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Ulkemizde “Turunggiller’ olarak bilinen Rutaceae familyasina ait Haplopyhllum tiirleri 6nemli
tibbi ve aromatik bitkilerdendir. Haplopyhllum cinsi Tiirkiye icin 10’u endemik olmak (zere toplam 18
taksona sahiptir. Haplopyhllum tiirlerinin Mogolistan ve Sudan halk hekimliginde antipiretik olarak ve
timor tedavisinde, Suudi Arabistan ve Iran’da uguk, sigil, mide agrisi, erizipel, dis agrisi, cilt hastaliklart
ve testis kanseri tedavisinde geleneksel kullanimi kayitlidir. Alzheimer hastaligi (AH) ozellikle yash
nifusu etkileyen, ilerleyici ve norodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
asetilkolin adli ndromediyatoriin eksik oldugu saptanmasi nedeniyle asetilkolini hidroliz eden enzim olan
asetilkolinesterazin (AChE) inhibe edilmesi yoluyla etki gdsteren ilag grubu, giiniimiizde en yaygin
semptomatik tedavi segenegi haline gelmistir. Parkinson hastaliginin tedavisinde yeni bir hedef olarak
gosterilen ve ayrica hiperpigmentasyon tedavisi, cilt beyazlatma, leke giderme amaciyla kullanilabilecek
guvenli ve etkili tirozinaz inhibitorleri arayis1 da son yillarda 6nem kazanmistir. Bu tez projesi
kapsaminda Tiirkiye’de yetisen endemik Haplophyllum sahinii O.Tugay & D.Ulukus ve Haplophyllum
vulcanicum Boiss. & Heldr. tiirlerinin farkli kisimlarindan hazirlanan etanollii ekstrelerin, AH ile iliskili
olan AChE ve biitirilkolinesteraz (BChE) ve ayrica tirozinaz (TYR) enzimlerine karsi inhibitor etkileri
ELISA mikroplak okuyucu ile 200 pg mL™ konsantrasyonda test edilmistir. BChE’a kars: ekstreler orta
ve 6nemli derecede inhibisyon gosterirken, TYR’a kars1 yiiksek diizeyde inhibisyon saptanmugtir. Bahsi
gecen bitki turlerinin AChE, BChE ve tirozinaz enzim inhibitor etkisi ilk defa bu tez projesiyle tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz inhibisyonu, Biitirilkolinesteraz  inhibisyonu,
Haplophyllum sahinii, Haplophyllum vulcanicum, Rutaceae, Tirozinaz inhibisyonu
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The Haplophyllum species belonging to the family of Rutaceae, known as 'Citrus' in our country,
are important medicinal and aromatic plants. The Haplopyhllum genus has a total of 18 taxa, of which 10
are endemic to Turkey. The traditional use of Haplopyhllum species in the treatment of herpes, warts,
stomach pain, erysipelas, dental pain, skin diseases and testicular cancer in Saudi Arabia and Iran in
antipyretic and tumor treatment in Mongolian and Sudanese folk medicine. Alzheimer's disease (AD) is a
progressive and neurodegenerative disease that affects the elderly population in particular. The drug
group, which acts by the inhibition of acetylcholinesterase (AChE), the enzyme that hydrolyzes
acetylcholine, is now the most common symptomatic treatment option because it has been found that the
neurotransmitter called acetylcholine is missing in the brains of AD patients. The search for safe and
effective tyrosinase inhibitors, which have been shown as a new target in the treatment of Parkinson's
disease and which can also be used for hyperpigmentation therapy, skin whitening, stain removal, have
gained importance in recent years. Within this thesis project, inhibitory effects of the ethanolic extracts
prepared from different parts of the endemic species, e.g. Haplophyllum sahinii O.Tugay & D.Ulukus and
Haplophyllum vulcanicum Boiss. & Heldr. species grown in Turkey against AChE and
butyrylcholinesterase (BChE) associated with AD as well tyrosinase (TYR) were investigated by using
ELISA microplate reader at 200 pg mL? concentration. Although the extracts showed moderate to
significant inhibition towards BChE showed a high inhibition to TYR. Enzyme inhibitory effect of the
aforementioned plant species against AChE, BChE, and TYR is reported for the first time in this thesis.

Keywords: Acetylcholinesterase inhibition, Butyrylcholinesterase inhibition, Haplophyllum
sahinii, Haplophyllum vulcanicum, Rutaceae, Tyrosinase inhibition
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1. GIRIS

Bitkiler, insanligin var oldugu glnden buglne degin ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmis ve bu kullanim neticesinde olusan bilgi birikiminin nesilden
nesile s6zli olarak aktarilmasiyla gelencksel tedavinin ve halk tibbinin zeminini
olusturmustur. Rutin hayatimizda kullandigimiz pek ¢ok sentetik kimyasalin dogurdugu
olumsuz sonuclar bitkisel ilaglara blyuk bir ilgi uyandirmistir. Tedavilerde kullanilan
bir¢ok ila¢ etken maddesinin de bitkisel kaynakli oldugunun bilinmesi ve son yillarda
diinyanin bitkisel tedavi yontemlerine ilgi duymasi bilim insanlarini bitkisel kaynakli
ilaclar lizerinde arastirma yapmaya yoneltmistir.

Giliniimiizde insan saglig1 agisindan bireylerin iyilesmeleri disinda toplumun
sorunlarina ¢oziimler bulmak ve bilingli insanlar yetistirmek gerekmektedir. Son
yillarda bilim insanlarinin 6nemli hedeflerinden biri de insan hayatin1 uzatmakla birlikte
kalitesini de arttirmaktir. Ama ortalama yasam siiresinin uzamasi yagliliga ait demans
gibi bircok hastaligt da beraberinde getirmektedir. Demans, giindelik yasamin
strddrilmesini engelleyen ilerleyici bir beyin hastaligi olup, hafiza kaybi, rutin hayatin
ortaya cikardig ihtiyaglar1 karsilamada zorlanma; algilamada zorlanma, ruh halinde
degisiklikler gibi sik karsilasilan belirtilerle tanimlanmaktadir (Adams ve ark., 1984;
Arnold ve Kumar, 1993; Aisen ve Davis, 1997). Ozellikle yasli popiilasyonda gériilen
demans, geri doniisiimsiiz ve ilerleyici bir durumdur. Kesin bir tedavisi olmayan
demansin bir¢ok ¢esidi arasinda, Alzheimer hastaligit (AH) en sik goriilen tipidir
(Bachman ve ark., 1992).

IIk defa 1907 yilinda Alois Alzheimer adinda bir Alman doktor tarafindan
tanimlanan AH; hafiza konusma, yon bulma, insanlar1 tanima, problem ¢dzme gibi
cesitli zihinsel islevlerin zamanla zayifladigi, giinliik isleri yerine getirme yeteneklerinin
azaldig1 ve davranis bozukluklarinin goriilebildigi ilerleyici bir hastaliktir (Terry ve
Katzman, 1983; Cummings ve Benson, 1992). AH kardiyovaskiler hastaliklar ve
kanserle beraber, ekonomik olarak gelismis iilkelerdeki en Onemli saglik
problemlerinden birisidir (Bachurin, 2003). En sik demans nedeni olan ve tiim demans
vakalarinin %50 — 70’ini olusturan AH 65 yasin iistiindeki insanlar1 % 10, 85 yasin
usttindekileri ise % 30 — 35 oraninda etkilemektedir (Kawas, 1997).

Gunumuzde AH tedavisinde asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEI), belirli bir
basar1 oraninin elde edildigi tek ila¢ grubudur (Forette ve Boller, 2000). AChEI ilaglar,
merkezi sinir sisteminin onemli bir norotransmitteri olan asetilkolini (ACh) salindigi

sinir ucunda hidroliz eden ve dolayisiyla miktarinin azalmasina neden olan AChE



enzimini inhibe ederek, hastanin davranis bozukluklarinda anlamli bir gerileme
saglamaktadir (Giacobini, 1995). ACh iki sinir hiicresi arasindaki iletisimi saglayan bir
norotransmitterdir. AChE tarafindan ACh hidroliz edildiginde, sinirler arasindaki gecis
oldukca yavagslamaktadir. Hafiza kayb1 ile ilgili hastaliklarda ACh’nin ¢ok kisa siirede
parcalandig tespit edilmistir. ACh’i parcalayan enzimin (AChE) inhibe edilmesiyle
sinirler arasindaki gegisin kuvvetlendigi tespit edilmistir (Bores ve ark., 1996).

Ote yandan giinesten gelen siddetli ultraviyole 1sinlara maruz kalma, Amerika
Birlesik Devletleri, Avusturalya, vs gibi iilkelerde melanoma sayisinda hizla artisa
sebep olmustur (Serraino ve ark., 1998; Linet, 2000). Diger yandan, cilt beyazlatma
rtinlerine artan ihtiyag, arastirmacilarin ilgisini melanin pigmentinin artigini
baskilamaya yonelik arastirmalara odaklamistir (Ito, 2003; Seo ve ark., 2003).

Melanositler tarafindan “melanogenezis” adi verilen kompleks bir siireg
sonucunda Tretilen bir pigment olan melanin, deride anormal sekilde birikince
hiperpigmentasyona neden olmakta ve dolayisiyla cilt iizerinde koyu renkli lekeler
meydana getirmektedir. Hiperpigmentasyon tedavisi icin haricen hidrokinonlarla
beyazlatma, retinoitler ile anti-enflamatuvar tedavi ve tirozinaz inhibitorlerinin
kullanim1 6nerilmektedir. Melanogenezis siirecinde rol alan baglica enzimlerden birisi
de tirozinaz (TYR, sin. polifenoloksidaz, PPO, EC 1.14.18.1) olup, diniikleer bakir
tagiyan bir enzimdir ve cilt, sag ve goz rengindeki pigmentasyondan sorumlu olup,
melanin biyosentez yolaginda hiz-sinirlayict ilk iki basamagi katalizlemektedir
(Slominski ve ark., 2005). Bu enzimin inhibisyonu ile hiperpigmentasyonun dnlenmesi
mumkin olabilmektedir ve kozmetik sektérinde TYR inhibitorleri ozellikle “cilt
beyazlatic1” (skin-whitening) triinlerin bilesiminde siklikla yer almaktadir (Gillbro ve
Olsson, 2011).

Gunumuzde kozmetik ve medikal endistrilerinde TYR inhibitorleri giderek
Onem kazanmaktadir. Multifonksiyonel bir enzim olan TYR, diger taraftan Parkinson
hastaliginda tirozin-TYR enzimatik yolagi aracilifiyla beynin dopamince zengin olan
substantia nigra bolgesinde bulunan néronlarin pigmentasyonundan da sorunludur. Bu
yolakta, 5-S-sisteinil-dopamin gibi katalizledigi oksidasyon reaksiyonu sonucu bazi
norotoksik metabolitlerin olusmasini sagladigr icin, Parkinson hastalarinda dopamin
toksisitesine yol acgabilmektedir (Mendes ve ark., 2014). Bu nedenle, yeni bir tedavi
yaklasimi olarak, Parkinson hastalarinda TYR inhibitorlerinin kullanilmasi da giindeme
gelmistir. Bunun yanisira, tirozinaz enzimi ilag sanayinde, melanoma tedavisinde,

fenolik bilesiklerin zehirli etkilerinin giderilmesinde, fenolik bilesiklerin, tarim ilag



kalintilarinin, patojenlerin ve genetigi degistirilmis organizma (GDO) tespiti icin
enzimatik sensorlerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica
bitkilerde, hayvanlarda ve diger organizmalarda melanin sentezindeki esmerlesme
reaksiyonlarinda gorev alirlar (Selinheimo, 2008; Franssen ve ark., 2013).

Diinyanin farkli bolgelerinde, geleneksel halk ilaglart Uzerindeki bilimsel
arastirmalar modern ilag arastirmalart i¢in 6nemli ve ciddi bir kaynak olusturmaktadir.
Ilag gelistirmenin, ¢cok uzun ve pahali bir siire¢ oldugu goz oniine alindig1 zaman ilk
asamada halk ilaglarinin degerlendirmeye alinmasi dogru bir yol olacaktir. Bu amagla,
halk ilaglarmin etkinlik ve giivenilirliklerinin bugiinkii bilimsel yoOntemlerle
kanitlanmasi gerekmektedir. Bu diisiinceden yola ¢ikilarak bu projede Haplophyllum
sahinii O.Tugay & D.Ulukus ve Haplaphyllum vulcanicum Boiss. & Heldr. tlrlerinin
ilk defa kolinesteraz ve tirozinaz inhibitor etkileri ¢alisilmistir. Proje sonucunda elde
edilen bulgular dogrultusunda c¢alisilan tiirlerin 6zellikle nérodejeneratif ve diger bazi
hastaliklarin tedavisindeki tibbi potansiyelini ortaya ¢ikarmak amaglanmaktadir.

Tez igerigindeki ‘Genel Bilgiler’ kismi; ilk olarak Rutaceae familyas: ile tez
materyalini olusturan bitki tiirlerinin ait oldugu Haplophyllum cinsinin ve Haplophyllum
sahinii ile H. vulcanicum turlerinin sistematikteki yeri ve botanik 6zellikleri hakkinda
bilgi verildigi ‘Botanik Bolim’ ile baslamaktadir. Botanik boliimii, Haplophyllum
tiirlerinin halk aras1 kullanimlarinin bahsedildigi ‘Haplophyllum Turlerinin Etnobotanik
Bulgular1’ ile tez materyalini olusturan tiirlerin genel olarak igerdigi bilesiklerin

bahsedildigi ‘Fitokimyasal Boliim’ izlemektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Rutaceae familyasinin i¢inde yer aldigi Sapindales ordosu diinya genelinde 9
familya 471 cins, yaklasik 6.700 tiir ile temsil edilmektedir. Rutaceae familyas1 3 alt
familya (Rutoideae, Aurantioideae, Cneoroideae) igerisinde, 154 cins ve yaklasik 2.100
tiirden olusmaktadir (Kubitzki ve ark., 2011).

Rutaceae familyas: kategorik olarak Ruteae tribusu, subtribus Rutinae ve
subtribus Dictamninae olarak ayrilmis olup, 9 cins icermektedir (Engler ve Prantl,
1898).

Rutaceae familyas: icerisinde en zengin tiir iceren cinslerden bir tanesi olan
Haplophyllum cinsi son yayinlanan tiirler ile 68’e ulasmistir (Townsend, 1986; Navarro
ve ark., 2004; Soltani ve Khosravi, 2005; Salvo ve ark., 2011).

AH’nin tanimlanan ¢ belirgin patolojisi, B-amiloit plaklar, noérofibriler
diigiimler ve kolinerjik noronlardir. Kolinerjik transmisyonun eksikligi, Alzheimer
hastalarinda kognitif, fonksiyonel ve bilissel semptomlarin ifadesinde Onemli rol
oynamaktadir. Bu yilizden tedavide amag reseptor agonistleri veya AChEI ile kolinerjik
sistemin fonksiyonlarini arttirmaktir. Bu yaklasimlar arasinda AChEI hastaligin
semptomlarin1 azaltmada ve kolinerjik eksikligi gidermede en etkili grup olarak
g0zukmektedir (Brufani ve ark., 1997).

Beyindeki kolinerjik sistemin bozulmasi ile bellek arasindaki iligkiye bakilarak,
AChEl AH’nin semptomatik tedavisinde su anda en etkili ilag grubu olarak
kullanilmaktadir. AChEI, merkezi sinir sisteminin 6énemli bir néromediyatori olan
asetilkolini hidroliz eden ve dolayisiyla miktarinin azalmasina neden olan AChE
enzimini inhibe ederek, hastanin hafiza bozukluklarinda anlamli bir gerileme
saglamaktadir (Giacobini, 1995).

AChE inhibitorlerinin etki mekanizmasi, ACh’nin hidrolizinin inhibisyonuna
dayanmaktadir. Ek olarak, AH’nin ilerlemesi tzerinde bir etkiye sahip olan AChE’in
non-katalitik rolleri; AP fibrilojenezis ve plak olusumu, tau fosforilasyonu ve serebral
sivi akisinin  kolinerjik modiilasyonunu igerir. Alzheimer hastalarinin beyninde
ekstraseliiler plaklarin birikimi ve olusumunda AChE’1in potansiyel iliskisi saptanmigtir
(Bartolini ve ark., 2003).

AChEI’den tedaviye ilk giren takrin, non-selektif olarak enzim inhibisyonu
yaparken, daha sonra tedaviye giren selektif etkili donapezil selektif etkisinin kolinerjik
yan etkileri azaltmasi agisindan daha etkili oldugu diistiniiliirken, artik bu hipotez kabul

edilmemektedir. Aksine, yapilan son ¢alismalar hem AChE’1 hem de biitirilkolinesterazi



(BChE) inhibe eden dual kolinesteraz inhibitorleri ve enzim inhibisyonu yaninda
néroprotektif etkilerinin de oldugu gosterilmistir (Wilkinson ve ark., 2002)

AChE’mn inhibitérleri AH disinda, Myastenia gravis ve glokom tedavisinde de
kullanilmaktadir. Myastenia gravis, noromiiskiiler iletimin diizensizliginden
kaynaklanan bir kas hastaligidir. Hastalik bitkinlikle karakterize olup nedenleri arasinda
ACh reseptOr proteinine karsi antikor olugmasi, buna bagli olarak da kas motor sinir
aksonunun, ¢izgili kas i¢cinde sonlanan ug¢ kisminda reseptor sayisinda azalma olusmasi
bulunmaktadir. Sonug olarak kas lifleri sinir impulslarina cevap veremez hale gelir ve
kaslar1 etkileyen bir bitkinlik gelisir. AChE inhibitorleri bu hastalikta semptomatik
tedavi saglamaktadir (Mehndiratta ve ark., 2008).

Glokom hastalifinda ise goz i¢i basinci artmaktadir. Artan goz i¢i basincini
diisiirmek i¢in dolayli parasempatomimetik etkili okiiler antikolinesterazlar
kullanilmaktadir (Estermann ve ark., 2006).

Bakir igeren bir enzim TYR, funguslarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunur,
molekdiler oksijeni kullanarak monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu, o-
difenollerin de o-kinonlara oksidasyonunu katalizler (Matsuura ve ark., 2006).

TYR gida endiistrisinde meyve ve sebzelerin ekonomik degerlerinin
korunmasinda anahtar bir enzimdir. Sebze ve meyvelerdeki enzimatik
kahverengilesmeden sorumludur. Istenmeyen renk ve lezzetler, kinon bilesenlerinin
proteinlerin amino ve siilfidril gruplariyla arasindaki geri doniistimsiiz olarak olusan
kahverengilesme reaksiyonlar1 sonucu olusur. Kinon-protein reaksiyonlar1 proteinlerin
sindirimini zorlastiran lizin ve sisteinin de iginde bulundugu esansiyel amino asitlerin
biyoyararlanimin1  diisiiren sonuglar dogurur. Bu baglamda, kuvvetli TYR
inhibitorlerine tarim ve beslenme alaninda ¢ok ihtiya¢ bulunmaktadir (Mayer, 1986).

Gidalarda, TYR’a baglh olarak dogal rengi disinda kararmalar olusabilir.
Gorilinlis ve lezzetinde bozulma olabilir ve meyve suyu, sarap gibi iceceklerde
bulanikliklar ve ¢okelmeler olusabilir. Bunun sebebi TYR aktivitesidir. Bu durumlar
gerek tiiketiciler, gerekse iireticiler tarafindan istenmemektedir. Tercih edilmeyen
tiriinler gida sektoriinde zarara sebep olmaktadir. Gida sektorii bu istenmeyen durumlari
ortadan kaldirmak i¢in TYR inhibitorlerini kullanmaktadir (Marshall ve ark., 2000).

Melanin cilt kanserine karst 6nemli bir koruyucu rol iistlense de, anormal
dizeyde melanin pigmentasyonu insanlarda 6nemli bir estetik problemdir. Ayrica, TYR

inhibitorleri melanin pigmentasyonuyla ilgili cilt bozukluklarini tedavi etmek igin klinik



olarak kullanilabilir, ayrica cilt beyazlatma etkileri nedeniyle de kozmetik igin
o6nemlidir (Maeda ve Fukuda, 1991).

Son zamanlarda, cilt beyazlatici kozmetikler o6zellikle Uzakdogu Asya ve
Ortadogu bolgesinde cok fazla talep goren lriinler arasinda yer almaktadir. Sentetik
kokenli TYR inhibitorleri arasinda en yaygin olani hidrokinon tiirevlerinden biri olan
1,4-dihidrokinon etkin bir melanosit olmakla beraber, sitotoksik bir ajandir. DNA ve
RNA sentezini etkileyerek geri doniisiimlii inhibisyona sebep olmaktadir. Fakat su anda
kullaninm1 pek cok iilkede yasaklanmistir. Bu O6rnege benzer sekilde, bir¢ok sentetik
inhibitdriin toksik etkileri bulunmakta ve bu sebeple, yeni TYR inhibitorleri kesfetme
arayis1 devam etmektedir. Dogal kaynaklardan elde edilen mikrofungus kaynakli bir
sekonder metabolit olan alfa-kojik asit ve bitkisel kokenli arbutin ile aloesin gibi bazi
TYR inhibitorleri de bulunmaktadir (Orhan ve Khan, 2014).

Cilt beyazlaticilar aktif bilesenlerine gore gruplandirildiginda; i. kimyasal
kokenli TYR inhibitorleri (hidrokinon vb. bilesikler), ii. dogal bilesikler (6zellikle bitki
ve alg kaynakli bilesikler), iii. antioksidan etkili bilesikler, iv. vitaminler (Vitamin A, B,
C ve E), v. peptitler ve vi. alfa- ve beta-hidroksi asitler ile turevleri olarak
siiflandirilabilmektedir (Kamakshi, 2012).

TYR haserelerle miicadele i¢in gelistirilen iirlinlerde de 6nemli bir rol oynar.
TYR haserelerde melanojenezde, yara iyilesmesinde ve parazitlerin enkapstlasyonunda
gorevlidir (Barrett, 1984).

TYR inhibitorlerindeki gelismeler zararli haserelere karsi kullanilabilecek
alternatif bir yol olacaktir. Tiim bu sebeplerden dolayr TYR inhibitorleri ilag ve
kozmetik iiriinlerinde pigmentasyon rahatsizliklarin1 6nlemede gittik¢e artan bir 6neme
sahiptir (Maeda ve Fukuda, 1991).

Dogal kaynaklardan elde edilen bilesiklerin miktar1 giin gectikce artmaktadir.
Bunlar deriyi ekzojen ve endojen zararli ajanlara karsi koruyabilir ve c¢esitli cilt
problemlerinin giderilmesine yardim ederler. Potansiyel kullanimlari igin besin
kalitesini arttirmada ve insanlarda pigmentasyon bozukluklarini engellemede bu
caligmalar onemli olup yeni TYR inhibitorlerinin arastirilmasi ile ilgili calismalar

devam etmektedir (Parvez ve ark., 2006).



3. GENEL BILGILER
3.1. Botanik Bilgiler
3.1.1. Rutaceae familyasi

Rutaceae [Cneoraceae dahil]-Turuncggiller familyas:1 (Latince sedefotu igin
kullanilir). 158-161 cins/1800-1900 tir.

Rutaceae familyasi, agag, calilar, sarilicilar ve otsu bitkilerden olusur. Bazi
taksonlarin govdeleri dikenlidir. Yapraklar basit, trifoliat veya pinnat, bazen pinnatifit,
stipulsuz, genellikle pellusit veya benekli glandlidir. Cigeklenme durumu simoz,
rasemOz, nadiren tek ¢igeklidir. Cigekler genellikle iki eseyli ve aktinomorf; hipogin,
nadiren epigindir. Kaliks aposepal veya 4-5 [2-3] sepalli sinsepaldir. Korona apopetal
veya 4-5 [0,2-3] parcali simpetal, imbrikat veya valvat petal veya lobludur. Stamenler,
8-10 ya da o« sayida, genellikle diplostemon, 2 [1-4] halkada, bazi taksonlarda
staminodlu; filamentler genellikle tabanda birlesiktir. Anterler boyuna agilir. Ginekeum
sinkarp, nadiren apokarp; tst durumlu ovaryumlu, 4-5. [ 1- o] karpelli ve 4-5 [1-o0]
gozludur. Plasentalanma aksillar; oviller anatrop veya hemitrop, bitegmik, her karpel
icin 2 [1-o] sayidadir. Nektaryumlar, genellikle ovaryumun tabaninda dairesel bir
seklindedir. Meyve sizokarp, Uziimsli, drupa veya hesperidyumdur (hesperidyum
icerisinde su kesesi olarak adlandirilan siskin tiiyler var). Yapraklar ve perikarp (meyve
kabugu) dahil ¢ogu dokularda ugucu yaglar iceren salgi boslukludur.

Rutaceae familyasi tiyeleri 6zellikle tropikal bolgelerde genis yayilisa sahiptir.
Citrus tiirleri arasinda ¢ok Onemli meyveler (portakal, greyfurt, limon vb.), Ruta
graveolens gibi kereste agaglari, tibbi bitkiler ve ¢ok sayida siis bitkisi olarak yetistirilen
tiirler familyanin ekonomik Onemini olusturur. Familyanin filogenetik analizi igin
Groppo ve ark. (2012) ve Bayer ve ark. (2009)'na bakiniz. Onceki arastirmacilar
familyanin Spathelioideae ve genis Rutoideae alt familyalar1 halinde yeniden olas1 bir
siiflandirma onerisi sunmuslardir (Bayer ve ark., 2009; Groppo ve ark., 2012).

Rutaceae familyasi, tipik olarak halkasal bir nektar salan diskli, aktinomorf,
hipogin, 4-5 parca cigeklere; sizokarp, tliziimsii, hesperidiyum veya drupa seklinde
meyveye; perikarp ve yapraklarda pellusit benekli glandlar seklinde gorinen, birgok
dokuda ortaya ¢ikan, ugucu yaglar igeren salgi bezlerine sahip basit-bilesik yaprakli ve
genellikle iki eseyli agaglar, ¢alilar, sarilicilar ve otsu bitkiler olmalariyla ayirt edilirler

(Simpson, 2012).



3.1.2. Haplophyllum A.Juss. cinsinin genel dzellikleri

Haplophyllum A.Juss., Me"m. Mus. Paris 12: 464 (1825)

Cok yillik kokulu, bazen tabanda odunsu ve yar1 ¢alimsi, vejetatif kisimlar diiz
veya tiimsek glandli; govde silindirik, tek ya da genellikle tabanda ¢ok sayida dalli,
cicek durumu alti dalli veya degil, tabanda verimsiz siirgiinlii ya da siirgiinsiiz.
Yapraklar basit, bazen 3 parcali, nadiren iki parcali, kenarlar1 tam, sapli ya da sapsiz,
stipulsuz, Ust yapraklar verimsiz strginli. Cigeklenme durumu dalli, simoz ve siklikla
korimboz, gevsek ya da siki, birka¢ ya da ¢ok ¢icekli, brakteli, brakteler az ya da gok
sayida. Sepaller 5, serbest ya da asagi yukari tabanda birlesmis, sekilleri linear ya da
genisce deltoit-ovat, belirgin ya da belli belirsiz punktat glandli, tiiysiiz, asag1 yukari
piloz tlylu. Petal 5, genisce kordat-ovat ya da eliptik-oblong, tam, krem-beyaz ya da
parlak sar1, bazen nadirde olsa merkezleri yesilimsi ya da kirmizi karisimli, konkav, sirt
kism1 belirgin omurgali, tliysiiz ya da piloz tiylli, glandular noktali. Stamen 10,
filamentler petallerden daha kisa, tabandan uca daralir ve genellikle taban kisminda
aniden genislemis, esit veya icteki 5 filament (antisepalous), biitiin filamentler tiiylii ve
glandular, nadiren glabroz, serbest ya da monadelf; anterler eliptik-oblong, boyuna
acilir. Ginekum kisa, ginofor kalin, etli disk seklinde; ovaryum 3-5 lokuluslu, her
lokulus (1-)2-4(-9) ovullu, plasentasyon aksil, lokuller diiz veya konveks glandular,
siklikla apikal tiiberkiillii ya da apendajli; stilus hemen hemen ginobasik, tiiysiiz ya da
piloz; stigma globoz veya hemisferikal, agik¢a 5-loblu. Kapsul subgloboz ya da
uzunlugundan daha genis, 3-5 lokulus, olgunlukta acilir, nadiren agilmaz, segmentler
punktant ya da tuberkulat glandular, biliylik apikal apendajlarin tiiberkiilleri ve
boynuzumsu apendajlar kalic1 veya degil, tiiysiiz ya da piloz tliylii; tohumlar bobreksi,
tohumlar tizerindeki ¢izgiler gogunlukla enine, boyuna, kahverengi-gri ve siyah renkli
(Townsend, 1986).

Haplophyllum cinsinin Uluslararas1 Botanik Adlandirma Koduna (2001) gore
bitkiler alemindeki yeri asagidaki gibidir;

Alem (Regnum) Vegetabile (Bitkiler alemi)

Boélum (Divisio) Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)
Siif (Classis) Dicotyledoneae (Cift Cenekliler)
Takim (Ordo) Sapindales
Aile (Familia) Rutaceae

Cins (Genus) Haplophyllum



3.1.2.1. Haplophyllum sahinii Tugay& Ulukus

Tip:—TURKIYE. C4 Konya; Cumra, Apasaraycik-Apa Koyii aras;, 1090 m,
37°22. N, 32°28. E, 18 Haziran 2014, O.Tugay 9266 & D.Ulukus, KNYA Herb. No:
26.908 (Holotype: KNYA).

Bitki ¢ok yillik, 8-18 cm, tabandan dallanmis, ¢ok sayida dik govdeli ve
verimsiz siirgiinler var ya da yok; govde basit, agik sarimsi yesil renkli, ¢ok kisa stipit
glandli tiiylii ve ara ara patent-fleksuoz beyaz tiiylii, cok sayida sarims1 punktat glandli.
Yapraklar yogun, bazen gévde ortalarinda birbirini 6rten, bazen lanseolat ya da eliptik
lanseolat, 6-9 x 3-4 mm (gévde orta yapraklar), akut uglu, taban yapraklar1 daha kiigtik
ve birbirini Orten, govde de birbirine benzeyen karisik tiiyll, ¢ok sayida kiiciik koyu
renkli punktat glandli, brakteler 4-5 x 1-1.5 mm. Cigeklenme durumu bazen yogun,
korimboz, ¢icek sayisi 1-4 (-5) cm gapinda, karigik tiiyle kapli, ¢ok sayida punktat
glandli; brakte, lincar ya da linear-lanseolat. Sepaller deltoit-ovat, serbest, akut ya da
akuminat, yesil, 2-2.5 x 1-1.5 mm, 6zellikle kenar boyunca uzun beyaz tiiylii, yalnizca
1s1ikta goriilen birkag kiigiik glandli. Petaller 6-8 x 3.5-4 mm, agik sar1, obovat, klavat,
klavl-1.5 mm, tiysiiz, ¢ok glandli fakat kiigiik, klav 1-1.5 mm. Filamentler alt
yarisinda genislemis, tabandan uca daralir, serbest, 2.5-3 mm, 2/3’line kadar uzun beyaz
tiiylli, kiigiik az sayida glandli; anterler krem, oblong, 1.25-1.75 mm. Ovaryum 5
segmentli, uzun beyaz tiiylii, konveks glandli, her bir segmentin dis kismindan ¢ikan
konik u¢ apendajli, lokuller; 2 ovilli; stilus ince tuysuz, 1.5-2 mm. Kapsul olgunlukta
acilir, 2.5-3 X 4-5 mm, yogun beyaz villoz, belirgin dik akut u¢ apendajli; tohumlar
siyah, bobrek seklinde, 1.25-1.75 x 1-1.15 mm, genisce boyuna aralikli ve anastomoz
(Sekil 3.1).

Lokalite Kayitlari: C4 Konya: Cumra, Apasaraycik-Apa Koyii arasi, 1080 m,
14 Haziran 2002, O.Tugay 2658 (KNYA); Cumra, Apasaraycik-Apa Koyt arasi, 1090
m, 28 Haziran 2013, O.Tugay 14.115 & E.Karahisar (KNYA Herb. No: 28.388) (Sekil
3.2).

Ciceklenme zamam: Haziran

Olgun meyve: Temmuz - Agustos

Yetisme ortam: Kayalik alanlar

Yetisme yiiksekligi: 1080-1100 m

Endemizm durumu ve yayilisi: Konya ili endemigi.

Tehlike kategorisi: EN

Fitocografik bolge: iran-Turan elementi (Tugay ve Ulukus, 2017).
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Sekil 3.2. Haplophyllum sahinii taksonunun Tirkiye’deki yayilist




11

3.1.2.2. Haplophyllum vulcanicum Boiss. & Heldr.

Tip: In monte Karadagh-Lycaoniae June 1845, Heldreich 922 (ED, K, P, W,
isotip).

Bitki ¢ok yillik, 8-25 cm, tabandan dallanmis, ¢ok sayida dik govdeli, verimsiz
stirglinler var ya da yok; govde ¢icek durumu altinda dallanma yok, soluk sarimsi yesil
renkli, kisa sapli glandli tiylii ve uzun dik egik tiiylli, ¢ok sayida sarimsi punktat
glandli. Yapraklar yogun, lanseolat ya da ovat-lanseolat, 9-14 x 6-9 mm (gbvde orta
yapraklar), akut ug¢lu, sapli glandli ve dik-egik tiiylii, ¢ok sayida kii¢iik koyu renkli
punktat glandli, brakteler 6—8 x 2—3 mm. Ci¢eklenme durumu siki, ¢igek sayisi 5-25,
1.5-6.5 cm ¢apinda, uzun dik-egik tiiylii, cok sayida punktat glandli; brakte, lanseolat ya
da yapraksi. Sepaller deltoit-ovat ya da lanseolat 1-3 x 0.75-1.5 mm, serbest ya da
tabanda birlesik, akuttan kiit ucluya beyaz uzun tiyli, kii¢iik glandli, kenarlar diiz
meyvede kalici. Petaller 8-11 x 4-5 mm, krem-beyaz, oblong-ovat, belirgin omurgali
degil, tliysiiz, ¢cok sayida kiigiik glandli, beyaz, kurudugunda sirt kisminda koyu c¢izgili
degil, klav 2-2.5 mm. Filamentler dar, alt yarisinda genislemis, tabandan uca darilir,
serbest, 4.5-5.5 mm, 2/3’line kadar beyaz tiiylii, kiigiik az sayida glandli; anterler
oblong, 1.5 2 mm. Ovaryum 5 segmentli, yogun beyaz yiinsii tiiylli, konveks glandl,
her bir segmentin tabanindan ¢ikan linear u¢ apendajli, lokuller 2 ovulll; stilus ince
tlysiz, 2.5 mm. Kapsul olgunlukta agilir, 3.5-4 X 6-7 mm, tiiylii, cubuk seklinde ince
silindirik glandli, i¢e dogru kivrik akut u¢ apendajli; tohumlar siyah kahverengi, bobrek
seklinde, 2-2.25 x 1-1.5 mm, enine ¢izgili, tohum iizerindeki oluklar ¢izgilerden genis
(Townsend, 1967; Tugay ve Ulukus, 2017) (Sekil 3.3).

Lokalite Kayitlari: B5 Nigde: Aksaray, Ihlara, kayalik yerler, Thymus stepi,
1220 m, 17.05.1989, M.Vural 4577 (GAZI); C4 Konya: Karapinar erozyon sahasi
bolgesi, 1000-1100 m, 13.06.1990, Z.Ayta¢ 3119 (GAZI!); Karapmar, step, 980 m,
21.07.2012, D.Ulukus 1491 & O.Tugay (KNYA); Karapinar Erozyon Sahasi, kumlu
step, 1020 m, 22.07.2012, O.Tugay 7.741 & D.Ulukus (KNYA); Karadag, 06 1845,
Heldreich 922 (isotip, K, G); Karaman: Karadag, kumlu step, 1200 m, 15.06.2014,
O.Tugay 9.614 & D.Ulukus (KNYA),; Karaman: Karadag, kumlu step, 1200 m,
28.06.2014, O.Tugay 14.366 & E.Karahisar (KNYA Herb. No: 28.389). C5 Konya:
Eregli, 1350 m, Siehe 92 (K); Eregli, 1300 m, 20.06.1998, Siehe 135 (K) (Sekil 3.4).
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Ciceklenme zamani: Mayis-Haziran

Olgun meyve: Temmuz

Yetisme ortami: Step, taslik alanlar, kiregli topraklar

Yetisme yiiksekligi: 980-1380 m

Endemizm durumu ve yayilisi: Endemik. Tiirkiye’de I¢ Anadolu Bolgesi’nde
yayilis gdstermektedir.

Tehlike kategorisi: VU (Ekim ve ark., 2000); VU (IUCN, 2001; Nature ve ark.,
2001; IUCN, 2014).

Fitocografik bélge: iran-Turan elementi (Davis, 1970)
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Sekil 3.3. Haplophyllum vulcanicum genel gériinim (Foto: Dr. Osman Tugay)
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Sekil 3.4. Haplophyllum vulcanicum taksonunun Tiirkiye’deki yayilist
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3.2. Haplophyllum Turlerinin Etnobotanik Bulgulari

Sudan’da tiim hastaliklarin bitkisi olarak adlandirilan Haplophyllum (Raissi ve
ark., 2016)’un Tiirkiye’de 18 taksonunun bulundugu (Tugay ve Ulukus, 2017),
ulkemizde halk arasinda bilinen bir kullaniliglari olmamasina karsin, bu cinsin bazi
tiirlerinin Sudan ve diger Afrika iilkeleri ile Mogolistan’da halk hekimliginde antipiretik
olarak ve tiimor tedavisinde kullanildiklar1 (Bessonova ve ark., 1984), ayrica inflizyon
ve dekoksiyonu halinde de antispazmodik ve karminatif amaclarla yararlanildig: ilgili
bazi kaynaklarda belirtilmistir (Al-Shamma ve ark., 1979; Mohamed ve ark., 1996).

Haplophyllum tuberculatum tirleri Iran-Turan kokenlidir ve su anda Dogu
Anadolu, Gobi ¢6lii, Sina Yarimadasi, Tien Shan, Altay dag araliklari, Liibnan, Urdiin,
Israil, Filistin, Suriye, Iran, Kuzey Irak, Afganistan, Pakistan, Hindistan ve Orta
Asya’da mevcuttur (Salvo ve ark., 2011). Yerel ad: ‘tafar’dir; Bununla birlikte, Muscat,
El-Shargiya ve diger illerde “senan” olarak bilinir (Ghazanfar ve Al-Al-Sabahi, 1993).
Bu bitkinin Arapg¢a’da ortak isimleri ‘sazab, zeita, kheisa ve mesaika’dir.

Haplophyllum tuberculatum’un toprak {istii organlari ates diisiiriicii, gaz giderici
ve dekojenstan olarak geleneksel tedavide kullanilir. Yapraklar ve govdeler harici
olarak kulak ve goz problemlerinin tedavisinde uygulanir. Bécek ve sinek 1siriklarindan
korunmak i¢in govdenin Ozl deriye sirilir. Ayrica alerjik rinit tedavisinde,
antispazmodik ve antiflatulent olarak kullanilir (Ghazanfar ve Al-Al-Sabahi, 1993).
Umman'da ates, mide sancilari, bagirsak solucanlari, sitma ve kiriklara kars1 geleneksel
olarak kullanilir (Unver ve ark., 2012).

H. tuberculatum bazi jinekolojik tedavilerde, sitmada ve romatoit artrite karsi
kullanilir (Al-Yahya ve ark., 1992).

Haplophyllum villosum kullanimi Suudi Arabistan'da romatoit artrit, sitma ve
kadin hastaliklarini iyilestirdigi rapor edilmistir (Al-Yahya ve ark., 1992).

Haplophyllum tuberculatum vyerel olarak dogumda spazmolitik olarak ve
bagirsak solucanlarini tedavi etmek i¢in kullanilir (Ali ve Mohamed, 1992).

Arazi ¢alismast sirasinda yore halkiyla roportaj yaparak, c¢icek agma
asamasindaki Haplophyllum telephioides’in toprak {iistii kistmlarinin, Sivas ilinin bazi
bolgelerindeki influenzaya karst mikrop oldiiriicii olarak kullanildigimi kaydedilmistir
(Tekin ve Eruygur, 2016).
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Haplophyllum tuberculatum bas agrisi, artrit, cilt rengi bozukluklarinda,
suyunun sigil kaldirilmasinda, paraziter hastaliklar ve diger enfeksiyonlar da geleneksel
tedavi olarak kullanilir (Al-Burtamani ve ark., 2005). Ayrica sinir sistemi, ates ve
kisirlik tedavisinde kullanilir (Said ve ark., 2002).

Haplophyllum tiirleri Sudan ve diger Afrika iilkeleri ile Mogolistan’da halk
hekimliginde deri hastaliklarinda, sigil ve ucuklarda, mide ve dis agrilarinda
kullanilmaktadir (Bessonova ve ark., 1989). Ayrica baz tiirler testis kanseri tedavisinde

kullanilmaktadir (Sompheary ve ark., 2008).
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3.3. Haplophyllum sahinii ve H. vulcanicum Tiirleri Uzerinde yapilan Fitokimyasal

Calismalar

Tez hazirlik asamasinda yapilan literatiir taramalarinda tez konusunu olusturan
Haplophyllum cinsi ile ilgili bugune kadar lkemizde ve diinyada pek ¢ok fitokimyasal
caligmalar ve bazi aktivite caligmalar1 yapildig:r goriilmiistiir. Tez materyallerinden biri
olan Haplophyllum sahinii tlrl tizerinde yapilmis bir tane yeni tiir olarak yayinlandigi
botanik ¢aligma olup, fitokimyasal ¢aligma ise hi¢ yapilmamustir.

Haplophyllum vulcanicum tiirtinden Gozler ve arkadaslar tarafindan vulkanin
adl1 bir B-karbolin alkaloiti izole edilmistir (Gozler ve ark., 1996b).

Haplophyllum vulcanicum tiirtinden Goézler ve arkadaslar1 tarafindan 6 adet
lignan yapisinda bilesikler olan (-) -haplomirfolol, (-) -haplomirfolin, (-) -kusunokinin,
(-) -siringarezinol, difillin ve (-) -tuberkulatin, 5 adet furokinolin alkaloiti, diktamnin, -

fagarine, haplopin, robustin ve skimmianin ile 2 kumarin tlrevi; skopoletin ve

umbelliferon izole edilmistir (Gozler ve ark., 1996a).
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4, MATERYAL VE YONTEM
4.1. Materyal

Laboratuvar ¢alismalarinda bitkisel materyal olarak kullanilan Haplophyllum
sahinii ve H. vulcanicum tilrlerine ait 6rnekler danisman hocam Prof. Dr. Osman
TUGAY ile beraber Konya’nin farkli bolgelerinden toplanmig ve teshis edilmistir.

Teshis edilen tiirler Selguk Universitesi KNYA Herbaryumunda muhafaza edilmektedir.

4.2. YOntem
4.2.1. Ekstrelerin hazirlanmasi

Tez materyallerini olusturan Haplophyllum sahinii ve H. vulcanicum tarlerinin
kok ve toprak tstii kisimlar1 ayr1 ayr1 gélgede kurutulmus ve materyaller toz edilmistir.
Daha sonra toz edilen 6rnekler (20 g — 60 g) Uzerine etanol (250 ml) eklenerek bitki
ornekleri iki giin boyunca oda sicakliginda maserasyona birakilmistir. Siire sonunda
filtre kagidindan siiziilen organik c¢oziiciiler, algak basing altinda 45°C su banyosu
kullanilarak evaporatérde kuruluga kadar yogunlastirilmistir. Elde edilen ekstrelerin
verimleri (a/a) hesaplanmis ve daha sonra aktivite deneylerinde kullanilmak {izere

+4°C’de saklanmigtir. Tiirlere ait % ekstre verimleri (a/a) Cizelge 5.2.*de verilmektedir.

4.2.2. Haplophyllum sahinii ve H. vulcanicum tirlerinde kolinesteraz ve tirozinaz

inhibisyonu tayini

4.2.2.1. Asetilkolinesteraz (AChE) enzim inhibisyonu

AChE inhibitor aktivite Ellman ve ark. tarafindan gelistirilen, modifiye edilmis
spektrofotometrik Ellman yontemi kullanilarak oOl¢tilmistir (Ellman ve ark., 1961).
Enzim kaynagi olarak elektrikli yilan baligi AChE’1 (Sigma, EC 3.1.1.7) kullanilirken,
substrat olarak asetiltiyokolin iyodir (Sigma, ABD), 5,5’-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik)
asit (DTNB, Sigma, ABD) ise renklendirici madde olarak kullanilmstir.

Hazirlanan numuneler tartilarak etanolde (% 75) c¢oziilmiis ve Orneklerden
hareketle final konsantrasyonlar1 200 pg/mL olacak sekilde diliisyonlar hazirlanmistir.

Deney protokoline gore; 96 kuyucuklu mikroplaktaki butin kuyucuklara ilk
once 140 pL 0,1 M fosfat tamponu c¢ok kanalli mikropipet (Eppendorff) ile

konulmustur. Daha sonra 96 kuyucuklu mikroplagin ilk 4 ve son 8 kuyucugu kontrol
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olarak ayrilmistir. Bu ayrilan kuyucuklara kontrol olarak kullanilan 20 pl etanol yine
mikropipet (Eppendorff) yardimiyla eklenmistir. Hazirlanmis olan 6rneklerden 20’ser
ul, her 6rnek 4 paralel olacak sekilde geriye kalan kuyucuklara ilave edilmistir. AChE
enzim ¢ozeltisinden 20 pL batun kuyucuklara eklendikten sonra mikroplaklar 10 dakika
25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda mikroplaktaki tim kuyucuklara 10 pL
DTNB ¢ozeltisi, hemen arkasindan 10 pL 0,4 mM substrat ¢ozeltisinden (asetiltiyokolin
iyodiir) eklenmistir. Mikroplaklar 412 nm dalga boyunda 96 kuyucuklu ELISA
mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okutulmustur.
Orneklerin % AChE inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gére hesaplanmustir. Her
ormek 4 paralel calisilmis ve sonuclar 4 deneyden elde edilen % inhibisyonlarin
ortalamasi =+ standart sapma olarak verilmistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100 ]

A= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

Az= Kontrol ¢dzeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Sonuglar Softmax PRO 4.3.2.L.S bilgisayar programi ile degerlendirilmistir.
4.2.2.2. Butirilkolinesteraz (BChE) enzim inhibisyonu

BChE inhibitor aktivite 6lcimunde AChE enzim inhibisyonu o6lgiminde
(4.2.2.1) verilen yontemin aynist uygulanmistir (Ellman ve ark., 1961). Enzim kaynagi
olarak at serum biitirilkolinesteraz1 (Sigma, EC 3.1.1.8) kullanilirken, substrat olarak
batiriltiyokolinklortr (Sigma, ABD), renklendirici olarak ise DTNB (Sigma, ABD)
kullanilmistir.

Uygulanan deney yontemi AChE enzim inhibisyonu yontemi ile ayni olup, tek
fark burada enzim olarak BChE, substrat olarakta biitiriltiyokolinkloriir kullanilmig
olmasidir. Orneklerin % BChE inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gore
hesaplanmistir. Her 6rnek 4 paralel olarak ¢alisilmis ve sonuglar 4 deneyden elde edilen
% inhibisyonlarin ortalamasi + standart sapma olarak verilmistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100 ]

A1= Ornek ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki absorbansi

A= Kontrol ¢ozeltilerinin 412 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
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4.2.2.3. Tirozinaz (TYR) enzim inhibisyonu

TYR enzim inhibisyonu Masamato ve digerleri tarafindan gelistirilen L-
DOPA’nin (Sigma, ABD) substrat olarak kullanildig1 spektrofotometrik bir yontemle
tayin edilmistir (Masamoto ve Kubo, 1980; Lee ve ark., 2009). Substratin enzim ile
reaksiyonu sonucu olusan dopakromun absorbansinin 492 nm dalga boyunda 6lgiilmesi
yontemin esasini olusturmaktadir. Yonteme gore, 96 kuyucuklu mikroplaga 10 uL
ornek cozeltisi veya DMSO eklenmistir. Ardindan 80 uL 67 mM fosfat tamponu (pH
6,8) ve 30 pL 5 mM L-DOPA ilave edilmistir. 37 °C’de 10 dk inkiibasyonun ardindan
30 pL mantar kaynakl tirozinaz (Sigma, EC 1.14.18.1) enzim soliisyonu eklenmistir. 20
dk daha inkibasyondan sonra 492 nm’de absorbans ELISA mikroplak okuyucuda
(Versamax tunable microplate reader, ABD) olgiilmiistiir. Referans olarak alfa-kojik
asit, kontrol olarak ise dimetilsilfoksit (DMSO) kullanilmistir. Orneklerin % TYR
inhibisyonlar1 agagida verilen formiile gore hesaplanmistir. Her 6rnek 4 paralel olarak
calisilmis ve sonuglar 4 deneyden elde edilen % inhibisyonlarin ortalamasi + standart
sapma olarak verilmistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/A2) x 100 ]

Al1= Ornek ¢ozeltilerinin 492 nm dalga boyundaki absorbansi

A2= Kontrol ¢ozeltilerinin 492 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
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5. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
5.1. Ekstre Verimine Ait Sonuclar
Haplophyllum sahinii ve H. vulcanicum o6rneklerinden hareketle hazirlanan

etanollu ekstrelerin % verimleri (a/a) Cizelge 5.1. de verilmektedir.

Cizelge 5.1.:H. sahinii ve H. vulcanicum érneklerinden elde edilen ekstrelerin % verimleri (a/a)

Ekstreler % Verim (a/a)
Haplophyllum sahinii gg\ljde 47'534
O.Tugay -14.115 & E.Karahisar Cicek 95
. Kok 3,73
Haplophyllum vulcanicum Govde 726
0. Tugay -14.366 & E. Karahisar Cicek 776

5.2. H. sahinii ve H. vulcanicum Ekstrelerinin Kolinesteraz Enzim Inhibisyonu

Tayinine Ait Sonuclar

5.2.1. AChE enzim inhibisyonuna ait sonuglar
Tez materyallerini olusturan H. sahinii ve H. vulcanicum orneklerinden elde
edilen etanolli ekstrenin 200 pg/mL final konsantrasyonda AChE inhibisyonuna ait

bulgular Cizelge 5.2. de verilmektedir.

Cizelge 5.2.:H. sahinii ve H. vulcanicum dérneklerinden elde edilen ekstrelerin AChE inhibitor etkileri
(% Inhibisyon+S.S*)

AChE Enzim Inhibisyonu
Ekstreler (% Inhibisyon + S.S.%)
2000 pg/mL**

Haplophyllum sahinii Kok 34,85+ 0,58
. Govde 17,90 + 3,84

0.Tugay -14.115 & E.Karah ’ ’
i aranisar Cicek 16,63 + 3,29
Haplophyllum vulcanicum Kok 20,71 5,50
. Govde 36,05 + 3,96

0.Tugay -14.366 & E.Karah ! !
i aranisar Cicek 18,68 + 4,45
Referans Galantamin 92,14 £ 2,49

*Standart sapma, ** Stok konsantrayon
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5.2.2. Butirilkolinesteraz enzim inhibisyonuna ait sonuclar
Tez materyallerini olusturan H. sahinii ve H. vulcanicum 6rneklerinden elde
edilen etanolli ekstrenin 200 pg/mL final konsantrasyonda BChE inhibisyonuna ait

bulgular Cizelge 5.3. de verilmektedir.

Cizelge 5.3.: H. sahinii ve H. vulcanicum 6rneklerinden elde edilen ekstrelerin BChE inhibitor etkileri
(% Inhibisyon=S.S*)

BChE Enzim Inhibisyonu

Ekstreler (%Inhibisyon = S.S.)
2000 pg/mL**
Haplophyllum sahinii Kok 2301 +2,68
. Govde 73,02 £ 0,85
0O.Tugay -14.115 & E.Karahisar Qigek 75544 038
Haplophyllum vulcanicum ok 21,05 +5,76
! Govde 79,05 +4,34
0.Tugay -14.366 & E.Karah ’ ’
i s MCigek 69,71 + 3,50
Referans Galantamin 81,93+ 2,52

*Standart sapma, ** Stok konsantrayon

5.2.3. TYR enzim inhibisyonuna ait sonuglar
Tez materyallerini olusturan H. sahinii ve H. vulcanicum orneklerinden elde
edilen ekstrenin DMSQO’da ¢oziilmesiyle elde edilen soliisyonlarin 133,33 pg/mL final

konsantrasyonda tirozinaz inhibisyonuna ait bulgular Cizelge 5.4.”de verilmektedir.

Cizelge 5.4.: H. sahinii ve H. vulcanicum 6rneklerinden elde edilen ekstrelerin TYR inhibitor etkileri

(% Inhibisyon + S.S%)
TYR Enzim Inhibisyonu
Ekstreler (%Inhibisyon * S.S.)
2000 pg/mL**
Haplophyllum sahinii Kok 3,60 £ 1,27
: Govde 30,68 + 1,19
O.Tugay -14.115 & E.Karahisar Cicek 3441+ 083
Haplophyllum vulcanicum Kok 188+0,76
: Govde 6,87 + 1,76
0O.Tugay -14.366 & E.Karahisar Cicek 2510+ 162
Referans a-Kojik asit 89,71+ 0,54

*Standart sapma, ** Stok konsantrayon
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Yapilan literatiir taramalarinda H. sahinii ve H. vulcanicum turleri igin herhangi
bir AChE/BChE ve TYR enzim inhibisyon c¢alismas1 yapilmadig goriilmiistiir. Ik kez
tarafimizca tiirlere ait AChE/BChE ve TYR enzim inhibisyon ¢alismas1 yapilmistir.

Rutaceae familyasina ait diger tiirler {izerinde yapilan AChE inhibisyon aktivite
calismalari incelendiginde, Ruta graveolens bitkisinden hazirlanan metanol ekstresinin
100 mg/mL konsantrasyonda AChEI aktivitesi % 39 olarak bulunmustur (Adsersen ve
ark., 2006). Elde ettigimiz bulgular ile kiyaslandiginda, H. vulcanicum kdkinden
hazirlanan etanol ekstresinin 2 mg/mL konsantrasyonda AChE enzimi (izerine % 50.71
inhibisyon ile daha yuksek aktivite gosterdigi bulunmustur.

Ruta chalepensis ve R. montana turlerinin yaprak ve gévde ekstresinden elde
edilen etanol ve dekoksiyon ekstrelerinin AChE inhibisyon etkisine bakildiginda R.
chalepensis’in yaprak etanol ekstresinin govde etanol, yaprak ve gévde dekoksiyonuna
gore daha etkili oldugu ICso degerinin 12 +1.1 olarak tespit edilmistir. R. montana’nin
govde etanol ekstresi yaprak etanol, yaprak ve govde dekoksiyonuna gore daha etkili
oldugu ICsg degerinin 52 + 0.4 olarak tespit edilmistir (Khadhri ve ark., 2017).
Calismamiz neticesinde elde ettigimiz sonuclarla karsilastirildiginda bu iki Ruta
tiiriinden elde edilen ekstrelerin daha etkili oldugu goriilmistiir.

Ruta graveolens tiiriinden hazirlanan metanol ve su ekstrelerinin 400 mg/mL
konsantrasyonda BChE inhibisyon etkisi sirasiyla % 29 ve % 32.2, AChE inhibisyon
etkisi sirasiyla % 73.8 ve % 80°dir (Tali¢ ve ark., 2014). Deneylerimizin sonucu
karsilagtirildiginda tez materyallerimizin R. graveolens tlriinden elde edilen
ekstrelerden daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Citrus hassaku kabugundan elde edilen etanol ekstresinin TYR inhibisyon ICso
degeri 4.7 mg/ml olarak tespit edilmistir (Itoh ve ark., 2009). Bizim elde ettigimiz
sonuglarla karsilastirildiginda, Citrus hassaku kabugunun etanol ekstresi 2mg/mL
konsantrasyonunda % 24 inhibisyon gosterirken, H. sahinii cicek ve govde ekstresi
sirastyla % 30,68 ve % 34,41 TYR inhibisyon géstermistir, H. vulcanicum’a ait gigek
ekstresi ise % 25,19 olarak bulunmustur. Sonuglarimiz bu ¢alisma ile kiyaslandiginda,
Haplophyllum ekstresinin dzellikle gicek ekstresinin iyi bir TYR inhibisyon aktivitesine

sahip oldugu goriilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bitkiler icerdikleri biyoaktif bilesikler sebebiyle ila¢ adayr molekiillerin
bulunmasinda onemli bir hedef olarak goriilmekte ve diinyada bu konuda yogun
aragtirmalar yapilmaktadir.

Mevcut ¢alismada Haplophyllum sahinii ve H. vulcanicum tlrlerinin ¢igek,
govde ve koklerinden elde edilen etanol ekstrelerinin AChE/BChE ve TYR inhibisyon
aktivitesi ELISA mikroplak okuyucu kullanilarak incelenmistir. Elde edilen sonuclar
degerlendirildiginde AChE inhibitor aktivitesi Haplophyllum vulcanicum’un, H. sahinii
tlrine gore daha etkili oldugu gozlenmistirr BChE ve TYR inhibitor aktivite
deneylerinde ise H. sahinii’nin, H. vulcanicum tlriine gore daha aktif oldugu tespit
edilmistir.

Haplophyllum sahinii tirinin cicek, gévde ve kokleri elde edilen ekstrelerin
enzim inhibisyon aktiviteleri karsilastirildiginda AChE inhibisyon degeri kok
ekstresinde (%34,85 + 0,58); BChE (%7554 + 0,38) ve TYR (%34,41 £+ 0,83)
inhibisyon degerleri ise ¢igek ekstresinde en yiiksek bulunmustur.

Haplophyllum vulcanicum turiniun cicek, govde ve kokleri elde edilen
ekstrelerin enzim inhibitor aktiviteleri karsilastirildiginda AChE inhibisyon degeri kdk
ekstresinde (% 50,71 + 5,50); BChE inhibitor degeri gévde ekstresinde (% 79,05 *
4,34) ve TYR inhibisyon degeri ¢icek ekstresinde (% 25,19 = 1,62) ise en yiksek
bulunmustur.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda, Tiirkiye’de yetisen ve lizerinde herhangi bir
fitokimyasal ve biyoaktivite yéniunden galisma yapilmamis Haplophyllum sahinii ve
daha Once biyoaktivite ¢alismasi yapilmamis H. vulcanicum tiirlerinden hazirlanan
ekstrelerin AChE, BChE ve TYR enzim inhibitor aktiviteleri ortaya ¢ikarilmistir.
Bitkilerin AChE, BChE ve TYR enzim inhibisyonu ilk defa tarafimizdan tayin
edilmistir.

Bu ¢alismada; Haplophyllum sahinii ve Haplaphyllum vulcanicum tirlerinde
diisiikten orta dereceye kadar AChE TYR inhibisyonu tespit edilmesine ragmen, yiiksek
ACHhE inhibitdr etkiye sahip olmalart nedeniyle bu iki tirtin de AH’nin semptomlarini
azaltmada etkili ve klinikte kullanilan ila¢ grubunun etki mekanizmasi olan yeni AChE
inhibitorlerinin kesfedilmesi agisindan 6nemli bir dogal kaynak olduklar1 kanaatine
vartlmistir. Haplophyllum villosum tirQ ile yapilan fitokimyasal arastirmalar sirasinda

bitkinin toprak tistii kisimlardan; yeni bir 4,8-diaril-3,7-dioksobisiklo- (3,3,0) -oktan tipi
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lignan eudesmin A(1) ile birlikte bilinen dort bilesik-eudesmin (2), haplamin (3),
umbelliferone (4) ve skopetin (5) (Parhoodeh ve ark., 2011), H. suaveolens turinde ise
yine toprak iistii organlarindan flindersin, y-fagarin ve kokusaginin alkoloidlerinin tespit
edilip izole edilmesi tarafimizdan calisilan bitkilerde de alkoloit ve kumarin tiirevlerinin
olabilecegi kanaatine varilmistir. Bircok alkaloit ve kumarin turevinin yuksek
kolinesteraz inhibitor etkisi bildirildigi icin, bu tiirlerde etkiden sorumlu bilesiklerin de
alkaloit veya kumarin tiirevleri olacagi tahmin edilmektedir. Tezden sonraki planlanan
diger caligmalar, her iki tiirde de 6zellikle AChE inhibisyonundan sorumlu bilesiklerin

ortaya ¢ikarilmasi yoninde devam edecektir.
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