da 3.3 mM)) ve 500 pL fosfat tampon ¢6zeltisi,
pH 8.0 igeren bir karisimda belirlendi. Substrat olarak 100 puLL 0.05 mM asetilkolin iyodiir
cozeltisi eklendi ve AChE aktivitesi, 25 °C’de 3 dakika boyunca 412 nm'de Ol¢iilen
absorbans degisikligi spektrofotometre kullanilarak hesaplandi (Ellman ve ark., 1961)

3.6.4. Asetilkolinesteraz Inhibisyon Analizi

AChE aktivitesi, 200 uLL. AChE ¢6zeltisi (0.1 M fosfat tamponu i¢inde 0.415 U/mL,
pH 8.0), NaHCO3 (6 mM), R. damascena’ nin etanolik 6ziitiiniin farkli konsantrasyonlari
igceren 100 pL 5,5 '- ditiobis (2-nitrobenzoik) asit (DTNB) (0.1M fosfat tamponlu
soliisyonda, pH 7.0'da 3.3 mM) ve 500 pL fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 8.0 iceren bir
karisimda belirlendi. 25°C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra, 100 uL 0.05 mM
asetilkolin iyodiir ¢ozeltisi substrat olarak eklendi ve AChE aktivitesi, 25°C’de 3 dakika

38



boyunca 412 nm'de 6l¢iilen absorbans degisikligi spektrofotometre kullanilarak 6lciildii
ve hesaplandi. Bu analiz, R. damascena’ nin bes ¢esidinin her bir etanolik 6ziitii igin

uygulanarak ii¢ kez tekrar edildi (Ellman ve ark., 1961).
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3.6.5. Monoamin Enzim Analizinin Standardizasyonu

4 mM 5 BHT ve 250 uLL Mitokondriyal fraksiyon, i¢eren karisima 710 uL Sodyum
ilave edildi. Ardindan Fosfat tamponu (pH = 7.4) ilave edildi. Bir dakika vortekslendi ve
37 ° C'de 60 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak i¢in 1 M HC1 eklendi.
Reaksiyon {iriinii, 5 mL n-butil asetat ile 6ziimlendi. Organik faz 242 nm' de oSlg¢iildii.

Standart olarak fluoksetin kullanildi (Sagar, 2014).

3.6.6. Monoamin Oksidaz (MAO-A) Inhibisyon Analizi

4 mM 5 BHT ve 250 pL Mitokondriyal fraksiyon, iceren karigtma 710 uLL Sodyum
ilave edildi. Fosfat tamponu (pH = 7.4) ilave edildi. R. bulgarica, R iranica, R. COM35,
R. COM37, R. faik bitkilerinin farkli konsantrasyonlarindaki oziitleri de eklendi. Bir
dakika vortekslendi ve 37 ° C'de 60 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak
icin 1 M HC1 eklendi. Reaksiyon iiriinii, 5 mL n-butil asetat ile 6ziimlendi. Organik faz

242 nm' de olgtildi. Standart olarak fluoksetin kullanildi (Sagar, 2014).

3.7. istatiksel Analizlerin Yapilmasi

Ug tekrarli deneyin sonucu topland: ve ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade
edildi (Zar, 1984). Duncan ¢oklu testi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Pozitif analiz yapildi. Anlamlilik P < 0.05' te kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismamizda norodejeneratif hastaliklar tizerindeki etkisi 5 farkli tiirdeki
Damascena’ nin farkli konsantrasyonlarda incelenmistir. Onemli bir etki mekanizmasi
olarak kabul edilen antioksidan aktiviteleri analiz edilmistir. Mevcut ¢alismamiz da
DPPH- ve hidroksil radikalinin uzaklastirma etkisi, demir indirgeme giicii aktiviteleri
(Frap), MAO ve AchE enzimleri inhibisyon deneyleri yapilmis ve etanol ¢dziiciisiinde
farkl1 konsantrasyonlarda belirlenmistir. Antioksidan ve antiradikal yontemlerde bulunan
sonuclara gore bitkimiz antioksidan, antiradikal ve yiiksek indirgeme giicii 6zelliklerine
sahiptir. Deney sonuglar; birer sentetik antioksidan olan BHT, C vitamini (Ascorbik asit),
E vitamini, enzim (AchE, MAO) ile kontrol ve ila¢ (donapezil, fluoksetin) pozitif kontrol

ile kiyaslamalar yapilarak sonu¢landirilmistir.

4.1. Demir Indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP) Sonucu

Indirgenme potansiyeli olan maddeler, potasyum ferrisiyaniir (Fe*®) ile reaksiyona
girerek potasyum ferrosiyaniire (Fe™?) doniismektedir. Ferrosiyaniir daha sonra ferrik
kloriir ile reaksiyona girerek 700 nm sogurma derecesine sahip olan ferrik ferrdz
kompleksini olusturmaktadir. Reaksiyon karigiminin artan sogurma derecesi, artan

indirgenme giiclinii belirtmektedir.

Bes R. damascena 6rneginin etanolik 6ziitleri igin FRAP deneyi kullanilarak 6l¢iilen
antioksidan kapasitesi, grafik 1' de gosterilmektedir. Gram basina kuru agirligi (KA)
askorbik asit (A) esdegeri olarak ifade edilen FRAP degerleri 127.41 mmol ila 265.41
mmol arasinda ve g (KA) basina E vitamini (B) esdegeri 0.108 mmol ile 0.21 4 mmol
arasinda degismistir. Her iki deneyde de en yiiksek FRAP degerleri R. bulgarica igin
kaydedilmistir, bunu R. iranika, ardindan R. faik, R. complex-35 izlemis, en disiik
degerler R. Complex-37' de tespit edilmistir. Ornekler arasindaki farkliliklar istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.
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Grafik 1. R. damascena bes érneginin etanolik ekstrelerinin antioksidan kapasitesi (FRAP) R.
bulgarica (B), R. faik (F), R. iranica (I), R. Complex-35 (COM35) ve R. Complex-37 (COM37);
+ SD (n = 3); (KA) kuru agirlik. AA: (Askorbik asit esdegeri) anlamina gelir. R. damascena
ornekleri arasindaki antioksidan potansiyel farkhiliklar, p < 0.05 oldugunda istatistiksel olarak

anlamh bulundu.
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Grafik 2. R. damascena bes orneginin etanolik ekstrelerinin antioksidan kapasitesi (FRAP)
R.bulgarica (B), R. faik (F), R. iranica (1), R. Complex-35 (COM35) ve R. Complex (COM37);
+ SD (n = 3); (KA) kuru agirhik. B: E vitamini esdegeri) anlamina gelir.
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4.2. DPPH Radikal Uzaklastirma Deneyi Sonucu

Bitki ve mikrobiyal gibi dogal kaynaklarin antioksidan aktivitesini
degerlendirebilmek i¢in  1,1-difenil-2  pikrilhidrazil (DPPH) yaygin olarak
kullanilmaktadir. Proton radikal uzaklastirma aktivite eylemi, DPPH radikal uzaklastirma
deneyi ile olgiilen antioksidanlarin énemli bir 6zelligidir. Protonlanmis DPPH radikal,
517 nm' de proton radikal atma ile azalan karakteristik absorbans maxima'ya sahip
olmaktadir. Antioksidan molekiillerin hidrojen bagis kabiliyeti kendi serbest radikal

temizleyicisine katkida bulunmaktadir.
DPPHe+ (Mor) + H-A (Sar1)

Antioksidan, stabil bir serbest radikal olan DPPHe ile reaksiyona girerek DPPH'ye
indirgenir. Bunun sonucunda sogurma derecesi, DPPHe* radikalinden DPPH-H formuna
kadar diiser. Oziitlerin antioksidan bilesiklerinin potansiyeli, hidrojen bagislama yetenegi
acisindan, renk degistirme derecesini belirtir (Villano ve ark., 2007). Bu degerlerden ve
DPPH’ in kalibrasyon egrisinden yararlanarak her bir bitki icin DPPH serbest radikalinin
yarisinin - uzaklastirildigr andaki bitki ekstrakti konsantrasyonu (ICso) degerleri

hesaplandi. Sentetik antioksidan olan BHT ile kiyaslanmasiyla da sonuglar elde edildi.

Kurutulmus giil yapraklarinin etanolik ekstraktlari, kararli radikal DPPH' in sar
renkli difenilpikrilhidrazine indirgenmesinde etkili olmustur. Bunu takiben ekstraktlarin
DPPH radikalini temizleyebildigini gostermektedir. (Grafik 3 ve Tablo.3). Standart
Askorbik asit, ICso = 0.37 £ 0.48 pg / ml ile maksimum serbest radikal uzaklagtirici aktivite
gostermektedir. R. bulgarica yapraklarinin etanol 6ziitii (ICso = 1.09 = 0.20 pg / ml), diger
dort ekstrakttan (R. Faik 1Cs0=2.44 + 1.39 pg/ ml, R. iranica ICsp = 1.43 £ 0.67 pg / ml,
R. Complex-35 ICso=1.25 £ 0.24 pg / ml, R. Complex-37 1Cso = 1.5 + 0.28ug / ml.) daha
giiclii bir DPPH radikal uzaklastirma aktivitesi gostermektedir.

Damascena’nin etanolde yukarida belirtilen konsantrasyon araliklarinda artan
konsantrasyon ile DPPHe radikalinde siipiiriilme oraninin da arttigi goriildii ve
Damascena ekstraktlari askorbikasit standardi ile R. bulgarica > R.COM-35 >R. Iranica
> R.COM-37 > R.faik olmak iizere DPPH< radikali uzaklastirma aktivitesi sergiledi. Bu
sekilde
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bes Damascena tiiriiniin etanol ekstraktinin standart antioksidanlara esdeger radikal

uzaklastirma aktivitesi gosterdigi gézlenmistir.

70
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com37

Yiizdelik DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

0 5 10 15 20 25 30

Konsantrasyon pg/ml

Grafik 3. Standart olarak Askorbik asit kullamlarak, R. damascena yapraklarinin bes
orneginin farkh konsantrasyonlarinin inhibisyon yiizdesi ile temsil edilen DPPH radikal

uzaklagtirma aktivitesi. U¢ deger icin tiim degerler ortalama + SD olarak ifade edildi.

Tablo 3: Rosa damascena kurutulmus yaprak etanolik ekstrakt 6rneklerinin DDPH serbest radikal

uzaklastirma aktivitesi icin ICso degerleri. Sonuclar ortalama + SD'dir (n = 3)

R. damascena ornekleri 1Cs0 pg/ml
Bulgarica 1.09+£0.2
Complex-35 1.25+0.24
Iranika 1.43 £0.67
Complex-37 1.5+0.28
Faik 2.44+1.39
Vitamin C 0.37+£0.48
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4.3. Hidroksil Sondiirme Aktivitesi Deneyi sonucu

Hidroksil radikali biyolojik sistemlerde olugan reaktif serbest radikaldir ve serbest
radikal patolojide canli hiicrelerin zararli biyomolekiillerinde son derece zararl bir tiirdiir.
Hidroksil radikali DNA ipligi kopmasina neden olma kapasitesine sahiptir. Bu durumda

norolojik hasara ve karsinogenez mutajenez ve sitotoksisiteye katkida bulunmaktadir.
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Grafik 4. Standart olarak bilinen biitillenmis hidroksitoluen (BHT) kullamlarak bes R.
damascena giil yapragi érneginin farkli konsantrasyonlarinin inhibisyon yiizdesi ile temsil
edilen hidroksil radikal uzaklastirma aktivitesi. Tiim degerler ii¢ belirleme i¢in ortalama = SD

olarak ifade edilir.

Tablo 4: Rosa damascena kurutulmus giil yapraklar: 6rneklerinin etanolik éziitleri OH serbest
radikal sondiirme aktivitesi icin ICso de@erleri (ug / mL). Sonuglar ortalama + SD'dir (n = 3).
E 1Cso degerleri (ng / mL) Buna gore R. Damascenanin 5 tiiriinde hidroksil radikal sondiirme

aktivitesi kapasitesi R. bulgarica > R. complex-35 > R. iranica > R.complex-37 > R. faik olarak

gozlemlenmistir.
R. damascena Numuneleri 1Cs0 ng/ml
R. bulgarica 0.921+0.2
R. compleks-35 1.061 +0.24
R. iranica 1.097 £ 0.67
R. compleks-37 1.099 £ 0.28
R.faik 1.172 £ 1.39
BHT 0.281 +£0.48
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4.4. Asetilkolinesteraz Inhibisyon Aktivitesi Deney Sonucu

Asetilkolinesteraz, farkli ekstraktlarin konsantrasyonlarinin yoklugunda ve
varliginda yontemlerde tarif edildigi gibi analiz edildi. Sonuglar ortalama + SD'dir (n =
3) her bir Rose damascena numunesinin ekstresinin artan konsantrasyonu ile, kontrol
(sadece enzim) ve Pozitif kontrol (Donepezil) ile karsilastirildiginda enzimin

inhibisyonunda bir artig olmustur.
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Grafik 5. Bes R. damascena ornegi ile Asetilkolinesterazin inhibisyonu. Asetilkolinesteraz R.
damascena yapraklari farkh éziitlerin artan konsantrasyonlarmin yoklugunda ve varhiginda

yontemlerde tarif edildigi gibi analiz edildi. Sonugclar ortalama + SD'dir (n = 3)

Her giil ekstraktin konsantrasyonun yiikselmesiyle enzim inhibisyonunda Pozitif
kontrol (donepezil) ve kontrole (sadece enzim) kiyasla bir artig var. R. damascena
ornekleri arasindaki baskilayict potansiyel farkliliklar, p < 0.01 oldugunda istatistiksel

olarak anlamli bulundu.

Her ii¢ konsantrasyon i¢in asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi (15pg-25ug-
50ug i¢in) R. bulgarica > R. iranica > R. faik > R.COM-37 > R.COM-35 olarak

gozlemlenmistir.
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4.5. Monoamin Oksidaz Inhibisyon Aktivitesi Deney Sonucu

Bu caligmamizda MAO-A enzimlerinin iyi inhibitorleri oldugu gézlemlendi. Ayrica
artan konsantrasyona bagli olarak antioksidan aktivite sergiledi. Pozitif kontrol
(Fluoksetin) ile karsilastirildiginda enzimin inhibisyonunda bir artis olmustur. Ayrica bu
bitki 0zlerinin aktif prensiplerini incelemesi ve hareketinin ¢alisma sekli ve daha ileri

degerlendirme potansiyel antioksidanlar olarak etkinlikler 6nerilmektedir.
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Grafik 6. Monoamin oksidazlarin (MAO) bes R. damascena numunesi ile inhibisyonu. Her ii¢
konsantrasyon icin Monoamin inhibisyon aktivitesi (3ug -10 pg -20 pg icin). R. damascena
ornekleri arasindaki baskilayici potansiyel farkhliklar, p < 0.05 oldugunda istatistiksel olarak
anlamh bulundu. R. iranica > R. bulgarica > R COM-37 > R. faik > R. COM-35 olarak

gozlemlenmistir.
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5. TARTISMA

Bitkilerin iyilestirici ozellikleri, genellikle fenoller, flavonoidler, glikosidler,
steroller ve alkoloidler gibi ikincil metabolitler olarak antioksidan 6zelligine sahip
fitokimyasallarin varligindan kaynaklanmaktadir. Giil yapraginin ekstratlarindan yapilan
ilk fitokimyasal testlerde karbonhidrat, flavonoidler, fenoller, steroidler ve tanen varlig
ortaya c¢ikartilmaktadir (Demir ve ark., 2014; Tania ve ark., 2018).

Bitkilerin antioksidan potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in bir dizi teste tabi
tutulmasi1 gerekir. Araligin belirlenebilmesi igin total antioksidan kapasitesi, DPPH
radikal uzaklastirma aktivitesi ve enzim inhibisyonu gibi testler takip edilmektedir.
Antioksidanlarca zengin bitki ekstraktlart nutrasotiklerin kaynagi olarak hizmet
etmektedir. Bu kaynak oksidatif stresi azaltir ve dejeneratif hastaliklar1 6nlemekte veya
yavaglatmaktadir (Shahwar ve ark., 2010; Amato ve ark., 2019). Bu ¢alisma, bes adet
Rosa oOrneklerinin total antioksidan kapasitelerini gostermektedir. R. damascena
kurutulmus yapraklarinin etanolik ekstraktlari: R. bulgarica, R. iranica, R. faik, R.
Complex-35, R. Complex-37, FRAP yontemi ile birlikte askorbik asit ile karsilastirilarak
gorilintiilenmigtir. Buna karsin, Vitamin E ile karsilastirildiginda sonuglar biiyiikliik
siralamasinin degistigini gostermistir. Bu sonug, R. damascena tiiriinden gelen bes
ornegin aralarindaki fitokimyasallarin farkli tiplerinin varligi nedeni ile olmusg

olabilecegini gostermektedir.

Giilden ayrilan etanolik ekstraktlarin, oksidatif hasar1 onledikleri goriilmiis ve
ayrica DPPH radikal uzaklastirma yontemi igin kayit edilen raporlarda serbest radikalleri
tesvik etmistir. DPPH radikal uzaklastirma aktivitesi i¢in 1Cso degerleri azalan siraya gore
R. bulgarica > R.Complex-35 > R. iranica > R. Complex-37 > R. faik olarak

goriilmektedir.

R. Complex-37 ve R. faik’ in antioksidan aktivitesi diger Orneklerle
karsilagtirildiginda ¢ok yiiksek goriilmemektedir. Bu durum, Orneklerin ekstraktlarin
konsantrasyonlarindaki ve igindeki antioksidan bilesenlerinin igerigindeki tiplerin
farkliliklardan kaynaklanabilir. R. bulgarica’nin yapraklarinda yiiksek bir serbest radikal
uzaklagtirma aktivitesi goriintiillenmistir. Ekstraktlarin antioksidan aktivitesinin genis
aralig1, dogal antioksidan kaynagi olan giil yapraklarinin potansiyelini gosterir ve saglik

yararlar1 ile birlikte oksidatif stresi azaltmak i¢in potansiyel uygulamaya sahip olabilir.

Hidroksil radikal sondiirme deneyinin sonucunda radikal sondiirme aktivitesi i¢in
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IC50 degerleri azalan siraya gore R. bulgarica > R. complex-35 > R. iranica > R. complex-

37 > R.faik seklinde gozlemlenmektedir.

Cesitli aragtirmalar, AChE ve onlarin arasindaki inhibisyon i¢in yeni bilesenlerin
bulunmasina bagli olmustur. Bitkisel bilesenler Alzheimer hastaliginin tedavisinde
kullanilan ilging bir uygulamadir. Yeni ¢alismalar ise, ikincil metabolit olan flavonoidler
ve fenolik bilesenlerinin AChE’ yi inhibe ettigini kanitlamaktadir (Shahwar ve ark., 2010;
Oluwafemi ve ark., 2018). Antioksidan igeren bu bilesenlerinin sifin1 ve asetilkolinestraz
enziminin inhibitor aktivitesi AH nin tedavisinde etkili olabilir (Uriarte ve Calvo 2011).
Onlarin bircogu giiglii antioksidan ajanlardir ve bazilar1 AchE’ yi inhibe edebilir. Bu
nedenle giil tiirleri gibi bu bilesenleri iceren bitkilerin, AH’ nin tedavisi i¢in alternatif
tedavi olarak diisiiniilebilirler. Jazayeri ve ark. yaptig1 diger bir calismada, Iran da yaygin
olarak kullanilan baz1 bitki ilaglarinin asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi
degerlendirilmektedir. Sonuglara gore ise R. damascena cigeginin ekstraktinin AChE

inhibitor aktivitesi bulunmustur (ICso = 93.10 pug/ml).

Bu calismada, R. damascena’ nin bes Orneginin etanolik ekstraktlarimnin,
konsantrasyona bagli sekilde AChE inhibitor etkisi 6nemli 6l¢iide gdsterilmistir. Aslinda
etanol fraksiyonlar genellikle fenolik ve flavonoid’ler gibi polar bilesenleri igerirler.
Bitkinin enzim inhibisyon aktivitesi esas olarak tiiriin fenolik ve flavonoid bilesenlerine
bagl olabilecegi sonucuna varilabilir. Ornekler arasinda R. bulgarica, R. faik ve R.
iranica’ nin inhibitor etkisine benzer olarak ve en yiiksek antioksidan kapasitesine sahip
olurken en yiiksek inhibitor etkisini gostermistir. Bu durum sekonder metabolitlerin
etkisinin varligina neden olabilir ve daha fazla analize gereksinim olmasina karsin onlarin

cok 1yi bir AChE enzimi {izerine inhibitor etkisi olabilecegi goriilmektedir.

Sancheti ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada, Kore’de geleneksel bir bitkisel ilag
olan Terminalia chebula (T. chebula) meyvelerinin anlamli derecede AChE ve
butirilkolinesteraz (BChE) inhibitorleri oldugu gosterilmistir. Ayrica anlamli derecede
AChE ve BChE’de inhibitor etkisi (sirasiyla 29.9 = 0.3 uM ve 27.6 = 0.2 uM ICso
degerleri) gosteren 1, 2, 3, 4, 6-penta-O-galloyl-p-D- glucose izole ederler. Bu ¢alismay1
takiben (Kim ve ark., 2018), kolinerjik sistem ve anti-oksidan etkisiyle iligkili miimkiin

olan mekanizma arastirilmistir.

Monoamin oksidaz, mono aminleri oksidasyonlarini katalizleyen ve ozellikle

yiyeceklerle alinan katabolizma igerisinde 6nemli olan bir enzimdir. Bu enzimler, viicut
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igerisinde ¢cogu hiicre tipindeki mitokondri dis membraninda bagl olarak bulunmaktadir.
Ayrica norotransmitter’ in inaktivasyonunda o6nemli bir rol oynamaktadir. MAO
disfonksiyonu ilk olarak norolojik hastaliklari i¢in tepkiyi olusturdugu diistiniilmektedir

(Mallajosyula ve ark., 2008).

Monoamin oksidaz inhibitorleri, depresyon tedavisi igin regetede edilen baslica
ilaglarin major siniflarindan biridir. Bu nedenle, simdiki ¢alismalara bakildiginda MAO
enzim inhibisyonunda potansiyel olan Damascena bitkilerinde tanimlanan bes ornek
tasarlanmistir. Bu ¢alismada, R. bulgarica ve R. iranica diger i¢ Ornekle
karsilastirildiginda yiiksek inhibitér aktivitesine sahiplerdir. Polifenoller gibi cesitli
fitokimyasallar antioksidan olarak davranmaktadir. Ayrica hiicreleri, viicutta doku
hasarina sebep olan reaktif atomlar1 ve serbest radikallerin sebep oldugu viicut
kimyasallarma kars1 hasarlardan korurlar. Ornegin; Density Lipo-protein (LDL)
kolesterol oksitlendigi zaman arterlere yapisir ve koroner kalp hastaligina neden
olmaktadir ve ayrica kanser biiyiimesinde ihtiya¢ olan enzim aksiyonunu durdurur ve
kanserin biliylimesi i¢in gerekli olan maddeleri devre dis1 birakmaktadir. Polifenoller,
kanseri dnleyen epigallocatechin-3-gallate ile iliskilidir. Polifenoller model sistemlerinde
in vitro olarak non-hem demir ile baghidir ve bu durum muhtemelen emilimini
azaltmaktadir. R. bulgarica diger dort ekstraktla karsilagtirildiginda, polifenolik igerigi

nedeni ile antioksidan kapasitesine sahiptir (Kampa ve ark., 2007).

Bu calisma, geleneksel ilaclarin paha bigilemez dogal eczacilik kaynagi oldugu
goriisiinii  desteklemektedir. Calismamizin, {i¢ bitki tiirtiniinde anlamli derecede
antioksidan aktivitesi sergiledigi gosterilmistir. R. bulgarica ve R. iranica, sirasiyla
Alzheimer ve Depresyon hastaliginda 6nemli olan AchE ve MAO enzimleri i¢in iyi bir
inhibitdér oldugu bulunmustur. Bes Ornegin ekstraktlarmin tliimiinde antioksidan
aktivasyonuna bagli konsantrasyonlar gosterilmistir. Ayrica, bu bitki 6zlerinin aktif
prensiplerinin taranmasi, ¢alisma sekli ve klinik deneylerle potansiyel antioksidanlar

olarak etkinliginin degerlendirilmesi de 6nerilmektedir.

Bizim ekstraktlarimizin, konsantrasyonlara bagli sekilde AChE ve MAO
enzimlerinin inhibisyonu gergeklestirilerek nérodejeneratif hastaliklarin potansiyel bir
tedavisi olabilecegi gosterilmistir. Ayrica ekstraktta bulunan fitokimyasallar nedeniyle
radikal uzaklastirma kabiliyeti sergilemistir. Bu nedenle, oksidatif stres ile iliskili olan
norodejeneratif hastaliklarin riskinin azaltilmasinda yardimci olabilir (Maya Mathew ve
Sarada Subramanian 2014).
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6. SONUC VE ONERILER

Birincil tarama siireci ile birlikte; Isparta, Tiirkiye’den gelen Damascena’nin AChE
inhibitor Ozellikleri ve antioksidan o©zelligi incelenmistir. Bu calisma ile birlikte,
calismada kullanilan tiim yaprak 6rneklerinin AChE ve MAOQ igin anlamli 61¢iide inhibitor
potansiyelinin ve serbest radikal uzaklastirma aktivitesinin oldugu gosterilmistir. Bu
raporda aralarinda segilen bitkilerden olan R. Bulgarica’nin, AChE ve MAO iizerinde

inhibitor 6zelligi ile en ¢ok aktif bilesenlere sahip oldugu goériilmektedir.

Daha ileri aragtirmalar i¢in, in vitro ve in vivo ¢alismalar da dahil olmak iizere bu
bitkisel 6zlerin kimyasal bilesimi ve etki mekanizmasi hakkinda daha fazla aragtirma

yapilmasi gerekmektedir.
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