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SIMGELER VE KISALTMALAR
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RNT Reaktif Nitrojen Tiirler
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L-DOPA Dihidroksifenilalanin
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DPPH 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil

FCR Folin & Ciocalteu’s Fenol Reaktifi

FRAP Ferrik Iyonu Indirgeme Antioksidan Giicii
TEAC Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite

TR Troloks

QR Kersetin

QERFC Kersetin Esdegeri Flavonoid Derisimi
EtOAc Etilasetat

DCM Diklormetan
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OZET

BAZI SIFALI BITKILERIN EKONOMIYE KAZANDIRILMASI:
SERBETCI OTU (HUMULUS LUPULUS L.) BIiTKiSININ ANTIOKSIDAN,
SITOTOKSIK, ENZIM AKTIF OZUT VE BILESENLERININ BELIRLENMESI

Ferah COMERT

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Mehmet AY
16/07/2012, 162

Bu arastirmada, Serbetci otu (Humulus lupulus L.) bitkisinden elde edilen 6 farkl
etken 0ziitiin antioksidan aktiviteleri DPPH, TEAC, FRAP ve CUPRAC yontemleri ile
karsilagtirilmis olup, hekzan, aseton sonrasi metanol, metanol (kademeli), metanol
(dogrudan) 6ziitlerinin sirasiyla bu yontemlerle en etkili 6ziitler oldugu belirlenmistir. F-C
reaktifi ile tayin edilen toplam fenolik bilesen miktar1 % 75 etanol+% 25 su 6ziitii i¢in en
yiiksek degeri vermistir. Humulus lupulus L. bitkisi etken oziitleri i¢in Proteaz, Tirozinaz,
p-Laktamaz enzimleri ile enzim aktivite/inhibisyon ¢alismalar1 yapilmistir. Oziitlerin %
inhibisyonlari, Vmaks degerleri hesaplanarak belirlenmistir. Etken bitki 6ziitlerinin 9 farkl
derisiminin sitotoksik etkilerinin HT29 ve Hep3B hiicreleri lizerinde belirlenmesinde MTT

testi uygulanmistir ve 570 nm’de okunan sogurma degerleri grafiksel olarak gdsterilmistir.

Hekzan 6ziitiine VLC uygulanmistir ve % 20 etilasetat ayrimi, en aktif ayrim olarak
belirlenmistir. Preparatif HPLC-UV ile elde edilen % 100 metanol SPE ayrimlarindaki
bilesenlerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle belirlenmistir. GC-MS ve LC-MS
analizleri ile Oziitlerin bilesim analizleri yapilmis, diger etken bilesenlerin saflagtirma ve

yapisal analiz caligmalar1 devam etmektedir.

Anahtar sozciikler: Serbetci otu, 6ziitler, DPPH, CUPRAC, TEAC, FRAP, Sitotoksisite,
Enzim aktivite/inhibisyon, VLC, HPLC-UV, GC-MS/LC-MS, Biyoaktif bilesenler.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF ANTIOXIDANT, CYTOTOXIC, ENZYME ACTIVE
COMPONENTS FROM HUMULUS LUPULUS L. EXTRACTS

Ferah COMERT
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chair For Chemistry Thesis of Master of Science
Advisor: Prof. Dr. Mehmet AY

16/07/2012, 162

In this research, antioxidant activities of six different active extracts obtained from
Humulus lupulus L. plant were compared by DPPH, TEAC, FRAP and CUPRAC methods
hexane, acetone following methanol, methanol (gradually) and methanol (directly) extracts
were found as the most efficient. The amount of total phenolic components determined by
F-C reagent, were found with the highest value for the mixture of ethanol 75% and water
25% extract. The enzyme activity/inhibition assays were performed by protease, tyrosinase
and lactamase and % inhibition values of extracts were determined by calculating Vmax
values. The cytotoxity effects of nine different concentration of active extracts were
determined among Hep3B and HT29 cell lines by MTT assay. The number of living cells
were determined by measuring absorbance at 570 nm. VLC was applied for the analysis of
the n-hexane extract by varying mixtures of EtOAc and n-hexane. 20% EtOAc fraction
were observed as the most active fraction by TLC and DPPH investigation of the fractions
in MeOH. The structures of components obtained from methanol 100% fraction of SPE
applied methanol extract were determined by spectroscopic methods. The components of
crude extracts were determined by GC-MS/LC-MS. The purification and structural

analysis studies of other active components are still continuing.

Key words: Humulus lupulus L., Extracts, DPPH, CUPRAC, TEAC, FRAP, Cytotoxity,
Enzyme activity/inhibition, VLC, HPLC-UV, GC-MS/LC-MS, Bioactive components.
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BOLUM 1

GIRIS

Tez kapsaminda Humulus lupulus L. (Serbet¢i otu) bitkisi i¢in yapilmasi planlanan

calismalar sematik olarak asagida gosterilmistir.
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BOLUM 1 — GiRIiS Ferah COMERT

Metabolizmanin isleyisi sirasinda dogal bir islem olan yiikseltgenme sonucunda,
organizmada ¢esitli hasarlar yaratan ve kanser, kalp v.b. hayati 6neme sahip bazi kronik
hastaliklarin baslaticis1 olan serbest radikallerin olusumu, bunlarla miicadele eden
antioksidan bilesiklere olan ilgiyi artirmis, bu konudaki calismalar daha ¢ok gidalarin ve
farmasotik preparatlarin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesine yonelmistir. Bu ilgi esas
olarak yaslanma siirecinde ve pek ¢ok hastaligin patojenitesinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin

(ROT; Ing: ROS) yarattig1 hasarlara yonelmistir.

Insanlarda yaslanma ve kronik hastaliklar karmasik biyolojik siirecler sonucu olusur.
Bu karmasik siirecleri anlamak i¢in ¢esitli denenceler 6ne siiriilmiis ve bunlar deneysel
olarak smanmistir. Yaslanma ile ilgili olarak ileri stiriilen teoriler son yillarda molekiiler
genetik ve deneysel tekniklerde saglanan ilerlemeler ile agiklanmaya baglanmistir.
ROT’nin hiicrede giderek artan bir sekilde olusturdugu zararlar esas olarak, yash
(senescent) hiicrelerde telomer erozyonu, genom kararsizligi, DNA mutasyonlar1 ve gen
profillerindeki degisimleri kapsar (Wei ve Pang, 2005). Yaslanma ile ilgili 6ne siiriilen
teorilerden en ¢ok dikkat ¢ekeni “serbest radikaller” teorisidir. Bu teori ilk olarak Harman
(1956) tarafindan ileri siirtilmiistiir. Serbest radikal molekiilleri eslenmemis elektron
iceren, cok kararsiz, diger molekiillerle ¢ok hizli reaksiyona giren ve kimyasal olarak
kararli hale gelebilmek icin elektron almaya gereksinim duyan molekiillerdir. Bir molekiile
saldirdiginda onun elektronunu alarak ytikseltger ve bu yeni molekiiliin kendisi bir serbest
radikal haline doniisiir. Bu sekilde baslayan bir zincir reaksiyonlar dizisi canli hiicrenin
zarar gormesi ile sonuclanir. Serbest radikallerin yarattig1 en biiyiikk zarar hiicre zarlari
iizerinedir. Bunlar hiicre zarlarindan elektron ¢alarak eslenir, hiicre zar1 ve sonug olarak
hiicre yapismi bozar (Gokpmar ve ark., 2006).

Serbest radikallerin olusumu organizmada oksijen kullanimi swrasinda ortaya ¢ikar.
Eslenmemis elektron igeren atom veya molekiiller hiicrelerin zarar gordigl reaksiyonlar
dizisini baglatir. Viicutta serbest radikallerin olusumu katabolik par¢alanmalarin yani sira
sagliks1z beslenme, sigara, ilag tedavileri, alkol tiiketimi, radyasyon, bocek ilaglar1 ve gevre
kirliligi gibi nedenlerle baslamakta ve artmaktadir. Serbest radikaller bagisiklik sistemini
zayiflatarak cesitli hastaliklara ve erken yaslanmaya neden olurlar. Bu dengelenmemis

3

serbest radikal saldiris1 ve hiicre zarinin tahribati “oksidatif stres’” veya “’yiikseltgeyici
gerginlik” olarak adlandirilir. Oksidatif stres, oksidatif lezyonlara, doku hasarma,
mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol acabilen reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerinin

(cogunlukla serbest radikallerin) asir1 liretimiyle tetiklenir. Oksidatif stres tiim canlilarda
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gozlenebilir. Insanlarda cesitli kalp damar patolojileri (arterioskleroz ve hipertansiyon),
diyabet, norodejeneratif siiregler (6zellikle Alzheimer ve Parkinson hastaliklari), hiicre
yipranmas1 ve yaslanma, kikirdak iltthabindan gelen patoloji, solunum yolu hastaliklar1
(sistik fibroz ve astim), Down sendromu ve kanser gibi hastaliklarin olusumunda oksidatif
stresin katki yaptig1 bilinmektedir (Valko ve ark., 2006,2007). Bu bakimdan antioksidanlar
(yiikseltgen Onleyiciler), hiicre koruyucu tedavi ve bozucu hastaliklardan korunmada

Onemlidir.

1.1. Antioksidanlar (Yiikseltgen Onleyiciler)

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
siiptirerek hiicrenin zarar gérmesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik islevsel
gruplar tasiyan molekiillerdir (Kahkonen ve ark., 1999; Nagai ve ark., 2005). Viicutta
kalkan gorevi yapan bu kimyasal bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarmi vererek serbest
radikalleri etkisizlestirmeleri ve bu sirada serbest radikal haline gelmemeleridir (Prior ve
Cao, 1999). Antioksidanlarin insan saglhigindaki yerini belirleyen en 6nemli etmenler,
onlarin kimyasal yapilari, ¢oziniirliikleri, yapvaktivite iliskileri ve dogal kaynaklardan
elde edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001). Canli sistemlerde gerceklesen biitiin
fizyolojik siire¢ler; enzim, hormon ve iz elementler gibi farkli etkenler tarafindan yonetilen
yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinin i¢ ige ge¢mis hallerini igerir. Canlilarda
yiikseltgenme ve indirgenme dengesinde meydana gelebilecek herhangi bir degisiklik,
hiicrelerin ve doku islevlerinin bozulmasma sebep olabilir. Antioksidan maddeler
dokularda dogal olarak bulunur ve farkli yilikseltgenme reaksiyonlarini diizenler. Ayrica,
antioksidan maddeler veya antioksidan savunma sistemlerinde bulunan bazi bilesenlerin
kendi tirettigi maddenin (i¢ kaynakli) sentezinde meydana gelebilecek bir yetersizlik, farkl

hastalik tiirlerini meydana getirebilir (Cuttler ve Pryor, 1984).
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Antioksidan savunma ¢esitli mekanizmalarla etkisini gostermektedir. Bu
mekanizmalar:
Radikal metabolit {iretiminin 6nlenmesi,
Uretilmis radikallerin temizlenmesi (radikallerin detoksifikasyonu),
Hiicre yapis1 bozulmasinin onarilmasi,

Ikincil radikal iireten zincir reaksiyonlarmnin durdurulmast,

AN N NN

I¢ kaynakli yiikseltgen kapasitesinin artirilmast.

1.2. Dogal Antioksidan Bilesikler

Reaktif oksijen tiirler, kardiyovaskiiler hastaliklar (CVD) ve kanser hastaliklarina
sebep olabilirler. Kronik hastaliklarin tedavisinde ve korunmalarinda can alic1 besinler
meyve ve sebzelerde bulunan biyoaktif antioksidan bilesiklerin varliginda saglanir. Meyve
ve sebzelerdeki dogal antioksidanlar farkli kimyasal yapilarina ve insan viicudundaki farkl
etkilerine gore smiflandirilirlar. Fitokimyasallar polifenoller, terpenoidler, N- bilesikleri,
siyanojenik glikozitler, fitosteroller gibi biyoaktif bilesik smiflarmi igerirler. Herbir grup
cok az farkli 6zellikleri ile benzer bilesenleri icerirler. Normal fizyolojik islemlerde dogal
antioksidanlar sinyal genetik bilgi aktarimi ve ¢ogalma/hiicre oOliimii dengesinin

diizenlenmesinde etkilidir (Balsano ve Alisi, 2009).

1.3. Bitkisel Biyoaktif Bilesikler

Dogal bilesiklere verilen 6nem her gecen giin artmaktadir. Bu bilesiklerin bir kismi1
ise bitkiler tarafindan ikincil metabolizma iirlinleri olarak sentezlenen molekiiller olup,
sinyal (haberci) olarak ve mikroorganizma, insektisit, herbisit ve serbest radikallere karsi
koruyucu olarak rol oynarlar. Bu nedenle (karbohidratlar, proteinler ve yaglarin
sentezinden sonra) bunlar ikincil bitki iiriinleri veya fitokimyasallar diye adlandirilirlar.
Bitkiler smirsiz aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme kabiliyetine sahip olup

bunlarin cogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile baglanmis halleridir.

1.4. Bitkisel Biyoaktif Bilesikleri Elde Etme Yontemleri (Oziitleme Teknikleri)
Bitkisel materyal toplanip kurutulduktan sonra igerdigi etken maddeleri elde etmek
icin dziitleme ve kararh kilma islemine tabii tutulur (Baytop, 1986). Ilgilenilen tiire gdre

0zel yontemler bulunmakla birlikte yaygin olan yontemler su sekilde 6zetlenebilir.
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1.4.1.Kaynar alkol yontemi
Materyalin % 80’lik etanol veya metanolde 1 saat kaynatilmasindan ibarettir. Bir
kistm materyal i¢in bes kisim alkol kullanilir. Bu sekilde hem kararli kilma hemde

Oziitleme yapilmaktadir.

1.4.2. Alkol buhar yontemi
Taze ve kuru materyalin belli bir slire boyunca metanol buhar1 ile 6ziitlenmesi
islemidir. Ozellikle cabuk bozunan tiirlerin 6ziitlenmesi i¢in uygulanabilir. Cogunlukla

Sokshelet diizeneginde birkac saat i¢inde gerceklestirilebilir.

1.4.3. Cesitli organik coziiciilerle 6ziitleme
Aseton, hekzan, diklorometan, kloroform gibi ¢esitli ¢oziiciiler ve ¢oziicli karisimlari
kullanilarak soguk veya sicak sartlarda calkalama yoluyla ¢ogu kimyasal 6ziitlenebilir

(Sekil 2).

1.4.4.Sokshelet éziitleme yontemi

Kat1 materyal kurutulur, kiigiik parcalara ayrilir ve bu kat1 parcaciklar seliilozdan
yapilmis olan oOziitleme kartusuna doldurulur. Bu kartus da oziitleme kolunun igine
yerlestirilir. Cam balona ¢6ziicli olarak kullanilacak kimyasal madde konulur ve 1sitict
yardimiyla bu maddenin buharlagsmasi saglanir. Buharlasan ¢ozgen o6ziitleme kolundan
gecerek geri sofutucuya ulasir. Geri sogutucuda yogunlasan ¢dzgen tekrar Oziitleme
koluna gelerek kartus icerisinde bulunan maddeyi ¢dzer ve cam balona geri doner. Iste bu
islem stirekli tekrarlanarak Oziitleme tamamlanmis olur. Sokshlet ile kati-sivi Gziitleme
yontemi sonucunda elde edilen 6ziitler ve bu 6ziitlere gegen biyoaktif bilesenler Sekil 1°de

gosterilmistir.

1.4.5.Siiper kritik akiskan o6ziitlemesi
CO, ¢bziicii olarak kullamlir. Ozel gelik kaplara doldurulan bitkisel materyal i¢inden
siiper kritik CO, gecirilerek etken maddeler hem ¢ok kisa siirede hem de sicaklik

olmaksizin 6ziitlendiginden bozunmadan ayrilabilir.
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Bitki 6mei

. (et etes)
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—| Oziitleme |—
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taninler /(_E)E %@

pigmentler,
alkaloidler,

tuzlar, yaglar,
sekerler, steroidler,
amino asitler, terpenler,

bazi proteinler, klorofil

cok polar bilesikler

Sekil 1. Bitki 6rnegine uygulanan kati-sivi ¢ziitleme isleminin sematik gosterimi (Erdik,

2007).
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apolar ¢oziiciilerle

Oziitleme

Oziit BitkI kallntlsI

dietileterle 6ziitleme

Bitk, kalnts, [ Dieti eter oxiii |

ctilasetatla
Oziitleme

l

BitkI kallntlsI ( Etilasetat 6ziitii )
etanol ’
veya metanolle

N '
‘ FLAVONOIDLER

BitkI kallntlsI
[ Ozt

Etanol veya metanol]

Sekil 2. Bitkilerde bol miktarda bulunan flavonoidlerin segici Oziitleme yontemiyle

ayrilmasi.

1.5. Polifenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren aromatik yapilardir.
Polifenollerin serbest radikal siipiiriicii kapasitesi i¢in ideal kimyasal yapiya sahip olduklar1
ve derigim dilizeyinde in vitro olarak a-tokoferol ve vitamin C’den daha etkin antioksidan
ozellik gosterdikleri ispatlanmistir (Rice-Evans ve ark., 1997). Polifenollerin hidroksil
(OHe), azid (N3e), siiperoksit (O,e-), lipid peroksil (LOOe*) ve model t-biitil alkoksil (t-
BuOe) radikalleri ile iligkileri, reaksiyonlarin hiz sabitleri ve antioksidan radikalin

kararlilig1 konusunda pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (Rice-Evans ve ark., 1997).

Uye sayis1 itibariyle polifenoliklerin en biiyiik grubunu olusturan flavonoidlerin ilk
olarak belirlenen biyolojik 6zelligi kilcar damar duvarlarina etkileridir. Bu bilesiklerin
kilcal damar sistemine olumlu etkisi, genellikle kan sizdirmanin 6nlenmesinde, kirilganlik

ve gecirgenligin ortadan kalkmasinda kendini gostermistir. Flavonoidlerden flavon ve
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flavonoller, katesinler ve flavanonlar kilcal damarlarin tedavisinde etkili olduklar: tespit
edilmistir. Flavonoidlerin kanin bilesenleri iizerine etkisi de agiklanmustir. Ornegin;
Hedusarum L. tiriiniin toplam flavonoidlerin eritrosit olusumunu tesvik ettigi ve kanda
l16kositlerin miktarmi arttirdigi agiklanmistir (Rus ve Kulikov, 1971). Baska bir arastirma
sonuclarma gore kersetin, rutin ve bazi flavonoller zayif hipodinamik, nabzi
normallestirme 6zelligine sahiptirler (Jeney ve Uri, 1954). Baz1 flavonoidler barsaklarin
kuvvetini yiikselterek, hazim kolaylastiric1 etki gosterirler (Borkowski ve Krug, 1960).
Flavonoidlerin temel smiflar1 ve biyosentezleri Sekil 3’de ayrintili sekilde gosterilmistir

(Spencer, 2010).

Viicutta hiicre i¢i ve disindaki oksidasyon islemlerini azaltan antioksidan maddeler
cilt saghig1 agisindan da 6nemlidir. Bu maddeler cilde elastikiyet kazandirip, parlak, renkli
ve saglikli bir gériiniim vermekte, Herpes simplex viriisiiniin yol actig1 deri yaralarini da
bir dl¢lide Onlemektedir. Boylece deri kanserine kars1 da koruyucu etki gostermektedir

(Wetherilt, 1996).



BOLUM 1 — GiRIiS Ferah COMERT

o
CoA-S— ~ Ry j\/ﬁ\
+ 3 Ho S—CoA
R ,
Fenil propanoid 2 Malonil -CoA
CHS ve
CHI

FSI/FS2 IFS
Flavanonlar
HO
Ry R,  Rs OW
Naringenin H OH OH |
Hesperetin H OCH; H \©\
OH O Ry O R
Flavonlar Flavanonoller isoflavonlar
R, R; Taxifolin OH OH OH
Luteolin  OH H Engeletin  O-rhamnosil H OH
Apigenin H H Astilbin O-rhamnosil OH OH
F3H

10



BOLUM 1 — GiRIiS

Ferah COMERT

FLS
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Kaemferol H H
Kersetin OH H
Miyrisetin OH OH
isoramnetin OCH; H
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Flavonol turevleri

T

OH O

Dihidroflavanol

Flavanoller
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Tiim flavonoidler 3-malonil CoA ve fenilpropanoid’ten tiiremis kalkon dnciillerinden

dontiserek CHS (kalkon sentaz) araciligiyla biyosentezlenmistir. Bazi flavonoid smiflarinin

olusumunu cesitli enzimler meydana getirir. (kalkon izomeraz) CHI, kalkon isomeraz

(CHI), flavon sentaz (FSI/FS2), isoflavon sentaz (IFS), flavanon 3-hidroksilaz (F3H),

dihidroflavonol reduktaz (DFR), antosiyanidin sentaz (ANS), beyaz antosiyanidin rediiktaz

(LAR), anthosiyanidin rediiktaz (ANR), UDP glukoz-flavonoid 3-O-glukozil transferaz

11
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(UFGT), flavonol sentaz (FLS). EGC, epigallokatesin; ECG, epikatesin gallat; EGCG,
epigallokatesin gallat (Spencer, 2010).

Sekil 3. Flavonoidlerin temel smaiflar1 ve biyosentezleri (Spencer, 2010).

1.5.1. Flavonoidlerin yapi-etkinlik bagintilar

Canli organizmanin serbest radikallerin etkisinden korunmasi i¢in, antioksidatif
koruma sistemine sahip oldugu bilinmektedir. Baz1 durumlarda antioksidatif koruyucu
sistemin yetersiz kalmasimdan dolayi, serbest radikal olusumunda belli bir artma meydana
gelir. Bu durum serbest radikal mekanizmali hasarin meydana ¢ikmasina neden olur. Bu
‘oksidatif baski1’ terimi ile belirtilir. Eger diisiik seviyede bir yiikseltgeyici baski olusursa,
dokular bunu karsilayacak sekilde ilave antioksidan savunma sistemi olustururlar. Ancak
meydana ¢ikan siddetli bir antioksidatif baski hiicrelerin hasarma, hatta 6liimiine neden
olur. Serbest radikallerin sebep oldugu hiicre 6liimii, doku 6liimiine ve beyin damarlarmin
tahribatma kadar ilerleyebilir. Yiikseltgeyici baskiy1 arttiran etkenlerden biri, serbest

radikallerin olusmasina ve antioksidanlarin azalmasima neden olan bazi toksinlerdir.

Oksijenin etken tiirlerinin etkilerine ilk 6nce maruz kalan doku bilesenlerinden
baslicalari, lipidlerin doymamis yag asitleri ve hiicre membranlarinin temel kisimlarimi
olusturan fosfolipidlerdir. Dogal flavonoidler iginde antioksidan Ozellikli bilesiklerin
belirlenmesi ve bunlarin antioksidatif etkilerinin agiklanmasi flavonoidlere karsi ilginin

daha da artmasina neden olmustur.

Katesinler ve kersetin ile yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar bu bilesiklerin
sulu ortamda oksijen radikallerinin etkisiyle baslatilan membran lipidlerinin
peroksidasyonunu a-tokoferole gore daha aktif olarak Onleyen lipofilik antioksidanlar

olduklarmi gostermistir.

Flavonoidlerin yap1 6zellikleri ile antioksidan etkinlikleri arasindaki bagint1 ise; 3-
OH, C-2 ve C-3 atomlar1 arasinda doymamis bag ve C-4 konumunda (piron halkasinda)
karbonil grubu bulunmasinin antioksidan 6zellige olumlu etki yaptigir gosterilmistir. C
halkasindaki 2,3-¢ift bagin 4-okso grubuyla konjugasyonu B-halkasinin elektron
kaymasina katkida bulunur. A ve C halkalarinda bulunan C-3 ve C-5 —OH gruplar1 ise 4-
okso grubuyla birlikte en yiiksek radikal uzaklastirma etkisi saglar. B-halkasinda bulunan

12
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o-dihidroksi grubu elektron kaymasia etki ederek yliksek kararlilikta flavonoid radikalinin

olugsmasima neden olur (Cao ve ark., 1997) (Sekil 4).

(b)

Sekil 4. Yiiksek antioksidan etkinligi ile flavonoidlerin yapisal 6zellikleri (a) Molekiilde
3’,4’-konumlarinda —OH grubunun bulunmasi elektron delokalizasyonuna etki ederek
yiiksek kararlilikta flavonoid radikalini olusturur (Sekil 5). Konjugasyon B halkasmin
elektron delokalizasyonuna katk1 saglar, (b) Maksimum radikal uzaklastirma etkisi saglar

(Amic ve ark., 2007; Cao ve ark., 1997).

13
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Sekil 5. 3',4’-diOH flavonoidlerin antioksidan etkime mekanizmasi (Amié ve ark., 2007).

Izoflavonlar, yapilarinda bulunan 4-karbonil ve 5-hidroksi grubunun, olusan
izoflavon radikaline sagladiklar1 kararlilik nedeniyle, flavonlara gore daha etkendirler
(Babu ve Liu, 2008). Flavonollerin (kersetin, flavanollerden (katesin) daha etkili
antioksidan oldugu ileri siiriilmiistiir (Cao ve ark., 1997). Kersetin ve baska flavonoller
yukaridaki Ozelliklere sahip olduklar1 halde, katesin sahip degildir. Flavonol yapisinda

metoksi gruplarinin bulunmasi da antioksidatif aktiviteye katkida bulunur.

Katesinler dogrudan yiikseltgeyici hasardan ve reaktif oksijen tiirlerin kararliligmdan
korurlar. Katesinlerin serbest radikal siipliriici mekanizmalar1 elektronlarin kaymasini,
molekiil i¢c1 ve molekiil dis1 hidrojen baginin olusumunu, molekiillerin diizenlenmesini ve
yiikseltgemeyle iliskili metallerin baglanmasii igerir. Etkisi fenolik gruplarinin
diizenlenmesine ve sayisina baglidir. Katesinler c¢ok giiglii elektron vericidirler ve
siiperoksit anyonlar, singlet oksijen, nitrik oksit ve peroksinitrit gibi serbest radikalleri
etkili bir sekilde siiptiriirler. Katesin bilesiklerinin siipiiriicii kapasitesi orto-dihidroksil ve
orto-hidroksiketol gruplarmin sayisina, C2-C3 ¢ift bagina, derisimine, ¢oziiniirliigiine ve
reaksiyon tirtiniinlin kararliligina baghdir. Antioksidan kapasitesi B halkasindaki hidroksil
gruplarmin sayilarinin azalmasi ile azalwr. Bu hidroksil gruplarinin sayisi katesinlerin
onemli derecede hidroksil siipiiriicii aktivitesine katkida bulunur. Heterosiklik doymamis

halkaya sahip olan katesinlerde, ROT, B halkasindaki orto-dihidroksi konumuna saldirir. 3
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farkli halkadaki hidroksil gruplar1 (A’nin C5 ve C7, B’nin C3’ ve C4’ ve C’nin C3) lipid
peroksidasyonunun dnlenmesini kolaylastirir. Ayrica B halkasindaki orto-hidroksil gruplari
siiperoksit anyonunun siiplirilmesinde etkilidirler. A ve B halkalar1 arasindaki
konjugasyon fenoksil radikallerine kararlilik saglar. EGCG en etkili ¢ay antioksidanidir,
orto-trihidroksi gruplar1 ve 3-gallat esterleri antioksidan aktiviteye katki saglar. Cay
katesinleri gecis metal katalizli serbest radikal olusumuna karsi hiicreleri korur ve B
halkasindaki 3’, 4’ hidroksil gruplar1 metallerin baglandig1 oncelikli konumlar olarak
raporlanmistir. Buna ilaveten c¢ay katesinlerinin Oncii-ylikseltgen olarak davranig
sergiledigini sayisiz ¢alisma raporlamistir ve ROT olusumu boyunca oksidatif hasara sebep
olur. Katesinler hiicre kiiltiir kosullar1 altinda kararsizdir ve hidrojen peroksit ile oksidatif
polimerizasyona maruz kalir. EC ve EGCG siiperoksit anyonu ve hidroksil radikallerini
meydana  getirebilir.  Oncii-yiikseltgen etkisinin molekiillerindeki orto-dihidroksi
gruplarmin hidroksil iizerine bagli oldugunu gostermistir. Bu Oncii-yiikseltgen 6zellikleri

sadece laboratuar kosullar1 altinda yapilan ¢caligmalarda goriilmiistiir (Babu ve Liu, 2008).

1.5.2. Flavonoidlerin oncii-yiikseltgen etkinligi

Flavonollerin B halkasindaki —OH gruplarinin varligi antioksidan aktiviteye katki
saglamasina ragmen, kanser gelisiminde onemli islemler olan immiin endotel hiicre
kohalenti ve damar gelisimi gibi biyolojik olaylarda 6nemli rol oynarlar. Bors ve ark.,
(1995) tarafindan kararli flavonoid fenoksil radikalinin bazen siiphe uyandirdigini ve oncii-
yiikseltgen etki gosterdigini rapor edilmistir. Oncii-yiikseltgen aktivite tamamen —OH
gruplarmin toplam sayisi ile orantilidir. Flavonoid fenoksil radikali kinonlar1 ve siiperoksit
anyonu olusturan oksijen ile etkilesebilir, ardindan zincir reaksiyonu sonlanir. Bu
reaksiyon gecis metal iyonlarinin yiiksek diizeylerinin varhiginda gergeklesir ve
flavonoidlerin istenmeyen Oncii-yiikseltgen etkilerine cevap verir. Ayni flavonoid bilesigi
yiikseltgen ve oncii-ylikseltgen olarak davranabilir. Van Acker ve ark., (1996) ¢ok etkin
antioksidanlarm oncii-yiikseltgenlar olabilecegini olas1 géormiistiir. Yoshino ve ark., (1999)
A veya B halkasindaki katekol yapisina sahip bilesiklerin oncii-yiikseltgen etki gosterdigini
belirtmistir. DNA’ya bagli Cu(Il) tarafindan katekolun yiikseltgenmesi konum segici DNA
hasarindan sorumlu reaktif oksijen tiirleri olusturabilir. Cu(Il) ile tepkimeye giren kersetin
genis DNA hasarin1 uyarirken, kamferol ve luteolin daha az DNA hasarin1 uyarmistir

(Amic¢ ve ark., 2007).
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Sekil 6. Flavonoidlerin Oncii-yiikseltgen Ozelligi (Ami¢ ve ark., 2007).

1.5.3. Flavonoidleri belirlemede kullanilan ¢6ziicii sistemleri

Az miktarda ve karisim halinde bulunan flavonoidler, silikajel, poliamid ve seliiloz
gibi sogurucularla preparatif ince tabaka kromatografisi uygulanarak birbirlerinden
ayrilabilirler. Kullanilan ¢6ziicli sistemleri, flavonoidlerin tipine gore degisir. Coziicl
sistemlerine Ornekler Cizelge 1’de goriilmektedir (Harborne ve Mabry, 1982). Elde edilen
Oziitler ayrimsallastirilmak isteniyorsa kolon kromatografisi kullanilir. Cizelge 2’de sol
situn ilk olarak kullanilacak ¢o6ziiciiyli, sag siitun belirli oranlarda eklenecek polar
¢oziiciiyli gosterirken, orta siitun artan oranlar1 gdstermektedir. Ornegin kloroform ve
etilasetat’m % 50’lik karisimlarinin aywrma giicii, dietil eter ve metanol’tin 80:20’lik bir

karigimin giicii ile aynidir (Markham ve ark., 1982).

Cizelge 1. Flavonoidlerin kolon kromatografisinde kullanilan ¢dziiciileri ve oranlari

Temel ¢oziicii Aywrma giiciiniin yiikselmesi —» Eklenen ¢oziicii
Kloroform 50:50 Dietil eter
50:50 Etil asetat
50:50 Aseton
40:60 20:80 Metanol
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Dietil eter _50:50 Etil asetat
50:50 Aseton
80:20 50:50 Metanol
Etil asetat 50:50 Aseton
80:10 Metanol
Aseton 90:10 Metanol

Cizelge 2. Preparatif ince tabaka kromatografisinde kullanilan ¢oziicii sistemleri

Flavonoid Coziicti Sistemi
Flavonlar CsHe/CcHsN/HCOOH (36/9/5);
EtOAc/Cg¢Hg (45:55)
Flavon-O-glikozitleri PrOH/EtOAc/H,0 (3/2/1);
MeOH/AcOH/H,0
Flavonoller CsHe/CcHsN/HCOOH (36/9/5);
CHCL;3/Me,CO/HCOOH (9/2/1)
Flavonol-O-glikozitleri CsHe/CcHsN/HCOOH (36/9/5);
EtOAc/MeOH /H,O (100/16,5/13,5)
Flavonlar CsHs/MeCOEt/MeOH (90/5/5)
Flavon-O-glikozitleri CHCL3/MeOH/2-biitanol (5/3/1);

MeOH/H,O (1/1)

1.6. Antioksidan Etkinlik Tayin Yontemleri

Antioksidanlarla ilgili bilimsel makaleler incelendiginde farkli arastiricilar tarafindan
antioksidan kapasiteyi tanimlamak i¢in farkli terimlerin kullanildig1  goriiliir.
Kargilagilabilecek terimler toplam antioksidan “kapasite” veya “etkinlik”, “gii¢”,
“parametre”, “potansiyel”, “potens” ve “aktivite” dir. Bir kimyasalin “aktivitesi” basing,
sicaklik, reaksiyon ortami, diger reaktifler gibi 6zel reaksiyon kosullar1 belirtilmedikge
anlamsizdwr. Tek bir analiz yontemi ile Olclilen “antioksidan aktivite” o yontemde

uygulanan 06zel kosullardaki kimyasal reaktiviteyi yansittigindan verileri “toplam

antioksidan aktivitenin” gostergesi olarak genellemek uygun olmayabilir ve yanilticidir. Bu
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nedenle “aktivite” terimi yerine farkli deneylerde elde edilen sonuglar1 “kapasite” olarak
sunmak Onerilmektedir. Ya da “peroksil radikal siipiiriicii kapasite”, “sliperoksit siipiiriicii
kapasite”, “demir iyonu indirgeme kapasitesi” gibi Ol¢lim yontemini daha 6zel olarak

belirten terimlerin kullanilmasi1 da 6nerilmektedir (Koleva ve ark., 2002).

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon acisindan temel

olarak iki sinifta toplanabilir:
i) Hidrojen Atomu Aktarimi reaksiyonuna dayananlar (HAA; Ing. HAT)
ii) Tek Elektron Aktarimi reaksiyonlarina dayananlar (TEA; ing. SET)

HAA ve TEA esash yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine
radikal (veya oksidan) siipiiriicli kapasitesini 6lgmeye doniiktiir (Lopez-Alarcon ve Lissi,
2005). HAT temelli yontemlerin bircogu azobilesiklerin bozulmasi ile olusan peroksil
radikalleri icin antioksidan ve substratin rekabetine dayanan yarigmaci reaksiyonlari
kullanmaktadir (Albayrak ve ark., 2010).

% Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,

o,

« Oksijen radikal sogurma kapasitesi (ORAC)

+ Toplam radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

+ Krosin agartma deneyleri olarak siralanabilir.

ET temelli yontemler antioksidanin oksidani indirgeme yetenegini renk degisimi ile
Olcer. Renk degisiminin derecesi drneklerin antioksidan derisimi ile alakalidir. TEA esash
analiz yontemleri (Albayrak ve ark., 2010),

+ Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi
« Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢timii
« Ferrik 1yonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) 6l¢iimii
s Cu (II) kompleksini yiikseltgen olarak kullanilan “toplam antioksidan
kapasite” 6l¢clim yontemi
« DPPH kullanarak “toplam antioksidan kapasite” 6l¢iim yontemi

% CUPRAC (Bakir(Il) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi olarak

siralanabilir.

Bu yontemlerden FCR’1mn antioksidanin indirgeme kapasitesinin belirlenmesinde ve
ORAC’1n ise antioksidan radikal siipiiriicii kapasitesinin belirlenmesinde kullanilmasi

onerilmektedir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2005).
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Yukarida bahsedilen tiim yontemlerin bir bitkinin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde kullanilmasi miimkiin olmakla birlikte, 6érnekteki antioksidan maddelerin
molekiiler c¢esitliligi bu yOntemler arasinda her zaman dogrusal iliski olusmasini
engelleyebilir. Bu nedenle tek bir yontem kullanarak bitkinin antioksidan kapasitesi

hakkinda karar vermek uygun olmayabilir.

Antioksidan kapasiteyi 6lgcmek i¢in bu giine kadar ¢ok sayida yontem gelistirilmistir
(Cao ve Prior, 1999; Somogyi ve ark., 2007; Pellegrini ve ark., 2003; Huang ve ark., 2005;
Decker ve ark., 2005). Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin tayini s6z konusu oldugunda
literatiirdeki sonuglar acik¢a gostermektedir ki antioksidan aktivite secilen tayin yontemine
son derece bagimhidir ve gozlenen antioksidan aktivite (veya kapasite) ile bitki 6ziitlerinin
toplam fenolik icerigi arasinda tam bir dogrusal iliski gozlenmeyebilir (Dorman ve ark.,
2003; Trouillas ve ark., 2003; Miliauskas ve ark., 2004).

Tez kapsaminda kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemlerinin ilkeleri asagida

aciklanmastir.

1.6.1. DPPH radikal siipiiriicii antioksidan kapasite yontemi

Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)
radikallerinin antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin 6nerilmesi ile ortaya
cikmistir. Antioksidan aktivite Olglimlerinin yogunlastigi yillarda Brand-Williams ve
arkadaslar1 (Brand-Williams ve ark., 1995) yontemi gelistirmis ve bu yontem pek c¢ok

arastirici tarafindan kaynak olarak kullanilmistur.

Yontemin esast DPPH iceren ¢ozelti ile hidrojen atomu verme egilimi olan bir
molekiiliin  (antioksidan) ¢0Ozeltisinin  karistirilmast  sonucu DPPH  radikalinin
indirgenmesine ve ¢Ozeltinin baslangigta mor olan renginin kaybolmasina dayanir. Mor

renkli ¢6zeltinin 520 nm civarindaki sogurmanin azalmasi 6lgiilerek reaksiyon takip edilir.

Antioksidan etki baslangictaki DPPH derisiminin % 50’sinin azalmasi i¢in harcanan
antioksidan miktarmi ifade eden ICso (etkin derisim) degeri ile verilir (Brand-Williams ve
ark., 1995). DPPH yontemi teknik olarak basit olmasma karsin bazi olumsuzluklari
bulunmaktadir. Birgok antioksidan bilesik lipid peroksidasyonunda rol oynayan peroksil
radikalleri ile ¢ok hizli tepkime vermektedir, ancak DPPH ile yavas tepkime vermektedir.
Ornegin askorbik asit ile 1,15 dakika ve rutin bilesigi ile 103 dakikada tepkime

vermektedir. Sonu¢ olarak antioksidan kapasitenin dogru bir sekilde ifade edilemedigi
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diistiniilebilir. Ayrica, DPPH ile antioksidan bilesik arasindaki reaksiyon kinetiginin DPPH
derigimi ile her zaman dogrusallik gostermedigi de bilinmektedir (Huang ve Prior, 2005;
Molyneux, 2004). Teknik olarak basit ve hizli bir yontemdir. Fakat uygulamasini
simirlandiran bazi olumsuzluklara sahiptir. Uzun Omiirlii azot radikali olan DPPH, lipit
peroksidasyonu ile iligkili olan hayli reaktif ve kisa 6miirlii peroksil radikallerine benzerlik
gostermez. Peroksil radikalleri ile hizla reaksiyona giren bir¢ok antioksidan DPPH ile
yavas reaksiyona girebilir, hatta hi¢ reaksiyona girmeyebilir (Huang ve Prior, 2005; Prior

ve ark., 2005; Magalhaes ve ark., 2008).

6%} @iﬁ%}

Sekil 7. DPPH radikalinin antioksidan ile etkilesim reaksiyonu (Albayrak ve ark., 2010).

1.6.2. Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik bilesen tayini

Bu yontem Singleton ve Rossi (1965) tarafindan Onerilmis ve daha sonra farkli
uygulayicilar tarafindan gelistirilmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veya
Folin-Denis reaktifi) fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimi bir reaktif olup fenolik ve
polifenolik antioksidanlarin kolorimetrik tayininde kullanilir (Singleton ve ark., 1965).
Yontem denenen materyalin reaktifin yilikseltgenmesini 6nlemesi i¢in gerekli miktarini
Olcer (Vinson ve ark., 2005). Ancak bu reaktifin sadece toplam fenolik bilesik miktarmni
Olgmedigi ve Ornek icinde mevcut tiim indirgen maddelerle de reaksiyon verecegi
bilinmektedir. Bu nedenle reaktifin sadece drnekteki fenolik bilesen diizeyini degil 6rnegin
toplam indirgeme kapasitesini de 6l¢tiigli konusunda tartisma vardir (Ikawa ve ark., 2003).
Buna ragmen Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik bilesen miktar1 tayini hemen
hemen tiim antioksidan calismalarinda ornekteki fenolik iceriginin tayininde kullanilan

standart bir yontemdir. Ayrica bu reaktifin ila¢ analizinde (Rao ve ark., 1978), gida
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iriinlerinde (Mogalhaes ve ark., 2006) fenolik bilesen diizeyi veya indirgeme kapasitesi

Olgtimleri i¢in genisletilmis veya diizenlenmis uygulamalar1 vardir.

1.6.3. Troloks esiti antioksidan kapasite (TEAC)yontemi

Troloks [(%)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E vitamininin
suda c¢oziiniir esdegeridir (Re ve ark., 1999). Troloks canli sistemlerde dogal olarak
bulunan bir bilesik olmamakla birlikte pek ¢ok antioksidan kapasite tayin yonteminde
standart olarak kullanilir. Genellikle belli bir derisim araliginda Troloks antioksidan olarak
kullanilarak bir ¢aligma grafigi hazirlanir ve bilinmeyen antioksidanim etkisi bu grafikten
Troloks esdegeri olarak okunur. TEAC yontemi ilk olarak Miller ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilmistir (Miller ve ark., 1993). Kromojenik bir redoks radikali olan ABTS [2,2’-
azinobis(3- etilbenzotiyazolin 6-siilfonat)] ayn1 zamanda kararli bir radikaldir. Hem suda
hem organik ¢oziiciilerde ¢ozilindiigiinden hem hidrofilik hem de hidrofobik antioksidan
aktivite tayininde kullanilabilmektedir. TEAC yOntemi, antioksidan varliginda ¢ozeltideki
ABTS radikalinin sogurmasindaki azalmanin 6l¢iilmesine dayanmaktadir (Rice-Evans ve

Miller, 1984; Pellegrini ve ark., 1999).

CaHs CaHs

CoHs CoHs
ABTS™ ABTS? (renksiz)

s SO; s SOz
O3S antioksidan 038 s N:<
ST | =N
=N N N N
N / N /
\ \

Sekil 8. ABTS" radikalinin antioksidan ile reaksiyonu (Huang ve ark., 2005).

TEAC yonteminde analiz edilen maddenin (antioksidanin) ABTS radikalini
indirgeme yetenegi Olclilmektedir (Sekil 8). Ancak bu madde ferrilmiyoglobini de
indirgeyebilir. Re ve ark., (1999) tarafindan diizenlenen TEAC yonteminde, ABTS’ nin
potasyum persiilfat ile yiikseltgenmesi sonucu ABTS™" radikal katyonu olusmaktadir. Yani

sisteme antioksidan ilave edilmeden once radikal katyonu olusturulmaktadir. Asil metotta
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ise antioksidan varliginda radikal meydana gelmektedir. Olusan radikal katyonu oda

sicakliginda ve karanlik ortamda 2 giin dayaniklidir (Van den Berg ve ark., 1999).

1.6.4 Demir iyon indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) yontemi

Diisiik pH’ta Fe™iin Fe™*’ye indirgenmesi renkli ferrdz-tripiridiltriazin [Fe (III)
(TPTZ),Cl; (TPTZ = 2,4,6-tripiridil-s-triazin) = Herein] kompleksinin olusmasma neden
olur. Olusan bu demir tuzu oksidan olarak kullanilir (Benzie ve ark., 1996). Fe™ tuzunun
(yaklasik 0,70 V) redoks potansiyeli ABTS nin ki ile (0,68 V) birbirine yakindir. Bu
nedenle FRAP ve TEAC yontemleri arasinda ¢ok fazla fark yoktur. Yalniz TEAC nétr pH’
ta FRAP ise asidik kosullarda (pH = 3,6) gerceklestirilir (MacDonald-Wicks ve ark., 2006;
Price ve ark., 2006; Ames ve ark., 1993; Somogyi ve ark., 2007; Pellegrini ve ark., 2003;
Huang ve ark., 2005). Asidik ortamda, antioksidanlarin varliginda ferriktripiridiltriazin
kompleksi Fe™*’ye indirgenir ve olusan renkli ¢ozelti 595 nm’de sogurmada artisa neden

olur (Sekil 9).

7 N\
N=—
—N / \ Antioksidan
' o
N N=—7
\_ /"

TPTZ

Fe+2.-TPTZ kompleksi

Sekil 9. Antioksidanin TPTZ ile reaksiyonu (Benzie ve ark., 1996).
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1.6.5 (CUPRAC) bakar(Il) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

Tiitem ve Apak (1991) tarafindan 1liml bir oksidan olarak c¢esitli indirgen araglarin
tayini i¢in kullanilabilecegi onerilen bis(neokuprein)bakir (II) kloriir reaktifi sistein (Tiitem
ve Apak, 1991), E vitamini (Tiitem ve ark., 1997) ve askorbik asit (Giiclii ve ark., 2005)’in
tayininde basar1 ile kullanmilmistir. Bu yontem daha sonra kuprik iyonu indirgeme
potansiyeli dlciilmek suretiyle bitki oziitlerinde ve insan serumunda (Apak ve ark., 2004;
2005) toplam antioksidan kapasite tayini i¢in gelistirilmis ve bakir iyonu indirgeme
antioksidan kapasitesi (Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity: CUPRAC) olarak
isimlendirilmistir. Bu yontemle hem hidrofilik hem lipofilik toplam antioksidan kapasitesi
kolaylikla tayin edilebilmektedir. Yeni gelistirilen CUPRAC yonteminde kullanilan renkli
yiikseltgeme araci olan bis(neokuproin)-Cu(Il) kloriir ile antioksidan polifenol arasindaki

reaksiyon asagidaki gibi gergeklesmektedir:

2n Cu(Nc),”" + Ar(OH)n ——» 2n Cu(Nc),” + Ar(O)n + 2n H'

Bu reaksiyonda, Ar(OH)n hidroksi grubu igeren antioksidan polifenolden olusan
kinonu ifade etmektedir. Tepkime sonunda iki proton agiga ¢ikmakta ve Ar(OH)n
yapisinda bulunan hidroksil grubu kinon sekline doniismektedir. Cu(II)-Nc ise 450 nm’de
en yiksek sofgurma veren siddetli renk olusumuyla birlikte Cu(I)-Nc kelatina
dontismektedir (Sekil 10). Bu reaksiyonda, n-OH grubu iceren antioksidan karakterli
bilesikler, 2n-e vericisi olarak hareket etmektedir (Apak ve ark., 2004).

) A\
N/

cu(l)/2

Sekil 10. CUPRAC yonteminin kromoforunu olusturan Bis(2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin)bakir(I) kelatr’nin ‘Cu(I)-N¢’ kimyasal yapisi (Apak ve ark., 2004).
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1.7. Enzim-aktivite/inhibisyon ¢alismalari

Dogal iiriin kaynaklarindan elde edilen 6ziitler, bircok ilag gelistirme programlarinda
molekiiler cesitliligin faydali bir kaynagidirlar ve bir¢cok tedavi edici 6nemli ilaglar dogal
irlinlerden elde edilirler. Bununla birlikte, bu gibi maddelerin taramasi, ikincil
metabolitlerin kompleks karisimlarini i¢erdiklerinden dolay1 anlasilmasi zor olabilir. in
vitro reseptdr ve enzim denemeleri kullanilarak yeni terapdtiklerin tanimlanmasindaki
basari, biiyiik dl¢lide uygun tasarim ve tarama denemelerinin gecerliligine baghdir. Cok
sayida Oziit cabukca arastirilabilir. Birlestirilen kimya yontemlerinin gelisi de biyoaktivite
denemesi i¢in yiiksek verimli goriintiileme yOntemleri ile onemini arttirmustir. Kimyasal
tepkime iirlinlerinin taninmasi i¢in gelistirilen yiiksek yayilma hizli enzim ¢aligmalar1 ile

onemli olan degiskenler asagida listelenmistir (Atta-ur-Rahman ve ark., 2005).

= Enzim kaynagi - pH denemesi

* Enzimin son deneme derigimi - Sicaklik denemei
= Substratin ve son deneme derisiminin se¢imi - Inhibitdr bigimleri
= Kofaktor ihtiyact ve son deneme derigimleri - DMSO uygunlugu
= Deneme bitiminin se¢imi - Oziit uygunlugu

1.7.1. DMSO uyumu

Genellikle, dogal iiriin 6ziitleri temel denemelerde arastirma icinde DMSO ig¢inde
tutulur. En uygun bir arastirma denemesi, deneme inkiibasyon boyunca 06ziit i¢indeki
muhtemel ikincil metabolitlerin ¢oziiniir durumda kalmasini saglamak igin DMSO’nun
yiiksek derisimlerini yapilabilmelidir. Cofu enzim denemeleri DMSO’nun yiliksek
miktarda kullanimini bir dereceye kadar kaldirabilir. Hiicre-esasli denemeler genellikle %
0,5 DMSO’dan fazla deneme derisimlerinde iyi sonu¢ vermez (Atta-ur-Rahman ve ark.,

2005).

1.7.2. Enzim ¢alismalan

Substrat enzimin aktif bolgesine baglanir ve enzim-substrat kompleksi olusur,
substrat bir veya daha fazla iirline doniisiir ve enzimin bos kalan aktif bolgesine bir diger
substrat baglanir. Inhibitorler ise substrat yerine enzime baglanir ve enzimin bir tepkimeyi

katalizlemesini engelleyerek aktivitesini azaltir. Enzim inhibitérii olarak kullanilan
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ilaglarin ¢ogu bu sekilde bir patojeni Oldiirlir veya metabolik bir dengesizligi diizelterek
tedavi eder. Inhibitdrler tersinir veya tersinmez (enzimin yapis1 kimyasal olarak degisir)
olarak baglanabilir. Ila¢ olarak kullanilan enzim inhibitorleri seciciliklerine (diger
proteinlere baglanmama) ve etkinliklerine (enzimi etkisizlestirmek icin gerekli miktar)
gore degerlendirilir. Inhibitoriin segiciligi ve etkinligi ne kadar yiiksek ise yan etkileri ve

toksisitesi o kadar diisiiktiir.

Hayvanlar ve insanlar ikincil metabolitler olarak adlandirilan zehirli olabilecek
maddeler sentezlerler. Bu metabolitler kii¢iik organik molekiillerdir ve bu sayede viicuda
dagilarak bircok metabolik siireci engelleyebilirler. Ornegin, pasifik porsugu (Taxus
brevifolia)’ndan elde edilen taksol (paclitaxel) organik molekiilii tiibiilin dimerlerine
baglanarak hiicre iskeletindeki mikrotiibiillere (hiicrenin esnekligini ve hareketini saglayan

ag toplulugu) baglanmasini engeller ve kanser tedavisinde kullanilir.

Enzim aktivitesinin bazi maddeler veya etmenler tarafindan azaltilmasi

/durdurulmasina enzim inhibisyonu denir.

Temel enzim smiflar1 ve bu smiflardan segilen bazi enzimler Sekil 11°de

gosterilmistir.

< Oksidorediiktazlar Lipoksijenaz
% <> Transferazlar Tirozinaz
() ENZIMLER W—__> () Hidrolazlar Asetilkolinesteraz
\‘ < Liyazlar > B-laktamaz
( [zomerazlar > Proteaz
( Ligazlar ) C) Hyaluronidaz

Sekil 11. Temel Enzim Smiflar1 (Anonim).
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Bazi enzimler ilag¢ gelistirme i¢in 6nemli molekiiler hedeflerdir ve bir¢ok ilag¢ kesif
programlari, birincil 6l¢lim denemeleri i¢inde enzim hedeflerini icerir. Genellikle, bu
denemeler kismi olarak saflastirilan veya saflastirilmis insan enzimlerini kullanirlar ve
radyometrik, kalorimetrik ve florometrik denemeleri iceren deneme yoOntemlerinin bir

cesidi tarafindan {iriin olusumunun Sl¢iimiinii icerirler (Atta-ur-Rahman ve ark., 2005).

Tez calismasi kapsaminda etken Oziitlere uygulanan enzim-aktivite/inhibisyonu

calismalarinin ilkeleri asagida agiklanmistir.

1.7.2.1. Proteaz inhibisyonu ¢calismalan

Proteazlar veya proteinazlar, protein olgunlagmasi, sindirim, kan koagiilasyonu, kan
basinci kontrolii gibi hiicrelerin normal fizyolojik islevlerinde temel rol oynayan proteolitik
enzimlerdir. Kanser, akciger doku ve organlar1 arasinda hava kalmasi, beslenme
yetersizligine bagh olarak kaslarin gelismemesi, kireclenme, pankreasin caligmasini
durdurabilecek derecede tahris olmasi gibi hastaliklarm bir ¢esidi proteazlarin asiri
aktivitesi ile iligskilendirilir. Proteaz veya proteinazlarin bahsi gegen hastaliklardaki rolii
nedeniyle, bu enzimlere karsi dogal kaynaklardan inhibitorler gibi terapdtik ajanlarin

bulunmas biiyiik 6nem tasimaktadir.

Cizelge 3. Proteazlar ve 6zel kromojenik substratlar1

Proteaz Substrat
(1) a- Kimotripsin N-Siiksinil-fenil-p-nitroanilit
(11) Tripsin Bz-DL-Arjinin-p-nitroanilit
(111) Elastaz Stiksinil-(Ala)3-p-nitroanilit
(1v) Karboksipeptidaz A Hippuril-L-fenilalanin
(v) Papain Bz-DL-Arjinin-p-nitroanilit

Proteazlar ve 6zel kromojenik substratlar1 Cizelge 3’de, Karboksipeptidaz A, a-
kimotripsin, tripsin ve substratlar1 arasindaki reaksiyon ise swrasiyla Sekil 12, Sekil 13,

Sekil 14’de gosterilmistir. Proteazlarin kromojenik substratlar1 p-nitroanilin gibi bir
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kromofor’a ardi ardina bagli 6zel bir amino asite sahiptir. Substrati tizerindeki 6zel bir
proteazin etkisi, spektrofotometrede sogurmada artis olarak Olciilen kromoforu serbest
birakmasina neden olur. Boylece kromofor miktari, enzimin aktivitesine orantili olarak

serbest kalir (Atta-ur-Rahman ve ark., 2005).

Q o)
NH Karboksipeptidaz A
N OH
H/\(”)/ + H,0 H/\f( . r OH
0” “OH o 2
Hippuril-L-fenilalanin Hippurik asit L-fenilalanin

Sekil 12. Karboksipeptidaz A ve substrati Hippuril-L-fenilalanin arasindaki tepkime.

]

(@)
/U\/_@ Kimotripsin ozNON
O2NOH - + H2O H H2

HN— O
\‘/L>: 4-nitrofenil-L-fenilalaninamit
o +

HO o)

]

tieainie ] famil o H
N-suksinik-L-fenil- p-nitroanilit HO o]

(@]
Siksinik asit

Sekil 13. Kimotripsin ve substrati N-siiksinik-fenil-p-nitroanilit arasindaki tepkime.

AN NH, HN_NH,
o I o

i0si NH
tripsin
OZNONV Cho OQNONHz o )g(—f
H N HN—0
p-nitroanilin
N-Benzoil-DL-arjinin-4-nitroanilit N-Benzoil-DL-arjinin

Sekil 14. Tripsin ve substrati N-benzoil-D-L-arjinin-4-nitroanilit arasindaki tepkime.
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Enzim aktivitesinde olusacak inhibisyonun yiizdelik ifadesi esitlik (1.1)’de ki

formiille hesaplanabilir:

(%) Inhibisyon = Sogurma(kontrol)- Sogurma (deneme) x 100 /Sogurma (kontrol) (1.1)

1.7.2.2. Tirozinaz inhibisyonu calismasi

Tirozinaz enzimi, melanosomlardaki melanositlerde gerceklesen L-tirozin ve L-
DOPA (dihidroksifenilalanin)’dan deri melanin pigmenti sentezinden sorumludur. Bu
enzimin, tirozinin hidroksilasyonu, L-DOPA’nin dopakinon’a ylikseltgenmesi ve
devaminda melanin otopolimerizasyonu dahil olmak iizere bircok islevi vardir. Asiri
melanin iiretimi derideki hiperpigmentasyon durumu ile iliskilidir (melazma ve efelid
gibi). Dolaywsiyla tirozinaz enziminin inhibisyonu dogrudan hiperpigmentasyonun
kontroliiyle ilgilidir.

L-tirozinin, Tirosinaz enzimi ile L-DOPA’ya ve L-DOPA’nin dopakinon’a

yiikseltgenme reaksiyonu Sekil 15°de gosterilmistir.

OH

OH (@)
Tirozinaz Tirozinaz
o o OH o (@)
NH, 1/20, 1/20,
OH NH, NH,
OH OH
L-tirozin L-DOPA DOPAKkinon

‘\—/
,/\
HO N OH HO H OH

DOPAchrome LeucoDOPAchrome

Sekil 15. L-tirozinin L-DOPA’ya doniisiim mekanizmasi. (Satooka ve Kubo, 2011).
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1.7.2.3. p-Laktamaz inhibisyonu calismasi
B-Laktamaz enzimi bakteriler tarafindan p-laktam antibiyotiklerine kars1 direng
mekanizmasinin bir pargasi olarak {iretilir. Bu aileye ait ¢ok sayida laktamaz enzimi (EC
3.5.2.6) tanimmlanmistir. Enzim B-laktam yapisinda bulunan amid bagmimn hidrolizini
verimli sekilde gergeklestirir (Sekil 16). B-Laktamaz inhibitorleri klinik agidan 6nemlidir.
Bu Onem bakterilere karsi [B-laktam antibiyotiklerinin yaygmn sekilde kullaniminda
yansitilmistir. Glivenli profilleri ve kanitlanmis klinik etkinlik sayesinde bu antibiyotikler
cok sayida bulasici hastaliklarin tedavisinde yogun kullanilmaktadir. Dolayisiyla yeni
laktamaz inhibitorlerinin arastirilmast hem klinik ag¢idan hem de ticari potansiyeli

nedeniyle olduk¢a onemlidir (Atta-ur-Rahman ve ark., 2005).

R—HN _
J;'/S beta-laktamaz '~ 1N S
o) - O O|t| -
COO" COO

Sekil 16. p-laktamaz enziminin amit bagmi hidroliz tepkimesi (Atta-ur-Rahman ve ark.,

2005).

1.8. Sitotoksisite Denemesi

Sitotoksisite, medikal etken bir maddenin hiicreler iizerindeki zararli etkilerini
saptamaya yoOnelik olarak olusturulmus, hizli, duyarli bir yontemdir ve tiim medikal
denemeler icin gereklidir. Sitotoksisite MTT yontemi, Trypan blue (TB) yontemi,
Sulforhodamine B (SRB) yontemi, WST yontemi ve klonojenik yontem ile dlgiilebilir.
MTT yoOntemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik yontemle
nicel olarak saptanabilmektedir. Bu yOntem saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT
boyasinin tetrazolyum halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (McGahon ve
ark., 1995; Scinto ve Daftner, 2000). Bu reaksiyon frajil bir mitokondriyal enzim olan
siiksinat dehidrojenaz enziminin aktivitesine bagimlidir. Tetrazolyum halkasinin
parcalanmasi1 sonucu soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan iiriiniine
dontismektedir. Tetrazolyumun formazona doniisiim {riinleri NADP ve NADPH’in
indirgenmesi ile olusur. NADH dehidrojenazlar birincil olarak solunum doniisiimiiniin

enerji Uretim reaksiyonunda (glikoliz, TCA ¢evrimi ve oksidatif fosforilasyon) gorev
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alirlar. NADPH dehidrojenaz ise birincil olarak biyosentezdeki indirgeyici reaksiyonda
gorev alir. MTT yonteminde canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenazi, tetrazolyum
halkasini boler ve MTT sitotoksisite yontemi hiicrenin, tetrazolyum tuzunu formazon
iirliniine ¢evirebilme yetenegini dlger. Sonug olarak canli ve mitokondri islevi bozulmamis
hiicreler mor renkte boyanmakta, 0li ya da mitokondri islevi bozulmus hiicreler
boyanmamaktadir. Bu yontem, hiicrelerin MTT boyasiyla inkiibasyonu, ¢oken reaksiyon
irliiniiniin ¢ozlnilir hale getirilmesi ve reaksiyon irlinliniin kolorimetrik olarak 6lgtimii

basamaklarindan olusmaktadir (Yamada ve ark., 1977).

1.9. Humulus lupulus L.

Serbet¢i otu, ‘mayaotu’ olarak da bilinir. Kendirginler (Cannabinaceae)
familyasindan, tirmanici bir bitkidir. Koni bigiminde, sarimsi, yesil veya sarimsi esmer
renkli, kozalak goriiniisiinde ve 3-4 cm uzunlukta, disi ¢igek durumlaridir. Anayurdu
Avrasya ve Kuzey Amerika’dir. Tiirkiye’de Kuzey Anadolu’da seyrek olarak rastlanir.
Bira endiistrisi i¢in Avrupa’da genis Olgiide tarimi yapilan bitki, lilkemizde ayni amagcla
Bilecik ve Bursa yorelerinde iiretilmekte, ayrica Kuzey Anadolu’da kendi kendine dogada
yetisen serbet¢i otu Ornekleri seyrek de olsa goriilmektedir. Tiirkiye’de yabani olarak
yetisen tiirlerin kimyasal yapis1 heniiz arastirilmamistir. Istah agici, idrar soktiiriici,
terletici, ates diisiirticii vb etkilere sahiptir (Baytop, 1998; Davis 1965-1988). Bitkinin yas

ve kuru 6rnekleri Sekil 17°de gosterilmistir.
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(d)

Sekil 17. Humulus lupulus L. (a) Darica Koyii yol kenarinda, bitkinin sarmasik seklinde
agaca sarilmis hali, (b) dalindan sarkarken ki hali, (¢) yol boyunca olgun kozalaklar1 bulup,

topladiktan sonra traktorle tasima ani, (d) Herbaryum 6rnegi.

1.10. Cannabinaceae Familyasi

Daha 6nceden Cannabaceae simdilerde ise Cannabinaceae olarak adlandirilan aile iki
evciklidir. Cigekleri aktinomorfik (radyal olarak simetriksel)’tir. Siniflandirma sistemleri
1990 yilindan 6nce Cronquist (1981) ve Dahlgren (1989) kaynaklara ekledim tarafindan
tipik olarak asagidaki aileleri iceren Urticales Onciiliigiinde tanimlanmistir. Molekiiler bir
Tir’tin evrimi ile ilgili ¢alisma 2002 yilinda oy ¢okluguyla yosun, mantar ve bitkiler igin
siiflandirilan Uluslararasi kod kurallar1 altinda soy agaci su sekilde ¢ikartilmigtir (Sytsma

ve ark., 2002) (Sekil 18).

32



BOLUM 1 — GiRIiS

Ferah COMERT

— Ulmaceae

Urticalean Cannabaceae s.1.

——— Aphananthe

\ Celtidaceae

Lozanella. ———»

——— Paraspania /

Ptereoceltis

Cannabis

Cannabaceae

L Humulus /

_ Urticaceae

L Moraceae

Sekil 18. Cannabinaceae familyasinin siniflandirilmasi (Anonim).
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BOLUM 2

ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Botanik Bilgi

Humulus lupulus L. bir yer alt1 kok kaynagmm kok sapindan her bahar yeniden
biiyliyen ¢ok yillik bir bitkidir. Sarmasik seklinde dallari ile her y1l ince uzun, tirmanici, 6-
9 m’ye kadar uzayan bir bitki olarak tanimlanmistir (Burgess, 1964; Neve, 1991). Bitki,
diger bitkiler iizerine tirmanmasi nedeniyle Latin terimi lupus’tan tiireyen Lupulus adi ile
yansitilmaktadir (Grieve, 1971). Buna ilaveten Ingilizce yaygm adi ‘’tirmanmak igin’’
anlamli Anglo-Saxon hoppan’dan gelir. Humulus isminin merkezi siiphelidir, ancak bitki
gelisiminde zengin nemli toprak anlamina gelen humus’tan geldigi ortaya atilmistir.
Yapraklar1 koyu-yesil renkli, uzun sapl, 3-5 loblu yiirek sekilli, keskin dise benzer
cikintilidir ve piiriizlii yiizeye sahiptir. Dal {izerinde biri digerinin karsisinda yerini alir,
ancak bazen iist yapraklar dal lizerinde tek tek diizenlenir. Disi ve erkek ¢igekleri ile dioik
(ikievcikli; lireme organlar1 ayr1 canlilara ait) bir bitkidir. Disi ¢igekleri Agustos-Eyliil
aylarinda olgunlastiginda, renkleri parlak yesilimsi-saridan, sari-kahveye dondiigiinde
toplanir. Humulus lupulus L. bira endiistrisinde ham materyal olarak diinya’nin her yerinde

kullanilan, taninmis bir bitkidir.

2.2. Humulus lupulus L. Fitokimyasal Analizleri ve Biyoaktif Bilesenleri

Polifenolik bilesikler ve acil phloroglukozitlerce zengin disi ¢igekleri (serbetci otu
kozalaklar1 veya ‘’serbet¢i otu’’); bira koruyucu ve biraya 6zgii tat ve aromay1 vermek i¢in
biiylik olciide, tedavi edici amaglar icinde uzun zamandir kullanilmaktadir. Geleneksel
tipta kullanilan bitkinin saglik yararlar1 i¢indeki Onemi ile ayni dogrultuda gelisen
Humulus lupulus L., arastirmacilar tarafindan dikkate deger olarak kabul edilmistir.
Yirminci yiizyilin ikinci yarisinda baslayan c¢ogu fitokimyasal calisma, serbet¢i otu
kozalaklarinin ve bitkinin diger kisimlarmin bilesimini incelemek i¢in gergeklestirilmis
olup, flavanonlar, kalkonlar, 1,3,5-trihidroksibenzen tiirevleri (kemikteki kireci yok eden
bir ara¢ olarak kullanilir) gibi farmakolojik olarak 6nemli olan bilesiklerin ayrilip
saflagtirilmas1 ve tanimlanmasina yol agmistir. Son on yil boyunca, in vivo ve in vitro
bircok farmakolojik arastrma geleneksel kullanimlari rapor edilen bitkinin bilimsel

kanitini ortaya koymak i¢in denenmistir.
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Humulus Ilupulus L. bitkisinin olgun kozalaklarindan tanimlanan kimyasal
bilesenlerin temel yapisal siniflar1 terpenler, sert (aci) asitler ve kalkonlardir. Bitki flavonol
glikozitler (kaempferol, kersetin, kersitrin, rutin) (Ségesser ve Deinzer, 1996) ve katesinler
(katesin gallat, epikatesin gallat) (Gorissen ve ark., 1968). agisindan zengindir. Ugucu yag
(serbetci otu kozalak agwrhiginin % 0,3-1,0) icerisinde yiizlerce terpenoid bilesen
tanimlanmistir. Baslicalari: B-karyofillen, farnesen, ve humulen (seskiterpenler) ve mirisen
(monoterpen) (Malizia ve ark., 1999; Eri ve ark., 2000). Sert asitler (serbet¢i otu kozalak
agirhiginin % 5-20) genellikle (serbetci otu kozalak agirligmin % 0,3-1,0) o—asitler ve B—
asitler olarak siniflandirilan phloroglucinol tiirevleridir. Her bir grup 3-, 4-, 5-, veya 6-
karbon okso-alkil yan zinciri igerir. B—asitler, a—asitlerden yapisal olarak farkli prenil
grubuna sahiptir. Sert asitler, bitki i¢erisinde ¢esitli bilesim ve derisimlerde bulunur. Temel
a—asitlerden humulon (toplam a—asitlerin % 35-70), kohumulon (% 20-65) ve adhumulon
(% 10-15); P—asitlerden lupulon (toplam B —asitlerin % 30-55), kolupulon ve adlupulondur
(Sekil 20). Serbetci otu sert asitlerinin biyosentezi, izomerizasyonu, yiikseltgenmesi ve
bozulmas1 genis dlciide calisilmistir (Verzele ve DeKeukeleire, 1991; Fung ve ark., 1997;
Goese ve ark., 1999). Humulon’un hulupon’a ylikseltgenmesi reaksiyonu Sekil 19°de

gosterilmistir.

O,

hulupon

Sekil 19. Hop B-asitlerinin huluponlara yiikseltgenmesi (Cleemput ve ark., 2009).

Yiiksek pH degeri ve yiiksek sicaklikta, a—asitler daha kararli ve daha sert olan iso-a-

asitlere izomerlesir.
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a-asitler B-asitler

OH

CH,CH(CH3), CH,CH(CHs),

Humulon (H)

Lupulon (L)

CH(CHj3), CH(CH)
3/2

Kohumulon Kolupulon

CH(CH3)CH,CH, CH(CH3)CH,CH

Adhumulon Adlupulon

Sekil 20. Hop ac1 asitlerinin kimyasal yapilari (Zanoli ve ark., 2008).
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Ucucu yag ve sert asitlerin yani sira birgok prenilflavonoid tanimlanmistir. (Stevens
ve ark., 1997). Termal davranis ve yiiksek sicaklikta prenilflavanon olan isoksantohumol’a
(IX) doniigebilen en oOnemli bilesik kalkon ksantohumol’dur. (XH) (bitkinin kuru
agrrhiginin % 1°’nden fazla) (Stevens ve ark., 1998, 1999). Boylece iso-ksantohumol,

bitkideki temel prenilflavonoidtir.

Kuzey Amerika ve Bati Asya’da yetisen bitkinin bazi ¢esitlerinde tanimlanan bir
kalkon da ksantogalenol’diir (Stevens ve ark., 2000). 2’,4’,6°,4-tetrahidroksi-3’-C-
prenylkalkon, genellikle desmetilksantohumol (DMX) olarak adlandirilan bilesik bitki
icerisinde var olan ¢ogu flavonoidin 6n maddesi olarak nitelendirilir. (Chadwick ve ark.,
2006). Kimyasal izomerlesme vasitasiyla, rasemik 6-prenilnarinjenin (6-PN) ile birlikte
bitkinin temel Ostrojeni olarak tanimlanan 1:1 rasemat (4)-8-prenilnarinjenin’i (8-PN)
meydana getirir. (Hansel and Schulz, 1988). Ksantohumol’un ve diger prenillenmis
flavonoidlerin kimyasal, biyolojik aktivite ve biyoteknolojik yonii son zamanlarda yeniden
gozden gecirilmistir. (Stevens ve Page, 2004). Disi ¢iceklerden olgun kozalaklara gelisimi
boyunca o-asitler, f—asitler, DMX ve XH seviyeleri gitgide artar, toplanma orani bitkinin
cesidine ve iklimsel kosullara baghdir. (De Keukeleire ve ark., 2003, 2007). Bitki
yapraklar1 ugucu bilesenler igerir, ancak kozalaklarindaki miktardan daha azdir (<0.05 %)

(Langezaal, 1993). Bilesenlerin kimyasal yapilar1 Sekil 21°de gdsterilmistir.
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HO OCH, OH
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R1=H R2=H (2a)
R 1= Prenil R2=H (2b)
RI=H R2=Prenil (2¢)

I OH
OCH; O
HO
OH |O
o OH CI
O ‘ OCH; O
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OCH; o

(©)]

(@)

J

(1) Ksantohumol, (2a) narinjenin, (2b) 6-prenilnarinjenin, (2c) 8-prenilnarinjenin (3)
isoksantohumol, (4) mikrobiyal doniisim {riini, (E)-2’-(2’”’-hidroksiisopropil)-
dihidrofurano[2’°,3":4°,3°]-2’,4-dihidroksi-6’-metoksikalkon,

(5) 2°,3’dihidroksantohumol, (6) pirano-ksantohumol tiirevi, 2°°,2°’-dimetil-3°’,4°’-
dihidropirano [2°°,3°’:3°,4°]2’,4-dihidroksi-6’-metoksikalkon, (7) pirano-ksantohumol
tiirevi, 2°°,2”’-dimetil-3"’,4°’-dihidropirano [5°°,6":2°,3"]4,4’-dihidroksi-6’-metoksikalkon.

Sekil 21. Hop bilesenlerinin kimyasal yapilar1 (Gerhduser, 2005).
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2.3. Humulus lupulus L. Bitki Oziitleri

19.ylizy1lin baslarinda bitkinin 6ziitlenmesi ilk olarak su ve etanol icinde denenmistir
(Gardner, 1987), ama genellikle buhar ve karbon disiilfiir’iin kullanimi gibi diger
yontemler rapor edilmistir (Moir, 2000). Serbet¢i otu Oziitlerinin iiretimi recine
bilesenlerinin reaktifligi ve kimyasal yapisinin aydmlatilmasiyla son yiizyilda
gelistirilmistir. Lipofilik yapisindan dolay1 regine bilesenlerini ¢6zmek i¢in kloroform,
aseton, hekzan ve alkolleri igeren etkili ¢oziiciilerin genis bir araligir kullanilmstir.
Deneysel ve klinik calismalarda bitkinin yatistirict etkisi yeterince ¢alisilmamasina
ragmen; Alman Komisyonu E, “’tedirginlik ve endise, uyku bozukluklar1 gibi ruh hali
bozukluklar’’ tedavileri igin serbetci otunu denemistir (Blumenthal, 1998). Ik kez
kemirgenlerde gergeklestirilen inceleme yayimlanmistir (Hénsel and Wagener, 1967).
Aragstiricilar siirtikleyici etkinlik icinde degisim gozlemlememistir. Humulus lupulus L.
‘nin farkl 6ziitleri fareler lizerinde denenmistir (Bravo ve ark.,1974). Yazarlar oziitleme
yonteminde kullanilan ¢oziicliniin ¢esidiyle ilgili kendiliginden olan yiiriitiicii etkinlik
icinde bir azalma gozlemlemistir. Eter Oziitii, sulu ve alkollii 6ziitler ile karsilastirildiginda
en etken olamidir. Baska bir ¢alismada etanolik ve CO, 0ziitlerinin yatistirict etkisi
incelenmistir. Her iki Oziitte kendiliginden olan lokomotor aktivitiyi azaltmig, merkezi
yatistirict etkiyi teyit eden ketamin-uyarilmis uyku zamanimi arttirmis ve viicut sicakligmi
azaltmustir (Schiller ve ark., 2006). Aniol ve Zolnierczyk (2008), stiperkritik karbondioksit
Oziitlemesinin ardindan hop asitlerin uzaklastirilmasiyla kalan kisim iizerinde ¢alismalar
yapmislardir. Harcanan bitki metanol, etanol, aseton ve hekzan ile oda ve kaynama
sicakliklar1, ultrasonik oOziitleme gibi farkli kosullar altinda 6ziitleme islemine tabii
tutulmustur.  Ayrilan  asitlerin  yiizdeleri uygulanan c¢oziiclilerin  polaritelerine
dayandirilmistir. Kaynayan ¢o6ziicii igcinde 60 dk. oziitleme ile en iyi sonuglar etanol ve
metanol (% 80’den fazla)’den elde edilmistir. Hekzan 6ziitii (% 30) ise daha diisiik sonug
vermistir. Humulonlarin isohumulonlara hizli doniistimii asir1 1sitilmis su buharinda 121

C’de gozlenmistir (Aniol ve Zolnierczyk, 2008).

2.4. Humulus Lupulus L. Bilesenlerinin Ostrojenik Ozelligi

Bir¢ok fitokimyasal incelemeler Ostrojenik esaslart inceleme amaci ile
gerceklestirilmistir. Nastainczyk (1972) tarafindan ilk olarak ‘’serbet¢i otu pro-Gstrojeni’’
adlandirilmis; ardindan 8-PN ve 6-PN’ nin bir karisimi olarak kararlastirilmistir (Hénsel ve
Schulz, 1988). Ostrojenik ozellik gosteren bir serbetci otu polifenolik ayrimin farkli
bilesenleri (XH, IX, 6-PN, 8-PN) arasinda; Ishikawa hiicrelerinde bazik fosfataz etkinligini
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uyarmak i¢in Ostrojenik etkinlik yetenegine dayali, duyarl bir biyo deneme kullanilarak in
vitro Olgiimde 8-PN, yiiksek etkinlik gostermistir (Milligan ve ark., 1999). Bazi
calismalarda 8-PN’nin yiiksek Ostrojenik etkisi; sigcan délyatagi sitosoliinde bir radioligand
bagli deneme iginde Gstrojen reseptorleri ile etkilesmesi yetenegine dayandirilmistir. Diger
bir deyisle XN aktif degilken, IXN aktiftir; 6-PN ¢ok diisiik 6strojenik aktivite (<1/100 of
8-PN) gostermistir. Overk ve ark.,lar1 (2008)’nin yaptiklar1 calismada; Humulus lupulus L.,
saf bilesenleri IXN ve 8-PN ile Trifolium pratense (kirmizi yonca) nin in vivo 9strojenik
etkileri karsilastirilmistir. Humulus Lupulus ve T. Pratense sigan rahmi lizerinde 0strojenik
etkiye sahip degilken, 8-PN sican sivisi, karaciger ve memeli salgi bezinde Olciilmiis ve
saptanmistir. Esit dozlarda insan tizerinde bir etkiye sahip oldugu bu nedenle kadinlarda
geciktirici  etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmiistir (Overk ve ark., 2008). 8-
prenilnarinjenin, halen bilinen en 6nemli fitodstrojenlerden biri olarak nitelendirilmistir

(Zanoli ve Zavatti, 2008).

2.5. Humulus Lupulus L. Bilesenlerinin Antikanser Ozelligi

Son on y1l boyunca birgok in vitro calisma kemoterapdtik ajanlar olarak serbet¢i otu
bilesenlerinin olas1 etkinligini degerlendirmek icin gergeklestirilmistir. Serbet¢i otu
bilesenleri arasinda Ksantohumol, karsinojenlerin in vitro baslama, yilikselme ve ilerleme
safhalarmi engelleyen olarak goriindiigii i¢in baslica kabul edilmistir, bundan dolay1 genis
spektrumlu kemokoruyucu ajan olarak goriilmektedir. (Stevens and Page, 2004; Gerhéuser,
2005a; Colgate ve ark., 2007). Gerhduser ve ark. (2002)’lar1 tarafindan da XN’in
antikarsinojenik Ozellikleri rapor edilmistir. Son yillarda bitkinin potansiyel kanser
kemoterapotik etkinliklerinin yani swra Ostrojenik Ozellikleri incelendi ve bitkiden elde
edilen bazi etken bilesiklerin ¢ok ilgi gosterdigi kabul edildi. Bunlar arasinda,
ksantohumol, kanser engelleyici mekanizmalarin kan spektrumuna sahip bilesik olarak

kanitlanmistir (Zanoli ve Zavatti, 2008).

2.6. Humulus Lupulus L. Bilesenlerinin Antioksidan, Antibakteriyel,
Antifungal ve Antiviral Ozelligi
Antioksidan kapasite farkli reaktif oksijen tiirlere dayali yedi farkli metod ile
tanimlanmistir. XN, tek oksijen sogurma kapasitesinin (SOAD) yani sira, toplam oksijen
radikal sogurma kapasitesi (ORAC-toplam) i¢inde yiiksek etki géstermistir (Yamaguchi ve
ark., 2009).
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Humulus lupulus L. Oziitlerinden dogal olarak elde edilen yedi bilesen; acne
vulgaris’i etkileyen ve temel iltihap olusturan bakteriler olarak segilen bes tiir
(Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Kocuria
rhizophila ve, Staphylococcus pyogenes) lizerinde biyolojik etkinliklerinin tanimlanmasi
icin denenmistir. Bitki oziitleri, XN ve lupulonlar tiim tiirlere karsi giiclii durdurucu

aktivite gostermislerdir.

Micrococcus, Staphylococcus, Mycobacterium ve Streptomycetes’in bazi tiirlerini
iceren Gram pozitif bakterilere karsi sert asitlerin etkinligi bakteriyel hiicre duvari ile
molekiillerin hidrofobik kisimlarmin etkilesiminden dolay1 birinci membran sizintisina yol
actig1 sanilmaktadir (Teuber ve Schmalreck, 1973). Ksantohumol’un, Staphylococcus
aureus ve Streptococcus mutans Gram pozitif bakterilerini engelledigi gosterilmistir
(Gerhéauser, 2005). o—asitler, antibakteriyel aktivitenin yan1 sira dengeli kopiirmeye katkida
bulunan, bira endiistrisinde kullanilan bitkinin kalitesi i¢cin ¢ok Onemli bilesiklerdir.

(Verzele ve De Keukeleire, 1991).

Sert asitlerin, Candida albicans, Trichophyton, Fusarium ve Mucor tlrlerine karsi
antifungal etkisi rapor edilmistir. Ozellikle 100 pg/mL‘nin en diisiik inhibitdr derisimini
(MIC) gosteren humulonlar, Trichophyton ve Mucor tiirlerine karst lupulonlar’ dan (MIC
> 200 pg/ml) daha etkin, Staphylococcus tiiriine (MIC = 6.25 pg/ml vs. 3.13 pg/ml) karsi
daha az aktif bulunmustur (Mizobuchi and Sato, 1985). XN ve 6-PN, Trychophyton spp.
(MIC = 3.13 pg/ml) ve Staphylococcus aureus (MIC = 6.25 pg/ml)’ a karst ¢cok aktif
ajanlar olarak tanimlanmais, ancak diger insan patojenik mantarlarma (Candida albicans ve
Fusarium spp.) (Mizobuchi ve Sato, 1984) kars1 etkinlik gostermemistir.

Ksantohumol, ECsy (20,74 pg/mL) degeri ile PMBC i¢indeki HIV-1 ¢ogalmasini
engellemistir. Rekombinan HIV-1 ters transkriptaz’in etkisi ve HIV-1 girisi XN tarafindan
engellenmemistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar XN’un HIV-1’e kars1 etkili
oldugunu ve ilging yol gosterici bir bilesik olarak calistigini1 6ne stirmektedir. (Wang ve

ark., 2004).

2.7. Humulus Lupulus L. Bilesenlerinin Toksikolojik Analizleri

Toksikolojik c¢aligsmalar; hayvanlarda, 500°den 3500 mg/kg‘a degisen oranlarda
farelere agiz yoluyla uygulanmistir (Hénsel ve ark., 1993). Ksantohumol (5x10~* M)’un 4
hafta laboratuar faresine agizdan uygulamasi ana organ islevleri, protein, yag ve

karbonhidrat metabolizmasma etki etmemistir (Vanhoecke ve ark., 2005b). Ustelik

41



BOLUM -2 ONCEKi CALISMALAR Ferah COMERT

kopeklerde humulon tiirevlerinin subkronik (kronik ve yar1 hadarasi) agizdan uygulamasi
bu maddelerin genis koruyucu kenarlarin1 gosteren toksisitenin Ozel isaretleri ile

iligkilendirilmemistir. (Chappel ve ark., 1998).

Tam kesilen sican karaciger parcalarinda; XN’un antigenotoksik etkileri, comet
deneyi kullanilarak incelenmistir. XN’un, koruyucu etkisinin mekanizmasinin ¢ok agik
olmamasina ragmen; etkin sekilde IQ ve BaP’in genotoksisitesine ve oksidatif DNA
hasarma kars1 DNA’y1 korudugu belirtilmistir. Sonuglar XN un, taze karaciger dokularinda
antigenotoksik etkilerini ve kanser koruyucu potansiyeli i¢in ilave kanit sagladigmi

gostermektedir. (Plazar ve ark., 2008).

Dietil eter ile 6ziitlenen serbet¢i otu tanecikleri I1Q tarafindan uyarilan mutasyonlara
kars1 antimutajenik etki gostermistir. Kolon kromatografisinin ardindan devam edilen yari-
preparatif HPLC ile tanimlanan XN’un (E4d ayrimi), 10 pg/mL derisimde, insan karaciger
timoric HepG2 hiicreleri ile memeli deneme sistemlerinde 1Q uyarilmis DNA hasarmin
olusumunu tamamen 6nlemistir (Kac ve ark., 2008).

Mosmann (1983), tarafindan belirtilen yonteme gore XN’un, sitotoksisitesi HepG2
insan karaciger timorii hiicreleri kullanilarak MTT deneyi ile yapilmistir. Hiicrelerdeki

DNA hasari, XN tarafindan engellenmistir (Plazar ve ark., 2007).

2.8. Humulus Lupulus L. Bilesenlerinin Kromatografik Analizleri

European Pharmacopoeia (Avrupa ilag katalogu, 2004) ve British Pharmacopoeia
(Ingiliz ilag katalogu, 2007), serbet¢i otu (Lupuli flos) mikroskopik ve kromatografik
tanimlama denemelerini rapor etmektedir. Kozalaklarm ince Tabaka Kromatogramlari, 254
nm deki UV 1s1ginda incelenmis ve XN, humulonlar ve lupulonlar’dan dolay1 bir¢ok i¢ ice

gecmis bantlar gozlenmistir.

XN’in tanimlanmasi i¢in Yiiksek Ayirmali Sivi Kromatografisi ile donma noktasi
oziitlemesinin kavramu {izerine bir metod gelistirilmistir. Oziitleme ortamu olarak iyonik
olmayan yiizey aktif madde (surfaktan) olan Triton X-114 secilmistir. Degiskenleri
etkileyen CPE belirlenmis ve en uygun hale getirilmistir. Ksantohumol’un yiiksek
Oziitleme tirtinii; pH 5,0 da Triton X-114 (v/v)’un % 2,5; sodyum kloriir (w/v)’iin % 15,70
°C sicaklik ve 10 dk’lik bir zamanda elde edilmistir. Bu kosullar altinda, XN limiti, 0,003
mg/L’ dir. Amaglanan metot ¢esitli bira 6rnekleri icindeki XN’in tanimlanmasi i¢in basaril
bir sekilde uygulanmistir. Bu 6rneklerdeki XN’ in igerigi 0,052-0,628 mg/L araliginda olup

% 90,7°den % 101,9’a kadar geri kazanim saglanmistir. Gelistirilen yontem bira i¢indeki
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XN’in Oziitlenmesi ve tanimlanmasi i¢in etkili, yesil, hizli ve ucuzdur (Chen ve ark.,
2010a).

Serbet¢i otu kozalaklarindaki XN, humulon ve lupulonlar’in analizi i¢in yari-
kantitatif TLC metodu belirlenmistir (Hansel ve ark., 1986). Bu serbet¢i otu ve {iriinleri
icindeki XN’in tanimlanmasi igin gelistirilen duyarli HPTLC (YAITK) ydntemine yol
gostermistir (Kac ve ark., 2006). Benzer tanimlama UV veya MS tanima ile HPLC
(YASK) ve mikroemiilsiyon elektrokinetik kromatografisi tarafindan basarilmistir (De
Keukeleire ve ark., 2003; Vanhoenacker ve ark., 2000). XN ve IXN, farkli ticari hop
irtinlerinde  HPLC/DAD ve HPLC-ESI-MS/MS tarafindan tanimlanmistir. 8-PN’in
tanimlanmasi i¢in, elektrosprey iyonizasyon ile HPLC-MS kullanilarak analitik bir yontem

gelistirilmistir (Rong ve ark., 2000).

2.9. Humulus Lupulus L. Bilesenlerinin Hastaliklardaki Rolii

Cleemput ve ark. (2009)’lar1, sert asitlerin biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerinin
yani sira her bir fitokimyasal yoniinli iceren serbetci otu sert asitlerini 6zetlemislerdir.
Kanser, diyabet, kemik ve buna yakin eklemin iltihabi, osteoporoz ve kardiyovaskiiler
hastaliklar1 igeren bircok insan hastaliklarinin engellenmesi ve tedavisi i¢in serbet¢i otu

sert asitleri gosterilmistir (Sekil 20).
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Sekil 22. Hop ac1 asitlerinin belirgin gruplarinin 6nemli biyolojik 6zellikleri (Cleemput ve

ark., 2009).

a- ve P- asitler kanser iligkili ve iltihabi; iso-a-asitler, dihidro-iso-a-asitler,

tetrahidro-iso-a-asitler, hekzahidro- iso-a-asitler ise yag/seker metabolizmasi ve iltihabi

hastaliklarin1 onlemede etkilidirler (Cleemput ve ark., 2009). Serbetci otu bitkisinin

merkezi sinir sistemi (CNS) diizeyindeki etkisi ve buna ilaveten uyku bozukluklarindaki

faydalar1 laboratuar hayvanlar1 iizerinde c¢alisilmig, ama sonuglar bazen ¢eliskili olup

tekrarlanan incelemeler gerektirmektedir (Zanoli ve Zavatti, 2008).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller
3.1.1. Kullamlan kimyasallar
« Cozicu olarak; hekzan, diklorometan, etilasetat, aseton, metanol, etanol, DMSO

Merck ve Sigma-Aldrich firmalarindan temin edilmistir.

o,

« Biyoaktivite calismalari i¢in;

= o-Kimotripsin (Sigma, C4129-1G), N-Siik-Fenil-p-nitroanililit (Sigma,
S2628-1G), Tripsin (bovin pankreasindan) (Sigma, T8003-1G), Na-Benzoil-DL-arjinin-4-
nitroanilit hidrokloriir (Sigma, B4875-500MG), Papain (papaya lateksinden) (Sigma,
P3375-25@G), Tirozinaz (Mantar tirozinaz) (Sigma, T3824-500 KU), L-Tirozin (Sigma,
T3754-100G), penisilinaz  (Sigma, PO0389), nitrocefin  (Calbiochem-484400),
karboksipeptidaz A (Sigma-C9268) Enzim ve substratlari Sigma-Aldrich firmasindan

temin edilmistir.

* Tris (hidroksimetil)aminometan (Trizma base, minimum %399,9 titrasyon,
Sigma), Sodyum kloriir (Sigma, S7853), MgCL.6H,O (Sigma, 2670), LiCl (Sigma-
213233-100g), potasyum fosfat monobazik, KH,PO, (Sigma, 04243), sodyum fosfat
dibazik dihidrat, Na,HPO4.2H,O(Sigma, 04272) enzim ¢alismalarinda kullanilan tampon

¢ozeltiler igin gerekli kimyasallar Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmigtir.

= MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir, M5655)
Sigma firmasindan temin edilmistir.

+ Antioksidan ¢aligmalari i¢in;

* Trolox (Sigma Aldrich, 238813-5g), DPPH (Sigma Aldrich D9132-1),
(Kersetin, Sigma Aldrich, Q4951-10g), (Neokuprein, Sigma aldrich, NI1501-1g),
Ce(IV)Siilfat, (Sigma, 359009-25¢g), TPTZ, (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazin) (Sigma, 93285-
1g), Ferulik asit (%99), (Sigma, 12,870-8-5g), Folin-Ciocalteu’s Fenol Reaktifi (2N),
(Sigma, F9252-100 mL), Silikajel 60 (0,063-0,200 mm), (70-230 mesh), (Merck, 107734-
1000), TLC silikajel 60 Fas4, DC Kieselgel 60 Fpsq4 (Merck, 105554.0001) Merck ve Sigma

firmalarindan temin edilmigtir.
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3.1.2. Kullanilan cihazlar

+« Dortlii birlesik sistem Sokshelet diizenegi, TERMAL,

+« UV kabini, CAMAG,

+« Doner Buharlastiri, IKA RV 10 control,

+ Combi flash Rf Teledyne ISCO,

+ Acculab, ALC-210.4, Germany, Hassas Terazi,

% TESCO-KIPA MC09 220-240 V-50Hz Rondo-dograyici,

«+ Perkin Elmer lamda 25 UV spektrofotometre,

« HPLC-UV Dionex Ultimate 3000 preparatif HPLC (1sin-iki kutuplu lamba)

3.2. Deneysel Yontemler

3.2.1. Bitkinin toplanmasi ve tanimlanmasi
Humulus lupulus L.
Familya: Cannabinaceae

Bitkinin toprak tstii kisimlari, Eyliil 2010 tarihinde olgunlagsma doneminde yani
fitokimyasal igerigi en yogun oldugu donemde toplanmistir. Toplama islemi yapilirken
yeterli ornek miktar1 homojen bir sekilde toplanmis ve populasyona zarar vermemeye
dikkat edilmistir. Uludag Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Hulusi MALYER tarafindan bitki tanimlamas1 yapilip asagidaki sekilde
Uludag Universitesi HERBARYUM’ una kayit edilmistir (Sekil 17).

Bakikesir: Balikesir-Manyas, Darica Koyii, Yol kenarlari, 55m. 12.09.2010, Belma
AYAN: 32808

3.2.2. Bitkinin kurutulmasi, égiitiilmesi ve depolanmasi

Bitki; toplanir toplanmaz i¢indeki bilesenlerin korunmasi ve mikroorganizma
iremesini engellemek i¢cin kurutma asamasina gecilmistir. Bunun i¢in evin gilines
gormeyen, havadar ve tozlanma olusmayacak bir bolgesi se¢ilmis ve kurutma islemi
bitkinin cinsine bagli olarak tam kurumay1 saglayacak sekilde 2 ay kadar siirdiirtilmiistiir.

T.C. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi Canakkale i1 Miidiirliigii’niin Bitki, Toprak ve Su
Analiz Laboratuarinda Kocintok marka bitki 6gilitme degirmeni kullanilarak 6giitme islemi
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in kozalak, yaprak ve saptan olusan toprak iistii kisimlari

ayrilarak, kozalak ve bitki sap1 6nce nemin uzaklastirilmasi igin 70 °C sicaklikta etiivde
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kurutulduktan sonra degirmende toz haline getirilmistir. Yapraklar elde ufalanmistir.

Ogiitiilen 780 g numune +4 °C de, buzdolabinda saklanmustir.

3.2.3. Bitki orneklerine 6ziitleme isleminin uygulanmasi

Oncelikli amag lipofilik ve kii¢iik molekiil agirlikli bilesikleri (klorofil vb) elde
etmek oldugundan apolardan polara dogru giden ¢oziicii sistemleri uygulanmistir. 100 g
toz haline getirilmis bitki numunesi sirayla apolardan polara giden ¢oziiciiler ile muamele
edilmistir. Bunun i¢in 6giitiilmiis numuneden aldig1 kadar slizge¢ kagidindan hazirlanan
kartusa konulup Sokshelet kolonuna yerlestirilmistir. Ardindan 500 mL’ lik cam balona
350 mL n-hekzan c¢oziiciisii eklenip 1sitict1 yardimiyla bu maddenin buharlagsmasi
saglanmistir. Buharlasan ¢oziicli 6ziitleme kolundan gegerek geri sogutucuya ulasir. Geri
sogutucuda yogunlasan ¢oziicii tekrar oziitleme koluna gelerek kartus icerisinde bulunan
numuneyle etkilesip cam balona geri doner. Bu islem ¢6ziiciiniin alabilecegi tiim maddeler
¢Oziiniip en basta renkli olan sifon rengi berraklasincaya (¢oziicli rengi) kadar devam eder.
100’er g yaprak ve bitki sap1 numuneleri i¢inde Oziitleme islemi uygulanmistir. 100 g
ogiitiilmiis bitkiden elde edilen 6ziitler biyoaktiflik calismalarinda kullanilirken, diger
taraftan da ogiitiilen bitki orneklerine 6ziitleme islemiyle devam edilerek 6ziit miktarlari
cogaltilmistir. Zamkims1 (miisilaj) seklinde elde edilen 6ziitler +4 °C’de buzdolabinda

saklanmstir.

Calisma kapsaminda antioksidan yontemlerinin birbiri arasinda kiyaslanmasi ve
biyoaktiflik denemelerinin hangi aktif 6ziitte daha belirgin olarak saptanacagi amaci ile
bitki (kozalak) orneklerine cesitli ¢oziicliler sirayla uygulanarak farkli oziitler elde

edilmistir (Sekil 23-25).
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Bitki 6rne 1
Hekzan ile etanol ile
Ozitlem
Diklorpetan ile
; ; Metanol
[ Heloran 6ziiti'1] Etilasktat ile

Diklorometan Etilasetat
ozutu oziti

Sekil 23. Bitki 6rneginden elde edilen 4 farkli 6ziit. 1) hekzan, 2) diklormetan, 3) etilasetat

ve 4) metanol (kademeli) Oziitleri.

Bitki 6rne«i
Hekzan ile .
ézii/‘cle/mf/ etanol ile
Aseton ile

[ Hekzan oziiti ] M'et?n"o I
ozutu
Aseton 0zt |

Sekil 24. Bitki 6rneginden elde edilen 2 farkli 6ziit. 1) aseton, 2) aseton sonrasi metanol

Oziitleri.
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%75 etanol

%25 su ile
Bitki 6rnegi > | Etanol+su 6zitu
MeOH ile
Bitki 6rnegi I Dogrudan metanol
ozitil

Sekil 25. Bitki 6rneginden elde edilen 2 farkli 6ziit. 1) etanol-su ve 2) metanol (dogrudan)

Oziitleri.

Hekzan, diklormetan, etiasetat ve metanol ile 6ziitleme islemi bitki yaprak ve sap

numuneleri i¢inde uygulanmustir.

3.2.4.Bitki oziitlerinin aktifliginin DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil) ile nitel
olarak belirlenmesi

Déner buharlastiricida ¢6ziiciisii uzaklastirilip +4 °C’de saklanan Oziitlerin her
birinden bir miktar tartilarak, 10 mL metanolde ¢dziilmiistiir. Cozeltilere Ince Tabaka

Kromatografisi uygulanarak UV spektrofotometresi ile lekeler gdzlenmistir.

Hekzan 6ziitii i¢in;

Hekzan : EtOAc (4:1), (3:1), (2:1) ¢oziicti karisima,

Diger oziitler icin;

DCM : MeOH (4:1), (3:1), (2:1) ¢oziicti karisimi1

Lekeler isaretlendikten sonra 50 mL metanolde hazirlanmis % 4’liik DPPH ¢6zeltisi,
ITK plakalarinin iizerine piiskiirtiiliip 1-2 dakika i¢inde DPPH piiskiirtiilmesiyle mor renkli
olan lekeler aktif oziitlerde parlak sar1 renkli hale gelmistir. Bu sekilde hekzan 6ziitiiniin
organik asitler igerdigi ortama 1-2 damla buzlu asetik asit ilavesiyle kesinlestirilmistir.
Metanol 6ziitleri (dogrudan, kademeli ve aseton sonrast), etanol-su 0ziitii, aseton ve aseton
sonrast metanol Oziitlerinde yogun sar1 renkli parlak lekelerin varlig1 ile bitki kozalak

orneginin aktif dziitleri belirlenmistir. Bitki sap1 ve yaprak numuneleri i¢in lekelerin 254
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ve 365 nm’de pembe renkli olmas1 ve DPPH piiskiirtiilmesiyle de sar1 renkli olmamas1
nedeniyle aktif dziitlerinin olmadig1 belirlenmistir. Bundan sonraki deneysel islemlere aktif

kozalak 6ziitleri ile devam edilmistir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Kozalak 6rnegi aktif 6ziitleri ve 6ziitlerden elde edilen miktarlar

Oziit Oziit miktar1 (g)
Hekzan 14,45
Aseton 11,75
Aseton sonrasi metanol 9,82
Metanol (kademeli) 25,75
Metanol (dogrudan) 38,25
Etanol-su 35,75

3.2.5. DPPH (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) serbest radikal siipiiriicii aktivite
tayini

DPPH ile radikal siipiiriicii aktivite tayini Prof. Sarker S.D.’in danigmanliginda
gergeklestirilmistir. (Shoeb ve Sarker, 2007). Metanolde depo ¢ozeltileri (10 mg/mL)
hazirlanan oOziitlerin seri seyreltmeleri (1-0,0001 mg/mL) (Sekil 26), yapilip her bir
cozeltiden 1’er mL tiiplere alinarak iizerlerine DPPH (8 mg/100 mL)’m metanoldeki
¢ozeltisinden 1’er mL eklenmistir. Ornekler 30 dakika bekletilip 517 nm’de sogurmalari
okunmustur. Sogurmalarin ortalamalar1 alinarak % inhibisyonlar1 hesaplanip derisime kars1
grafige gecirilmistir. %50 inhibisyona yakin olan aktif derisim araligi belirlenmistir.
Belirlenen aktif derisimden 100-900 pL arasindaki tiim hacimler almarak metanol ile 1
mL’ye tamamlanmistir (Cizelge 5). Her bir ¢6zeltiden 500 pL alinarak, 500 uL. DPPH (8
mg/100 mL) 1 metanoldeki ¢ozeltisinden eklenmistir. 30 dakika sonra 517 nm’de okunan
sogurmalarin ortalamalar1 alinarak % inhibisyonlar1 hesaplanip derisime karsi grafige
gecirilmistir. Bu grafikten 1Csy degerler1 belirlenmistir. Standart olarak kersetin
kullanmilmistir. Sogurmada ki diisiis ne kadar biiyiikse antioksidan aktivite o kadar yliksek

demektir.
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1 ml 6rnek +
9 ml metanol

TTTITDIT
aYavyavyavYaYe
] A ] N N

ﬂ-‘_“'\‘-a___-*'\-___—"'-__._-d‘-—-___-/c_a-‘
R

s e —— s ——— N s —— . e
10 1 0,1 0,01 0,001 0,0001
mg/mL.  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mlL  mg/mL

Sekil 26. Seri seyreltmelerin sematik gosterimi.

DPPH radikalini siiplirme aktivitesi reaksiyonu inhibe etme (Onleme) ylizdesi

seklinde ifade edilmek tizere esitlik (1.2)’deki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

% Inhibisyon = [SK - SO / SK] x 100 1.2)
SK: Kontrol (antioksidan icermeyen) drnegin sogurmasi

SO: Ornegin (antioksidan i¢eren) sogurmasi

Cizelge 5. Kozalak hekzan numunesi 0,01-0,001 mg/mL derisim araligmin % 50

inhibisyonu i¢in hazirlanan 6rneklerin miktarlari

0,001 0,002 0,003 0,004 0,006 0,006 0,007 0,008 0,009
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mlL mg/mL mg/mL

0,01 100 pL 200 uL 300 uL 400 L 500 pL 600 pL 700 pL 800 pL 900 pL
mg/mL

MeOH 900 pL 800 pL 700 pL 600 pL 500 pL 400 pL 300 pL 200 pL 100 pL
pL
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Bu ¢ozeltilerin her birinden 0,5’er mL alinarak deney tiiplerine aktarilmis iizerlerine

0,5 mL DPPH ¢ozeltisi (8§ mg/100 mL metanol) ilave edilmistir.

Kor deneme icin; 0,5 mL DPPH ¢ozeltisi + 0,5 mL metanol

3.2.6. Toplam fenolik bilesik miktar: tayini

Toplam fenolik madde miktar: tayini Velioglu ve ark., (1998) tarafindan kullanilan
yonteme gore yapilmistir. Bu amagla taze olarak stok c¢ozeltisi hazirlanan 6ziitlerden, seri
seyreltme ile elde edilen 1 mg/mL derisimdeki ¢ozeltilerden deneme tiiplerine 100 pL
ornek ve 10 kat saf su ile seyreltilmis 0,75 mL F-C reaktifinden eklenip vorteks
karstiricida karistirilmistir. Karisim oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. 0,75 mL
NayCOs (w/v)’ m % 6’lik ¢ozeltisi eklenip karigtirilmastir.

Oda sicakliginda 90 dakika bekledikten sonra sogurmalar UV spektrofotometresi’nde
725 nm’de okunmustur. Standart olarak ferulik asit (0,01-0,05 mg/mL) kullanilmigtir
(Sekil 40). Sonuglar ferulik asit standart egrisi iizerinden mg ferulik asit/100 g 0Ozt
seklinde ifade edilmistir (Boliim 4.2).

3.2.7. (CUPRAC) Bakar(Il) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

Bakir(Il) indirgeyici antioksidan kapasite tayini Glgli ve ark., (2006) tarafindan
kullanilan yonteme gore yapilmustir. 10 M CuCl,, 7,5x10° M neokuproin ¢ozeltileri ve
amonyum asetat tamponundan (pH 7) 1’er mL alinmistir. Uzerine son hacim 4,1 mL olacak
sekilde, x mL 06ziit ¢ozeltisi ve (1-x) mL su ilave edilip iyice ¢alkalanmistir. Kullanilan
hacimler esitlik (1.3)’te goriilmektedir. Tiipler oda sicakliginda agzi kapali olarak 30 dakika
bekletilip 450 nm’de sogurmalar okunmustur. Standart olarak kersetin kullanilmistir.

Sonuglar kersetin esdegeri flavonoid derisimi (QERFC) olarak hesaplanmustir.

I mL Cu(Il) + 1 mL Nc¢ + 1 mL NH4Ac + x mL 6rnek + (1,1-x) mL su (1.3)
Vtoplam: 4,1 mL

1 mg/mL 6rnek cozeltilerden tiiplere sirasiyla;

100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 uL, 500 uL, 600 uL, 700 uL, 800 uL, 900 uL

ve (1,1-x) hacim olacak sekilde iizerine sirasiyla su;

1 mL, 900 uL, 800 uL, 700 uL, 600 uL, 500 uL, 400 uL, 300 uL, 200 uL eklenmistir.
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Cozeltilerin hazirlanmasi: Cu(II) kloriir ¢ézeltisi; 10> M olacak sekilde bakir(IT)kloriirden

(CuCly) 0,066 g tartim almip su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. Amonyum
asetat (NHsAc) tamponu; 1 M (pH=7) olacak sekilde NH4Cl’den 5,25 g ve sodyum
asetattan 8,2 g tartim almip su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. Neocuproin
¢ozeltisi; 7,5x10™ M olacak sekilde (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)’den 0,078 g tartim alinip

% 96’lik etil alkolle 50 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

3.2.8. TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi) yontemi

Orneklerin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in yontem Re ve ark., (1999)'nin
belirttigi teknige gore gerceklestirilmistir. ABTS™ radikal ¢ozeltisi ancak 2-3 giin kararl
halde kalabilmesinden dolay1 analizden 1 gece dnce hazirlanmistir. Radikal ¢ozeltisi, 734
nm’de 0,700 (£0,02) sogurma degeri gozleninceye dek PBS ile seyreltilmistir. ABTS™
radikalinin 734 nm’deki sogurma degeri baslangic sofurmasi olarak kaydedilmistir. 1
mg/mL derisimdeki 6ziitlerden farkli hacimlerde (20<%inhibisyon<80 kuralii saglayacak
sekilde) ABTS™ radikal ¢ozeltisine eklenip 6 dakika boyunca her 1 dakikada sogurma
okunmustur. 6. dakikanin sonundaki sogurma degeri esas almarak % inhibisyon degerleri

esitlik (1.4)’ten hesaplanmustir.

Baslangi¢ sogurma degeri — Son sogurma degeri
% Inhibisyon oran1 = (1.4)

Baslangi¢ sogurma degeri

50 uL Ornek almarak yapilan bu islemler en az 3 kez tekrarlanmis ve inhibisyon
oranlar1 hesaplanarak bunlarin ortalamasi alinmistir. Daha sonra, 6rnek hacmi
degistirilerek 75 pL ve 100 pL hacimlerde aym islemler tekrarlanmistir. Elde edilen
ortalama ylizde inhibisyon degerleri 6rnek hacimlerine (50, 75 ve 100 pL) kars1 bir grafige
aktarilmis ve bu verilere linear regresyon analizi uygulanarak 6rnege iliskin egriye ve bu

egriyi tanimlayan esitlige ulasilmistir.

Analize baslamadan 6nce 2,5 mM Troloks depo ¢ozeltisinden 10 mL’lik 4 o6lgii
balonuna sirasiyla 2, 4, 6 ve 8 mL alinip balonlar PBS ¢6zeltisi ile hacme tamamlanarak,
standart c¢ozeltiler elde edilmistir. Boylece bu standart ¢ozeltilerden 10 pL alinip mikro
kiivet igerisindeki 1 mL radikal ¢6zeltisine eklendiginde mikro kiivet igerisinde sirasiyla 5,

10, 15 ve 20 pM derisimlerde troloks olmasi saglanmistir. Orneklere uygulanan
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spektrofotometrik uygulamalar troloks standartlarma da uygulanip, ortalama inhibisyon
degerleri hesaplanarak troloks derisimine karsi grafige islenmistir. Elde edilen verilere
linear regresyon analizi uygulanmak suretiyle, troloks standart egrisine ve bu egriyi
tanimlayan esitlige ulasilmistir. Sonuglar TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity;
troloks esdeger antioksidan kapasitesi) degeri olarak ifade edilmistir.

ABTS™ radikal ¢ozetisi: 2,45 mM potasyum persiilfat (K,S,0s) iceren 7 mM’lik 10
mL ABTS ¢ozeltisi hazirlanmistir (0,0384 ¢ ABTS bir miktar damitik su ile ¢oziiliir ve
12,25 mM K;S,0s ¢ozeltisinden 2 mL eklenir, hacim damaitik su ile 10 mL’ye tamamlanar).
Bu ¢ozelti, oda sicakliginda ve karanlikta 12-16 saat bekletilerek ABTS™ radikal katyon
¢ozeltisi hazirlanmais olur.

PBS (pH=7.4 tuzlu fosfat tampon ¢dzeltisi): 19 mL 0,2 M monobazik sodyum fosfat

cozeltisi ile 81 mL 0,2 M dibazik sodyum fosfat ¢ozeltisi karistirilarak, iizerine 8,77 g tuz

eklenip hacim 1 L’ye tamamlanmistir.

3.2.9. FRAP (Demir Iyon Indirgeyici Antioksidan Gii¢) yontemi

Benzie ve Strain (1996, 1999)’in diizenlenmis yontemi kullanilmistir. 300 mmol/L
asetat tamponu (pH: 3,6), 10 mmol/L TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazin) ve 20 mmol/L
demir (III) kloriir ¢ozeltisi (40 mmol/L HCI’de) hazirlanmistir.

FRAP calisma reaktifi: Taze olarak 25 mL asetat tamponu, 2,5 mL TPTZ ¢ozeltisi ve
2,5 mL FeCls ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanmistir.

0,5 mL numune (1mg/mL) 3,5 mL damitik su ile karistirthip 1 mL ¢alisma reaktifi
eklenmistir. Karisim 37 °C’lik su banyosunda 10 dakika inkiibasyona birakilmustir. 10
dakika sonunda 593 nm’de sogurma degerleri okunmustur. Standart olarak FeSO4.7H,0O

kullanilmistir (Frankel ve Meyer, 2000; Gong ve ark., 2012).

3.2.10. Diisiik basing¢ sivi kromatografisi (VLC)

Yaklasik 2-3 g hekzan 06ziiti silikajel (Sigma-Aldrich, Kieselgel, 70-230 Mesh) ile
doyurulup kurumasi i¢in iyice karigtirilmistir. Buchner hunisi vakuma baglanarak {izerine
tasli huniye benzeyen kolona, yarisina gelmeyecek sekilde silikajel (Kieselgel, 70-230
Mesh) ve iizerine elde edilen kati1 numune eklenmistir. Silikaya emdirilen numune
doldurulmustur. Yikama islemine 6nce iki kere % 100 hekzan (100 mL) ile baglanmstir.
Ardindan ¢6ziicli polarlig1 % 20, 40, 60, 80 arttirilarak ve son olarak % 100 etil asetat ile
yikama islemi sonlandirilmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. VLC ve VLC sonrasi elde edilen ayrimlarin sematik gosterimi (Kirimer ve ark.,

2002).

Toplamda 7 ayrim elde edilmistir. Coziiciisii ugurulan her bir ayrima n-
hekzan:etilasetat ¢oziicii sistemi tarafindan Ince Tabaka Kromatografisi ile bakilmustir.
ITK plakalar1 kurutulup, iizerlerine DPPH c¢ozeltisi (4 mg/50 mL) piiskiirtiilerek
antioksidan aktivite olup olmadigi nitel olarak renk degisimlerinden belirlenmistir. F3-F7
arasindaki tiim ayrimlar DPPH ¢ozeltisi ile renk degisimine ugramistir. F3, ITK ¢oziici
sisteminde en hizli yiirliyen ayrim olmustur. Tim ayrimlarin ¢oziiciileri doner
buharlastiricida ugurularak siselere bosaltilmis ve icerigindeki bilesenlerin miktarlar1

belirlenmistir (Cizelge 6).

Cizelge 6. VLC sonrasi elde edilen karisim halindeki katilarin miktarlari

Kati F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

Miktar 47, 7mg 148mg 2350mg 805mg 455mg 229 mg 114

3.2.11. Kati faz oziitlemesi (SPE) ve HPLC-UV
Bu islem K-Metanol 6ziitliine uygulanmistir. Bunun i¢in 2-3 g numune silikajel (G60)
ile doyurulup iyice kurutulmustur. Olusan kat1 SPE kolonuna Strata C;s 20 g cartridge

(from Phenomenex) bosaltilmistir. Kati faz kolon diizenegi Nuche erleni {izerine
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oturtularak vakuma baglanmistir. Sirasiyla polarlik arttirilarak asagidaki ¢oziicii sistemi

kullanilmastir.

Metanol : su (200 mL); % 20, % 50, % 80 ve % 100 metanol

% 20 metanol iceren ¢oziicii karisimimdan baglanarak devam eden ayirma islemi
tamamlanip ¢6ziicli fazlas1 doner buharlastiricida ugurulmustur. Kurutulan katilar tartilarak
miktarlar1 belirlenip 20 mg/mL icin c¢ozeltiler hazirlanmistir. Bunun igin katilar
diklorometan icinde c¢oziilmiistiir. ITK ile incelenip DPPH c¢ozeltisi piiskiirtiilerek
antioksidan aktivite gosterip-gostermediklerine bakilmistir. Kat1 faz 6ziitlemesi % 100
metanol ayrimindan elde edilen kati, HPLC-UV dedektdriinde incelenmistir. 97 bar ve 250
pL enjeksiyon hacminde incelenen Ornek icin toplam 8 ayrim elde edilmistir. Coziiciisii

ugurulan katilarm "H-NMR spektrumlar almmuistir (Boliim 4.6).

3.2.12. Kolon Kromatografisi

3.2.12.1. Diisiik basin¢ sivi kromatografisi F3 ayrimi icin uygulanan kolon

kromatografisi

Coziicii sistemi hekzan:EtOAc olarak belirlenen 2100 mg numune az miktarda DCM
ile ¢oziilerek kolona verilmistir. Yikama islemine hekzan (100 mL) ile baslanarak polarlik
% 5 etilasetat ile arttirilarak % 100 olana dek devam edilmistir. Siirekli karisim halinde

gelen ayrimlar tekrar birlestirilerek 4 kez kolona verilmistir.

3.2.12.2. D-MeOH oziitii kolon kromatografisi

Tartilan 30 g numune az miktar metanol ile ¢oziilerek silikajel (Sigma-Aldrich,
Kieselgel, 230-400 Mesh) ile doyurulup, iyice kurutulmustur. Kolonun 2/3’i aymi tip
silikajel ile doldurulduktan sonra numune kolonun iist kismima ilave edilmistir. Polarlig
arttirilan ¢oziicii sistemi yardimiyla yikama islemi gergeklestirilmistir. Ilk (hekzan ile) ve
son yikama (metanol ile) islemi i¢in 500 mL, diger ¢oziicli sistemleri i¢in ise 250 mL

kolona ilave edilmistir. islem basamaklar1 asagidaki gibidir.
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30 g numune

l

Silika ile muamele
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l ! Seryum (IV) siilfat belirteci ile
Kolona doldurma ! . o .
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Hekzan (500 mL)
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Hekzan : DCM —
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DCM
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7 DCM : 1 Aseton

l

DCM : Aseton —» Aseton—» Aseton : Metanol —p Metanol (500 mL)

Ayrimlar

ITK plakalarma seryum (IV) siilfat belirteci piiskiirtiilerek 105 °C’lik etiivde 5 dakika
bekletilip belirlenen lekeler vasitasiyla elde edilen ayni ayrimlar birlestirilmistir (Sekil 69).
Seryum (IV) siilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 5 g seryum (IV) stilfat 25 mL % 98°lik

stilfiirik asit i¢erisinde ¢oziilerek saf su ile 250 mL’ye tamamlanmastir.

3.2.13. Enzim-Aktivite/Inhibisyon Cahsmalar

3.2.13.1. Proteaz inhibisyon ¢calismalari

Bu calisma Atta-ur-Rahman ve ark., (2005)’nin belirttigi yOnteme gore
gerceklestirilmistir. Bu yonteme toplam hacim 200 pL olacak sekilde oOziitlere farkl
hacimlerde eklemeler yapilarak aktif derisimin belirlenmesi saglanmistir (Cizelge 7).
Oziitiinde eklenmesi ile 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilan karigimlarin, substratin
eklenmesinin ardindan spektrofotometrede 410 nm’de sogurmalar1 okunarak PMSF
(fenilmetansiilfonilfloriir) inhibitoriine karsi grafikleri elde edilmistir. 10 ve 1 mg/mL’lik

cozeltiler derisik geldiginden dolayi istenilen grafikler elde edilememis ve bundan sonraki
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enzim-aktivite/inhibisyon c¢alismalarina 1/5 seyreltilen ¢ozeltiler iizerinden devam
edilmistir. Proteaz bilinyesinde tiim enzim caligmalar1 i¢in ayni1 hacimler kullanilmistir
(Karboksipeptidaz A 254 nm, digerleri 410 nm’de okunmustur). Tartilan 6ziit miktarlar1

asagida listelenmistir.

« Hekzan 6ziitii: 567 mg

« Aseton 0ziitli: 366 mg

« Aseton sonrasi metanol 6ziitii: 522 mg
« Etanol-su 6ziitii: 525 mg

«» Metanol (kademeli) 6ziitii: 624 mg

«» Metanol (dogrudan) 6ziitii: 657 mg)

Cizelge 7. Farkli 6ziit derisimlerine uygulanan enzim ve substrat hacimleri

Oziit Enzim Tampon Oziit Substrat Toplam
derisimleri ¢Ozelti hacim
10 mg/mL SuL 135 uL 10 uLL 50 uL 200 pL

1/10 10 uL 80 uL 10 uL 100 uL 200 pL
seyreltilmis

1/5 10 uL 130 uL 10 uL 50 uL 200 pL
seyreltilmis

37 °C’de 10 dakika
1.Enzim: o —Kimotripsin, (61 Unit/mg kat1), (65 Unit/mg protein)

0,34 mg tartild1 (22,1 Unit). 200 uL 50 mM Tris-HCl pH 7,5 tampon c¢ozeltisinde
hazirlanmistir. Son hacim 110 U/mL olmustur.

Substrat: N-Siiksinil-Fenil-p-nitroanilit
18,23 mg tartildi. 5 mL 50 mM Tris-HCI1 pH 7,5 tampon ¢6zeltisinde hazirlanmastir.

Tampon ¢o6zelti hazirlanmast: Tris-HCI 50 mM (1,21 g) ve L-sisteinyum kloriir ImM
(0,035 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢oziilmiistiir, 100 mM pH 8,07 olan EDTA.Na,
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tampon ¢ozeltisinden (4 mL) eklenmistir. pH metre ile ayarlama yapildiktan sonra toplam

hacim 200 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmaistir.
2. Enzim: Tripsin, (10000 Unit/mg kat1)

0,49 mg (4900 Unit) tartildi. 1 mL 50 mM Tris-HCl pH 7,5 tampon c¢ozeltisinde

hazirlanmstir.
Substrat: Na- Benzoil-DL-arjinin-4-nitroanilit hidroklortir

4 mM i¢in 8,7 mg tartildi. 5 mL 50 mM Tris-HClI pH 7,5 tampon ¢d6zeltisinde

hazirlanmstir.

3. Enzim: Papain, (1,5-10 Unit/mg katr)

1 mg tartildi. 250 pl 50 mM Tris-HCI pH 7,5 tampon ¢6zeltisinde hazirlanmaigtir.
Substrat: Nao- Benzoil-DL-arjinin-4-nitroanilit hidroklortir

10 mg tartilarak 500 mL 50 mM Tris-HCI pH 7,5 tampon ¢6zeltisinde hazirlanmaistir.
4.Enzim: Karboksipeptidaz A, ( =50 unit/mg protein)

20 pL enzim, 230 pL LiCl (% 10, w/v) ¢ozeltisinde hazirlanmustir.

Substrat: Hippuril-L-Fenilalanin

4,55 mg tartilarak 2030 mL 1M Tris-HCI (pH 7.5) tampon ¢6zeltisinde hazirlanmustir.

Tampon ¢ozelti hazirlanmasi: Tris-HC1 1M (24,228 g) ve sodyum kloriir 0,5 M (5,84 g)

tartilarak bir miktar saf suda ¢oziilmiistiir. pH ayarlamasinin ardindan toplam hacim 200
mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmastir.

96 kuyucuklu plakada okuma 254 nm igin yapilamadigi icin kiivet kullanildi.

3.2.13.2. Tirozinaz inhibisyon ¢calismasi
Enzim: Tirozinaz, (3610 Unit/mg kat1)
0,5 mg tartildi, 1 mL 0,1 M, pH 6.8 fosfat tamponunda hazirlanmistir.

Substrat: L-Tirozin
6,16.10” g tartilarak 0,1 M, pH 6.8 fosfat tamponunda hazirlanmustur.

Tampon ¢ozelti hazirlanmasi: NaH,PO4.2H,0 (0,558 g) ve Na,HPO4 (0,253 g) tartilarak

bir miktar saf suda ¢6zlilmiistiir. pH ayarlamasinin ardindan toplam hacim 500 mL olacak

sekilde saf su ile tamamlanmistir.
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Proteaz inhibisyon ¢aligmasinda oldugu gibi ayn1 hacimler kullanilmistir (Cizelge 7).
25 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra spektrofotometre ile 475 nm’de sogurmalar

okunmustur.

3.2.13.3. p-laktamaz inhibisyon ¢aliymasi
Enzim: Penisilinaz, (1,5-3,0 U/mg protein)

5,5 mg tartilarak 1 mL 100 mM fosfat tampon (pH 7) ¢ozeltisinde hazirlanmustir.
Substrat: nitrosefin

I mg tartilarak 50 pL. DMSO + 4950 puL 100 mM pH 7 fosfat tamponu ¢ozeltisinde
hazirlanarak 30 °C’de bekletilmistir.

Tampon ¢bzelti hazirlanmasi: Potasyum fosfat monobazik KH,PO4 (0,685 g) ve Sodyum
fosfat dibazik dihidrat Na,HPO4.2H,0 (0,34 g) tartilarak bir miktar saf suda ¢6ziilmiistiir.

pH ayarlamasinin ardindan toplam hacim 50 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanmaigstir.

Cizelge 7°de oldugu gibi ayni hacimler kullanilmistir. 10 dakika inkiibasyondan
sonra spektrofotometre ile 495 nm’de sogurmalar okunmustur. Enzim aktivite ¢aligmalar1

Sekil 28°de gosterilmistir.
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(b)

Sekil 28. (a) enzim, 0ziit ve tampon ¢ozeltilerinin 96 kuyucuklu plakaya ekilisi (renksiz),

(b) substrat ekledikten sonra, reaksiyon bitiminin ardindan ger¢eklesen renk degisimi.
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3.2.14. Serbetci Otu Bitki Oziitlerine Uygulanan Sitotoksisite Calismalar

3.2.14.1. Hiicre kiiltiirii medyumunun hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii ortami DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) i¢ine L-
Glutamin son derigimi 0,2 mM ve FCS son derisimi % 10 olacak sekilde ilave edilmistir.

Tiim bilesenler 0,22 pum steril siizgecten siiziilerek steril edilmistir.

3.2.14.2. FCS hazirlanmasi
FCS (Fetal Calf Serum) —20 °C’de saklanip tagmmasi soguk zincirle yapilmustir.
Stok serum ilk kullanimdan once 56 °C’de 1 saat 1s1 ile etkisizlestirilmis ve tekrar -20

°C’de saklanmigtir.

3.2.14.3. PBS tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi
Tablet seklinde temin edilen PBS ( Fosfat Tampon Tuzu), her tableti 100 mL ddH,O

(¢ift damutilmis) ile hazirlanmustir, otoklavlanip 2-8 °C’de saklanmustir.

3.2.14.4. Calismada kullanilan hiicre soylar

Bu ¢alismada kullanilan insan karaciger karsinomu (Hep3B) hiicre hatti Cardiff
Universitesi Dr. Ramji'den saglanmistir. Insan kolon karsinom (HT-29) hiicre hatt1 Ankara
Sap Enstitiisii’'nde, Hiicre Bankasi sorumlulugunda olan ve Avrupa Kiiltiir Koleksiyonlar1
Organizasyonu iyesi olan Hayvan Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu (HUKUK)’ndan
saglanmustir. Hiicre hatlar1 15 mL ortamda 75 cm’® flasklarda, igerisinde 0,2 mM L-
Glutamin ve % 10 FCS iceren DMEM ortamui icerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak

iretilmistir.
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(b)

Sekil 29. a) Hep3B (Insan hepatoma) hiicre hatt1, b) HT-29 (Insan kolon kanseri) hiicre
hatti.
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3.2.14.5. Hiicre soyunun baslatilmasi

Uzun donemde -80 °C’de saklanan hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi i¢in -80 °C’den
¢ikarilan hiicreler 37 °C sicakhigindaki su banyosuna alinip hizlica ¢oziinmeleri
saglanmistir. Coziinen hiicreler % 10’luk FCS igeren ortama alinip, alt iist edilmistir ve
1000 devir/dk hizda 5 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan ¢dzelti uzaklastirilip, olusan
pellet ortamda ¢oziilmiistiir ve flasklara ekim yapilmistir. Flasklar etiketlenip 37 °C, % 5

CO; igeren inkiibatore konulmustur.

3.2.14.6. Hiicrelerin biiyiitiilmesi
Hiicreler 15 mL medyumda 75 cm? flasklarda, igerisinde 0,2 mM L-Glutamin ve %
10 FCS igeren DMEM ortamu igerisinde haftada 1 kez rutin pasaj yapilarak iiretilmistir.

3.2.14.7. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yiizeyi % 80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki medyum
uzaklastirlmustir. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikanip 75 cm® flasklar igin 3 ml Tripsin-
EDTA ile tripsinizasyon yapilmistir. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum eklenip 1000
rpm'de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriilmistiir. Siipernatant uzaklastirilip, pellet
ortamda ¢oziilmiistiir ve flasklara ekim yapilmustir. Flasklar etiketlenip 37 °C, % 5 CO,

iceren inkiibatére konulmustur.

3.2.14.8. Canl hiicrelerin belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve hiicre sayim

Toplam hiicre slispansiyonun mililitresindeki hiicre sayis1 hesaplamak i¢in {izeri 25
kiigiik kareye ayrilmig, Imm”® alan, 0,1 mm derinligi olan ve boylelikle toplam hacmin
hesaplanabildigi hemositometre (Sekil 30) lam1 kullanilmistir. Canli ve 6lii hiicreleri ayirt
etmek i¢cin 10 pL hiicre slispansiyonu esit hacimde trypan blue (1:1 seyrelme oraninda) ile
3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilip sayim yapilmistir. Maddelerin uygulamasindan
once 96 kuyulu kiiltiir kaplarmma her kuyu i¢in 50000 hiicre olacak sekilde trypan blue
uygulamasi ile sayilarak konulmus ve hiicrelerin bulunduklari yiizeye tutunmalar1 i¢in 24

saat beklenmistir.
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Sekil 30. Hemositometre

Siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayisi i¢in esitlik (1.5)’ten faydalanilir.

Toplam canli hiicre say1si/mL = hemositometre sayim sonucu x 2 x 10° (1.5)

3.2.14.9. Maddelerin uygulanmasi

24 saat sonunda hazirlanan ana depo ¢ozeltiler (1mg/mL) 0,22 mikronluk siizgecten
gecirilerek steril edilmistir. Daha sonra 0,1 mg/mL ile 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanan
10 farkl derisimden 50 pL her bir kuyucuga uygulanmistir. Her bir madde i¢in i¢inde
¢oziildiigi DMSO ve/veya PBS kontrol olarak uygulanmistir. Tartilan 6ziit miktarlari

asagida listelenmistir.

% Hekzan 6ziitii: 416 mg

% Aseton oziitli: 385 mg

% Aseton sonras1 metanol 6ziitii: 342 mg
»  Metanol (kademeli) 6ziitii: 657 mg

% Metanol (dogrudan) 6ziitii: 375 mg

% Etanol-su oziitii: 290 mg

Canli hiicrelerin ve 6rneklerin 96 kuyucuklu plakaya uygulanmasi islemi Sekil 31°de

gosterilmistir.
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(b)
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(d)

Sekil 31. (a,b,c) Canli hiicrelerin 96 kuyucuklu plakaya ekilmesi, (d) orneklerin

uygulanmasi iglemi.
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3.2.14.10. MTT denemesi

20 pL MTT cozeltisi her bir kuyuya uygulanmis ve hiicrelerin MTT yi metabolize
etmeleri icin 37 °C’de 4 saat beklenmistir. Ortam uzaklastirilmustir. 0,004 M HCI iceren
isopropanol uygulanarak olusan Formazan kristalleri ¢oziilmesi i¢in kuyucuklar

calkalanmis ve hiicrelerin 570 nm dalga boyunda sogurma degerleri alinmistir.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. DPPH (Serbest Radikal Siipiiriicii Kapasite) Sonuclar

DPPHe kararl bir serbest radikaldir. Kararli bir diamanyetik molekiil olusturmak i¢in
bir elektron veya hidrojen radikalini biinyesine kabul eder. Boliim 3.2.4’de belirtildigi
iizere, antioksidan ile DPPH¢*’in olusturdugu reaksiyon karisiminin gosterdigi sogurma ne
kadar diisiik ise antioksidanin serbest radikal giderme kapasitesi o kadar yiiksek demektir.
DPPHe radikalinin ortamdaki miktarmin azalmasi ile sogurmanin azalmasi belli bir
antioksidan derisimine kadar dogru orantilidir. Sogurmanin diismesinin sebebi radikal ile
antioksidan molekiillerin reaksiyonu sonucu hidrojen baglanmas1 ile radikalin
giderilmesidir. Farkli derisimlerdeki serbetci otu 6ziitleri ve standart i¢in elde edilen DPPH
radikali siipirme kapasitelerinin % inhibisyon cinsinden hesaplanan antioksidan

aktiviteleri Cizelge 8’de goriilmektedir.

Cizelge 8. 517 nm’de sogurmalar1 Olgiilen oOziitlerin esitlik (1.2)’ten hesaplanan %

inhibisyon degerleri

Derisim Hekzan Aseton A.S. K- D- Etanol-su  Kersetin
(mg/mL) Metanol  Metanol Metanol
1 % 79 % 78 % 87,5 % 25,17 % 18,68 - % 92,2

0,1 % 85,5 % 23,2 % 18 % 89,76 % 62,7 % 65,07 9% 92,6

0,01 % 55 % 3 - % 33,41 % 54,78 % 51 % 90,7
0,001 % 4,5 - --- % 7,4 % 9,1 % 7,83 % 12,4
0,0001 % 5,2 - - % 4,24 % 2,54 % 1,53 % 2,24

--- negatif deger olarak verilecektir.

% 50 inhibisyona yakin derisimlerin 1Csy degerini bulmak i¢in kullanildigr Bolim
3.2.4’de belirtilmistir. Ornegin D-Metanol 6ziitii i¢in 0,01-0,001 mg/mL derisim araliginda
% 54,78 inhibisyondan daha kiiciik olan % 50 inhibisyon degeri oldugu bilinmektedir

69



BOLUM -4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ferah COMERT

(Cizelge 8). Bu amagla D-Metanol oziitii 0,01 mg/mL’lik ¢ozeltisine Cizelge 5’de ki
uygulamalar yapilarak 517 nm’de sogurmalar1 okunup, esitlik (1.2)’ten % inhibisyonlar1
hesaplanmistir. 0,001-0,009 mg/mL derisim araligina karst % inhibisyonlar1 grafige
gecirildiginde ise 0,009 mg/mL derisimde % 51,1 inhibisyon ile ICsy degerine sahip oldugu
goriilmiistiir. Sonug olarak D-Metanol 6ziitii [Cso= 0,009 mg/mL’dir.

Baska bir ifadeyle 1Csy degeri bulmak istedigimizde; 0,001-0,009 mg/mL derisim
araligma kars1 sogurmalar1 grafige gecirildiginde elde edilen y = mx+n denkleminde y
yerine Ol¢iilen maksimum sogurmanin yarisi yazilip denklemde x ¢ekildiginde ¢gikan deger
ICsp degeri olarak ifade edilmistir. D-Metanol 6ziitii grafiginden elde edilen y= -46,683x +
0,8306 denkleminde °’y’’ yerine 0,396 yazildiginda 1Cs50=0,00932 pg/mL olarak
belirlenmistir. Bu sekilde sonucun saglamasi yapilmis olur. Oziitlerin ve standardm ICs

degerleri Sekil 32-38’de gosterilmistir.
Metanol (dogrudan) 6ziitii i¢in ICso degerinin hesaplanmasi:

y=-46,683x + 0,8306

!

0,396 =-46,683x + 0,8306  (0,8306/2 = 0,396)

!

x =0,00932 pg/mL  (ICs4=0,00932 pg/mL)

Diger oziitlerinde iki sekilde ICsy degerleri hesaplanmis ve bu sekilde saglamalari

yapilmistir.
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SD (hata degeri): 0,04039; (P<0,0001).

Sekil 32. Serbet¢i otu hekzan Oziitiiniin DPPHe radikali temizleme kapasitesi. Grafik
numune derisimi 517 nm’deki sogurmaya kars1 grafige gecirilerek elde edilmistir, aktivite
kontroliin sogurmasini (en yiiksek sogurma) yariya diistiren numune derisimi (ICsp) olarak
ifade edilmistir (ICso =0,00867+0,0007 mg/mL). Degerler ortalama =+ standart sapma

olarak verilmistir.

71



BOLUM -4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ferah COMERT

0 2 4 6 8 10
0,9 : : : 10
0,8 48

y=-6,5622x+1,012

@ o R=0,98 ]

g 6

o~
p—
w
p—
< 06
é 4
o
A 054
2

0,4
T T T T T T T T 0
001 002 003 004 005 006 007 008 009 0,110

Derisim (mg/mL)
SD (hata degeri): 0,03719; (P=0,00061).

Sekil 33. Serbetci otu aseton oOziitiiniin DPPHe radikali temizleme kapasitesi. Grafik
numune derisimi 517 nm’deki sogurmaya kars1 grafige gecirilerek elde edilmistir, aktivite
kontroliin sogurmasini (en yiiksek sogurma) yariya diistiren numune derisimi (ICsp) olarak
ifade edilmistir (ICsp =0,0914+0,0069 mg/mL). Degerler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir.
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SD (hata degeri): 0,04427; (P=0,0007).

Sekil 34. Serbet¢i otu aseton sonrast metanol Oziitiiniin DPPHe radikali temizleme
kapasitesi. Grafik numune derisimi 517 nm’deki sogurmaya kars1 grafige gecirilerek elde
edilmistir, aktivite kontroliin sogurmasini (en yiiksek sogurma) yariya diisiiren numune
derisimi (ICsp) olarak ifade edilmistir (ICsp =0,0492+0,0044 mg/mL). Degerler ortalama =+

standart sapma olarak verilmistir.
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SD (hata degeri): 0,03915; (P=0,00059).

Sekil 35. Serbet¢i otu metanol (kademeli) 6ziitiiniin DPPHe radikali temizleme kapasitesi.
Grafik numune derisimi 517 nm’deki sogurmaya kars1 grafige gecirilerek elde edilmistir,
aktivite kontroliin sogurmasii (en yiiksek sofurma) yariya diigsiiren numune derisimi
(ICsp) olarak ifade edilmistir (ICso =0,044+0,0035 mg/mL). Degerler ortalama + standart

sapma olarak verilmistir.
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SD (hata degeri): 0,02432; (P< 0,0001).

Sekil 36. Serbetci otu metanol (dogrudan) 6ziitliniin DPPHe radikali temizleme kapasitesi.
Grafik numune derisimi 517 nm’deki sogurmaya kars1 grafige gecirilerek elde edilmistir,
aktivite kontroliin sogurmasini (en yiiksek sofurma) yariya diigsiiren numune derisimi
(ICsp) olarak ifade edilmistir (ICso =0,00934+0,0005 mg/mL). Degerler ortalama + standart

sapma olarak verilmistir.
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SD (hata degeri): 0,03405; (P=0,00019).

Sekil 37. Serbet¢i otu etanol-su Oziitlinlin DPPHe radikali temizleme kapasitesi. Grafik
numune derisimi 517 nm’deki sogurmaya kars1 grafige gecirilerek elde edilmistir, aktivite
kontroliin sogurmasini (en yiiksek sogurma) yariya diistiren numune derisimi (ICsp) olarak
ifade edilmistir (ICsp =0,0787+0,0057 mg/mL). Degerler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir.
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SD (hata degeri): 0,04901; (P<0,0001).

Sekil 38. Kersetin’in DPPHe radikali temizleme kapasitesi. Grafik numune derigimi 517
nm’deki sogurmaya kars1 grafige gecirilerek elde edilmistir, aktivite kontroliin sogurmasini
(en yiiksek sogurma) yariya diisiiren numune derisimi (ICsp) olarak ifade edilmistir

(IC50=0,00475+0,0005 mg/mL). Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Bitki oziitlerinin etkinligi DPPH ile nitel olarak Bolim 3.2.3’de belirtilmisti.
Buradan elde edilen sonuclar dogrultusunda DPPH c¢ozeltisi piiskiirtiildiigiinde 6zellikle
aseton, aseton sonrasi metanol ve etanol-su Oziitlerinin parlak sar1 renkli hal almasi bu

Oziitlerin diger Oziitlere géore DPPH ile daha etkin oldugunu diistindiirmiistii.
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Sekil 39. Serbetci otu 6ziitleri ve standartin DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri.

Sekil 39’de gorildigii lizere, standart antioksidan olan kersetinin DPPHe radikali
stipiiriicii etkisi Oziitlere gore daha yiiksektir. Serbetci otu aseton ve etanol-su Gziitlerinin
DPPH?- radikali siipiiriicii etkisi ise standart ve diger oziitler arasinda en diisiiktiir. Aseton

sonras1 metanol 0ziiti ise iki pozitif degeri oldugu i¢in grafikte yer bile edinememistir.

Bu yontemde bir antioksidan i¢in 6lgiilen ICso degeri ne kadar kiiciik ise antioksidan
etkisi o kadar yiiksek demektir. Sekil 4.1-7’de goriilecegi iizere DPPH radikalini siiplirme
kapasitesi Kersetin > Hekzan 06ziitli > D-metanol 6ziitii > K-metanol 6ziitli > Aseton
sonrast metanol Oziitli > Etanol-su 0ziitli > Aseton 0ziitli swrasini izlemektedir. Siitun

grafiginde bu siralama ayrica gosterilmistir (Sekil 40).
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*Kersetin standart olarak verilecektir.

Sekil 40. Oziitlerin DPPH yontemi ile belirlenen ICso degerlerinin siitun grafigi.

4.2. Toplam Fenolik Bilesen Miktar Tayini Sonuclan

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam fenolik bilesik tayininde en sik
kullanilan standart bilesik gallik asittir. Toplam fenolik bilesen miktar1 Velioglu ve ark.,
(1998)’nin  uyguladigr yonteme gore yapildigindan, standart olarak ferulik asit
kullanmilmistir. Ferulik asit standart grafigi (Sekil 41) ve Olglilen sogurmalar1 (Cizelge 9)
goriilmektedir. Oziitlerin depo ¢dzeltileri sogurmalarda 1’in iizerinde degerler verdigi i¢in

I mg/mL’lik ¢ozeltilerinin 725 nm’deki sogurmalar1 dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 9. Ferulik asit derisimleri ve 725 nm’de 6lgiilen sogurmalari

Derisim (mg/mL) Sogurma (725 nm)
0,01 0,0523
0,02 0,1035
0,03 0,1256
0,04 0,1535
0,05 0,1838

0,20
0,18—-
0,16—-
0,14—-

0,12

0.107 y = 3,13x+0,02984

R=0,99

Sogurma (725 nm)

0,08

0,06

0,04

! T ! T ! T T !
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Ferulik asit (mg/mL)

SD (hata degeri): 0,00842; P<0,00132.

Sekil 41. Toplam fenolik bilesen tayininde kullanilan Ferulik asit standardi ¢alisma grafigi.
Ferulik asit standart grafiginden elde edilen dogru denklemi

Sogurma= 3,13 (Toplam fenolik bilesen (Ferulik asit)) + 0,0298 (1.6)

Esitlik (1.6) kullanilarak oziitlerin 100 pL  Orneklerindeki Ferulik asit degerleri
hesaplanmistir ve baslangictaki toplam 6ziit miktarina gecilerek toplam fenolik bilesen

miktarlar1 belirlenmistir.
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Cizelge 10. Serbet¢i otu 6ziitlerinin toplam fenolik bilesen miktarlari

Numune (6ziit) Fenolik bilesen icerigi (mg ferulik asit/100 g 6ziit)
Aseton sonrasi metanol 687,89 + 18,39

Aseton 1338 +34,29

Hekzan 1344 + 31,52

Kademeli Metanol 4244 + 88,74

Dogrudan Metanol 8343 + 158,39

% 75 EtOH + % 25 H,O 9079 + 187,83

* Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Bolim 3.2.4 ve Cizelge 4’de 100’er g bitkiden elde edilen o6ziitlerin miktarlar1
belirtilmistir. 10 mg/mL depo ¢bzeltileri ve seyreltme etkenide dikkate alinarak hesaplanan

fenolik bilesen miktarlar1 goriilmektedir (Cizelge 10).

8000

[«2]

o

o

o
|

mg ferulik asit/g Oziit
N
o
o
o
|

2000

hekzan EtOAc aseton A.S.MeOH EtOH-su MeOH D-MeOH
Oziitler

Sekil 42. Oziitlerin fenolik bilesen iceriklerinin (mg ferulik asit/g 6ziit) siitun grafigi.
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Etanol-su ve D-Metanol 6ziitleri fenolik bilesen acisindan en zengin 6ziitler olarak
belirlenmislerdir. Etilasetat 6ziitii DPPH yontemiyle az da olsa aktiflik gostermistir. Ancak
etilasetat Gziitiine, sadece CUPRAC yontemi uygulanmistir. Etilasetat ziitiine igerigindeki
fenolik bilesen miktarini belirlemek amact ile denemesi yapilmistir ve (Sekil 42) siitun

grafiginde de goriildiigii lizere fenolik bilesen icerigi en az olan 6ziit, etilasetat 6ziitlidiir.

4.3. CUPRAC (Cu(Il) indirgeyici Antioksidan Kapasitesi) Sonuclari

CUPRAC yontemi; 1 mg/mL ornek c¢ozeltilerden alinan dokuz farkli derisime
uygulanarak, aktif derisim araliklar1 belirlenmistir (Bolim 3.2.7) ve standardin derigime
kars1 sogurma grafikleri ¢izilerek grafiklerin egimleri oranlanmistir. Bu ¢alismada Kersetin

icin elde edilen grafik gdsterilmistir (Sekil 43).

0 2 4 6 8 10
. : . : . : . : . 10
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~ 0,8
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5h 0,5 R=0,99 44
e
w -
0,4 4
1 42
0,3 1
| [ ]
0,2 1
T T T T T T T T T T T 0

. —
00 o1 02 03 04 05 06 07 08 09
Kersetin 10(-5) M

SD (hata degeri): 0,02091; P<0.0001.

Sekil 43. CUPRAC tayininde kullanilan kersetin standardi ¢alisma grafigi.
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Fenolik bilesiklerin molar absorplama katsayilar1 (¢) CUPRAC yontemine gore
molar derisim-sogurma arasmndaki kalibrasyon egrilerinin egimleri hesaplanarak elde
edilmistir. Grafikteki her bir dogrunun egimi kersetin i¢in elde edilen dogru denkleminin

egimine oranlanmis ve QRcuprac degerleri elde edilmistir (QREFC) (Cizelge 10).

0 2 4 6 8 10
T \ T \ T \ T \ 10
1,0
m o 48
084 y=1,4193x+0,01571
g R=0,9973
> -6
g 06
g y=1,04393x+0,015036
R=0,9972 H4
5 04 n ’
S
N [ ]
02- ° 12
®  Hekzan
® Kersetin
0.0 — 1T r T - 1 r T T 1T - T T 1T T T 0
00 o1 02 03 04 05 06 07 08 09
Derisim (mg/mL)

Sekil 44. Hekzan 0ziitii ve standart olarak kullanilan kersetinin farkli derisimlerine

uygulanan spektrofotometrik CUPRAC yonteminin sonuglari.
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Sogurma (450 nm)
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0,0 f 7 T T — T T T 1 0
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Derisim (mg/mL)

Sekil 45. Aseton 0ziitii ve standart olarak kullanilan kersetinin farkli derisimlerine

uygulanan spektrofotometrik CUPRAC yonteminin sonuglari.

84



BOLUM -4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ferah COMERT
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Sekil 46. Aseton sonras1 metanol Oziitii ve standart olarak kullanilan kersetinin farkli

derisimlerine uygulanan spektrofotometrik CUPRAC yonteminin sonuglari.
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Sekil 47. Metanol (kademeli) 0Oziitli ve standart olarak kullanilan kersetinin farkli

derisimlerine uygulanan spektrofotometrik CUPRAC yonteminin sonuglari.

86



BOLUM -4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ferah COMERT
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Sekil 48. Metanol (dogrudan) oziitii ve standart olarak kullanilan kersetinin farkli

derisimlerine uygulanan spektrofotometrik CUPRAC yonteminin sonuglari.
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0 2 4 6 8 10
1,1 v T T T T T T T 10
] O—- m  Etanol-su
"~ 1| ® Kersetin
0,94 -8
= 0,8
g ]
5 079 y=1,04393x+0,15036 16
< 064 R=0,9972
g() 0,5 44
o -
ZIrys y = 1,139x-0,5905
1 R =0,9976
0,3+ —42
0,2
0,1 7 T 7 T 7 T 7 T 7 0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Derisim (mg/mL)

Sekil 49. Etanol-su 0ziitii ve standart olarak kullanilan kersetinin farkli derisimlerine

uygulanan spektrofotometrik CUPRAC yonteminin sonuglari.
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Sekil 50. Etil asetat 6ziitli ve standart olarak kullanilan kersetinin farkli derisimlerine

uygulanan spektrofotometrik CUPRAC yonteminin sonuglari.

DPPH yontemiyle etkinlik gdstermeyen etil asetat oziitine CUPRAC yontemi
uygulanmistir. EtOAc oOziitlinlin icerdigi fenolik bilesen miktar1 diger oziitlerden daha
azdwr. (Etilasetat 170,5 + 4,05 mg ferulik asit/g 6ziit) DPPH yontemiyle de ¢ok aktif
bulunmamis olup sadece CUPRAC yontemiyle denemesi yapilmistir. Standartta oldugu
gibi dogrusal olarak artis gostermistir (Sekil 50).
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0 2 4 6 8 10

T T T 10
1,04
y=1,96314x-0,4106 - 8
~ 081 y=2186x-0,101 R=0,99
g R =0,9998
S% 16
S'_/ 0,6 1
£
S 0,4
&0 y=1,314x-0,4826 |4
75 R=0,9973
0,24
B K-Metanol 12
® D-Metanol
0,01 A.S.Metanol
T T T T T T T T T T T T T T T T T 0

o1 02 03 04 05 06 07 08 09
Derisim (mg/mL)

Sekil 51. Metanol (dogrudan), Metanol (kademeli) ve A.S.Metanol 6ziitlerine uygulanan
spektrofotometrik CUPRAC ydnteminin sonuglari.
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0 2 4 6 8 10
T T T T T 10
104 ®  Etanol-su ||
’ ® D-Metanol
-8
08 y = 1,139x-0,5905
g R =0,9976
o -6
<& 06+
<
§0 y=2,186x-0,101 4
X 0,4 R =0,9998
75
02 12
O’O I T I T I T I I T I T I T I 0

—
o1 02 03 04 05 06 07 08 09
Derisim (mg/mL)

Sekil 52. Etanol-su ve Metanol (dogrudan) oziitlerine uygulanan spektrofotometrik

CUPRAC ydnteminin sonuglari.

CUPRAC yontemi ile Metanol 6ziitlerinin ii¢liniinde farkli derisimlerde sogurma
verdikleri goriilmektedir (Sekil 51).

D-Metanol 6ziitii daha seyreltik derisimlerde aktiflik gostermis olup daha yiiksek
QERFC degerine sahiptir. A.S.Metanol 6ziitii, Metanol (dogrudan ve kademeli) 6ziitlerine
gore daha derisik derisim aralifinda aktiflik gostermis ve QERFC degeri daha diisiik
bulunmustur (Cizelge 11). Ancak bu sekilde bir yorumlama her zaman yapilamaz.

Etanol-su ve metanol (dogrudan) Oziitleri ise fenolik bilesen igerikleri agisindan
birbirine ¢ok yakidir (Cizelge 10). Bu yontem ile 6rnekteki flavonoid derisiminin kersetin
esdegeri olarak verildigi bilinmektedir. Normal CUPRAC yontemine gore Oziitlerin her
ikiside farkli derisim araliginda aktiflik géstermislerdir. Etanol-su 6ziitlinin 0,1-0,5 mg/mL
derisim aralig1 aktitken; D-Metanol 6ziitiiniin 0,5-0,9 mg/mL derisim aralig1 aktiftir (Sekil
51). Etanol-su 0Oziitiiniin, D-Metanol 6ziitline gore daha fazla fenolik bilesen igermesi
QERFC degerinin en yiiksek olacagi anlamimna gelmedigi gibi, metanol (dogrudan-

kademeli) 6ziitlerinden daha diisiik sonug¢ vermistir (Cizelge 11).
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Sekil 53. Hekzan ve aseton 6ziitlerine uygulanan spektrofotometrik CUPRAC yonteminin

sonuglar.
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Sekil 54. Hekzan ve Metanol (kademeli) 6ziitlerine uygulanan spektrofotometrik CUPRAC

yonteminin sonuglari.
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Hekzan 6ziitii genelde aktiflik gdstermez ve isleme tabii tutulmaz, ama serbet¢i otu
bitkisinin hekzan 6ziitii cogu zaman bitkinin daha polar olan 6ziitleriyle birebir aktivite
gostermis bazen de ilk sirada yer almistir. Bu da igerigindeki antioksidan giicli yiiksek ac1
asitlerin varligindan ileri gelmektedir. Hekzan 6ziitiiniin QERFC degeri aseton 6ziitiine
daha yakindir (Cizelge 11). Bu durum grafikteki, dogrusal artistanda gorilmektedir (Sekil
53). K-Metanol 6ziitiiniin QERFC degeri hekzan 6ziitiine gore daha fazladir; grafiktede bu
durum goriilmektedir (Sekil 54).

Cizelge 11. Oziitlerin CUPRAC ydntemine gdre dogru denklemleri, molar sogurmalar1 ve

QREFC (kersetin esdegeri flavonoid derisimi) degerleri

Oziit Dogru denklemi ¢ (Lmol'cm™) QREFC

Hekzan y=1,4193x+0,01571 1,4193 1,36
R?*=0,9973

Aseton y=1,52143x-0,14686 1,5214 1,46
R?=0,9929

A.S.Metanol y=1,314x-0,4826 1,314 1,26
R?*=0,9973

Metanol (kademeli) y=1,96314x-0,41058 1,9631 1,88
R*=0,9912

Metanol (dogrudan) y=2,186x-0,101 2,186 2,1
R?=0,9998

Etanol-su y=1,139%x-0,5905 1,139 1,11
R?*=0,9976

*Kersetin y=1,04393x-0,015036 1,0439
R?*=0,9972

*Kersetin standart olarak verilecektir.
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Ornek ve standardin antioksidan derisimine karst CUPRAC yontemi ile verdikleri

sogurma grafikleri Sekil 55°de, Oziitlerin siitun grafikleri ise Sekil 56°de topluca

sunulmustur.
Kersetin = Dogrusal (Hekzan)
= Dogrusal (EtOAc) = Dogrusal (MeOH)
= Dogrusal (Aseton) == Dogrusal (A.S.-MeOH)
1 =
©
-
08 | -
o)
v
0,6 -
0,4 -
0,2 -
o Derisim (me/mL)
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Sekil 55. Oziitler ve standardin CUPRAC yontemi ile verdikleri sogurma grafiklerinin

toplu gosterimi.
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2,0 5
= 1,5 -
Q
=
o ]
en
Q
o
O 1,04
QD J
o
0,5
0,0 - T T T
Hekzan Aseton A.S.MecOH K-MeOH D-MeOH EtOH-Su
Oziitler

Sekil 56. Oziitlerin CUPRAC ydntemine gére QREFC (kersetin esdegeri flavonoid

derisimi) degerleri siitun grafigi.

4.4. TEAC (ABTS™ Radikal Giderme Aktivitesi) Sonuglar

TEAC degerinin tayininde Troloks standart antioksidanmin ABTS™ radikalini
stipiirme etkisi Olctlilerek standart calisma grafigi ¢izilmistir (Sekil 57). Siipiirme etkisi %
inhibisyon olarak esitlik (1.4)’ten hesaplanmustir. Orneklerin % inhibisyon degerleri
Cizelge 12-18’de % inhibisyon grafikleri ise Sekil 58-63’de goriilmektedir. Oziitlerin %

inhibisyon degerlerinin ¢akistirilmis halleri ise Sekil 64’de goriilmektedir.
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Cizelge 12. Eklenen troloks miktar1 ve % inhibisyonlar1

eklenen miktar (uL) % inhibisyon
0 0
5 19,23
10 35,27
15 52,105
20 73,3

80
70-
60—-
50—-

40 4

30
y = 3,5895x+0,086

R =0,99887

% inhibisyon

20 +

10 H

-10 , . , . , . , . ,
0 5 10 15 20

Troloks (umol)
SD (hata degeri): 1,55964; (P<0,0001).

Sekil 57. TEAC tayininde kullanilan Troloks standardi calisma grafigi.
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Cizelge 13. Hekzan 6ziit ¢ozeltisi (1 mg/mL)’nden eklenen miktar ve % inhibisyonlari

eklenen miktar (uL) % inhibisyon
0 0
50 15,7
75 23,67
100 30,34

35

30

25+

20 +

15+

% inhibisyon

y=0,30593+0,21886
R =0,99945

10 H

o 20 40 6 8 100
Troloks (umol)

SD (hata degeri): 0,52966; (P=0,00054).

Sekil 58. Serbetci otu hekzan dziitiiniin TEAC yontemi ile belirlenen ABTS™ radikalini

stipiirme etkisi.
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Cizelge 14. Aseton 0ziit ¢cozeltisi (1 mg/mL)’nden eklenen miktar ve % inhibisyonlar1

eklenen miktar (uL) % inhibisyon
0 0
50 17,3
75 25
100 37

40
35
30-_
25

20

15 4
y=0,36194x-0,53429

R =0,9967

% inhibisyon

10 H

-5 I ' I ' I ' I ' I ' I
0 20 40 60 80 100

Troloks (umol)

SD (hata degeri): 1,54059; (P=0,0033).

Sekil 59. Serbetgi otu aseton 6ziitiiniin TEAC yontemi ile belirlenen ABTS™ radikalini

stipiirme etkisi.
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Cizelge 15. Aseton sonrasi metanol 0ziit ¢ozeltisi (1 mg/mL)’nden eklenen miktar ve %

inhibisyonlar1
eklenen miktar (uL) % inhibisyon
0 0
50 25,8
75 37,2
100 50,3
50
40 —
g 30-
2
S
% 207 y = 0,50046x+0,17429
X R =0,9997
10
04
T g T T T " J " J ' )
0 20 40 60 80 100
Troloks (umol)

SD (hata degeri): 0,57396; (P=0,00024).

Sekil 60. Serbet¢i otu aseton sonrast metanol Oziitiiniin TEAC yontemi ile belirlenen

ABTS™ radikalini siipiirme etkisi.
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Cizelge 16. Metanol (kademeli) 6ziit ¢ozeltisi (1 mg/mL)’nden eklenen miktar ve %

inhibisyonlar1
eklenen miktar (uL) % inhibisyon
0 0
50 31
75 45,91
100 60,51
70
60 -
50
g
S, 40
S
S 30
X y = 0,60606x+0,26429
207 R = 0,9998
10
04
T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Troloks (pmol)

SD (hata degeri): 0,46014; (P<0,0001).

Sekil 61. Serbet¢i otu metanol (kademeli) dziitiiniin TEAC ydntemi ile belirlenen ABTS™

radikalini sliplirme etkisi.
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Cizelge 17. Metanol (dogrudan) 6ziit ¢ozeltisi (1 mg/mL)’nden eklenen miktar ve %

inhibisyonlar1
eklenen miktar (uL) % inhibisyon
0 0
50 26,7
75 38,8
100 51,7
60
50
40
=
S
2
S 30
£
X 20+
1 y =0,5161x+0,26857
10 R =0,99982
0 -
T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Troloks (pmol)

SD (hata degeri): 0,51353; (P=0,00018).

+

Sekil 62. Serbet¢i otu metanol (dogrudan) oziitiiniin TEAC yontemi ile belirlenen ABTS’

radikalini sliplirme etkisi.
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Cizelge 18. Etanol-su 6ziit ¢ozeltisi (1 mg/mL)’nden eklenen miktar ve % inhibisyonlar1

eklenen miktar (uL) % inhibisyon
0 0
50 26
75 39
100 48,3

50

40 4

30

20

% inhibisyon

y = 0,4904x+0,74

10 R =0,99792

y T
0 20 40 60 80 100

Troloks (pmol)
SD (hata degeri): 1,65469; (P=0,0021).

Sekil 63. Serbet¢i otu etanol-su dziitiiniin TEAC yontemi ile belirlenen ABTS™ radikalini

stipiirme etkisi.
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Sekil 64. Oziitlerin % inhibisyon degerlerinin toplu gdsterimi.

Bitki oziitleri (1mg/mL)’nden 50, 75, 100 pL alinarak benzer dlgiimler yapildiginda
elde edilen % inhibisyon degerleri Cizelge 12-18’de goriilmektedir. % inhibisyon
grafiklerin egimleri standart grafigin egimine oranlanarak Ornekler icin katsayilar
bulunmustur. Bu yontem i¢in tartilan miktarlarin, seyrelme etkenine bdliinmesi ve buradan
elde edilen sonu¢ ile egimlerin oranlanmasiyla elde edilen katsayilarin ¢arpilmasi

sonucunda Orneklerin Troloks esdegeri antioksidan aktivitesi (TEAC) hesaplanmuistir.

Serbetci otu 6ziitlerinin (50-100 pg/mL) TEAC ydntemi ile belirlenen % inhibisyon
degerlerinin cakistirilmis grafigi gosterilmistir (Sekil 64).

Oziitlerin mM Troloks/g ziit cinsinden hesaplanan TEAC degerleri ise Cizelge 19

de gosterilmistir.

Cizelge 19. Serbet¢i otu 6ziitlerinin TEAC degerleri (mM Troloks/g 6ziit)

Oziitler Hekzan Aseton A.S.Metanol K-Metanol D-Metanol Etanol-su

TEAC degeri 4,48 5,25 7,35 6,34 7,22 6,91
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Cizelge 19°de goriildiigii lizere TEAC degeri aseton sonrasi metanol dziitiinde en
yiiksektir (7,35 mM Tr/g &ziit). Oziitlerin TEAC degerleri (mM Tr/g &ziit) Sekil 65°de

gosterilmistir.

Ornek grafiklerinin egimleri standart Troloks grafiginin egimine oranlandiginda,
radikal molekiil olarak yontemde ABTS kullanildig1 i¢in sonuglar TEACxpts seklinde
ifade edilmistir (Cizelge 20).

Cizelge 20. Serbet¢i otu 6ziitlerinin TEACaprs degerleri

Troloks Hekzan Aseton A.S.Metanol K-Metanol D-Metanol Etanol-su

TEACagTs I 0,085 0,101 0,144 0,17 0,143 0,14

Cizelge 20°de goriildiigii iizere serbet¢i otu hekzan 6ziitli esdeger miktardaki standart
Troloks antioksidaninin etkisinin yaklasik 0,085’1 kadar antioksidan etki gostermistir.

Diger oziitler icinde ayni sekilde yorum yapilabilir (Sekil 66).
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Sekil 65. Oziitlerin TEAC degerleri (mM Tr/g 6ziit) siitun grafigi.
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Sekil 66. Oziitlerin TEACagrs degerleri siitun grafigi.
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4.5. FRAP (Demir Iyon indirgeyici Antioksidan Giic) Sonuclar

Bu yontemde Fe™’i, Fe™*’ye indirgeyen antioksidanlarm hangi 6ziitte daha etkin
oldugu belirlenmis olup, 1 mg/mL Ornek cozeltilere gére sonuglandirilmistir. Standart
olarak 50-1000 uM arasindaki FeSO,.7H,O derisimleri kullanilmistir. Orneklerin FRAP

degerler1 FeSOs mM/g o6ziit seklinde hesaplanmistir. Standardin garfigi Sekil 67°de

verilmistir.
0 2 4 6 8 10
I I I I 10
1,0
8
2 0,8
3
5 0,6 6
B
&0
Q
ae)
3 0,4 4
= y =0,00088x+0,02899
R =0,99464
0,2 5
42
0,0
I T I T I T I T I T I 0
0 200 400 600 800 1000
FeSO4.7H20 (uM)
SD (hata degeri): 0,03302; (P<0,0001).
Sekil 67. FRAP yonteminde kullanilan FeSO4.7H,0 standart grafigi.
Cizelge 21. Oziitlerin FRAP degerleri (mM FeSO,/g 6ziit)
Oziitler Hekzan Aseton A.S.Metanol K-Metanol D-Metanol Etanol-su
FRAP degeri 0,3 0,81 1,5 1,56 1,38 1,34
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Cizelge 21°de goriildiigii izere FRAP degeri en yiiksek olan 6ziit kademeli sekilde
elde edilen metanol 6ziitlidiir. Aseton sonrasi metanol 0ziitii ile aralarinda ¢ok fazla fark
olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 21). Hekzan oziitli ise yapisindaki aci asitlerin
varligindan dolay1 ¢cok diisiik sonu¢ vermis ve TEAC degerleri siralamasinda oldugu gibi

en son sirada yerini almistir (Sekil 68).

TEAC ve FRAP yontemleri genellikle 6ziitlerin icerigindeki vitaminler ile iligkilidir.
Serbetci otu oziitleri fenolik bilesikler agisindan zengin oldugu i¢in bu yontemlerle elde

edilen sonuglar genelde diisiik bulunmustur.

)
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Hekzan Aseton A.S.Metanol K-Metanol  D-Metanol Etanol-su
Oziitler
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Sekil 68. Oziitlerin FRAP degerleri (mM FeSO,/g 6ziit) siitun grafigi.

4.6. HPLC-UV ve 'H-NMR Sonuclar
Kati-faz oziitlemesi % 100 ayrimindan elde edilen kati, HPLC-UV sisteminde

incelenmistir (Boliim 3.2.11).

Basing: 97 bar
Enjeksiyon hacmi: 250 pL
Akis orani: 2 mL/dakika
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Toplam 8 ayrim elde edilip, ilk 30 dakikada aktif bilesenler toplanmistir. 3-4,4
dakika araliginda tiim polar bilesikler elde edilmistir. 10,49; 12,16; 13,39 ve 15,49
dakikalarda gézlenen piklerin aromatik bilesikler (cogunlukla flavonoidler) ve kumarinler,
24,82 ve 29,19 dakikalarda gozlenen piklerin lignanlar, 30,27. dakikada gozlenen pikin

kumarinler oldugu ongoriilmiistiir. HPLC-UV kromatogramlar1 Ek 1-12° de gosterilmistir.

Chen ve ark., (2010); Dhooghe ve ark., (2010) tarafindan UV-VIS spektrumunda
220-450 nm sogurma araliginda gozlenen piklerin XN, IXN, 8-PN ve 6-PN gibi prenil
flavonoidlerine ait oldugu rapor edilmistir.

o,

s HPLC-UV spektrumuna ait pikler temel bilesikleri tanimlamaya yetmektedir.
10,49. dakikada gelmeye baslayan ve 12,16; 13,39, 15,49 (Ek 5-8) ve 30,27. dakikalarda
gelen, 349,6 ve 370 nm araliginda goriilen yayvan pikin ksantohumol bilesigine ait oldugu

belirlenmistir (Ek 11).

o 24,82 ve 29,19. dakikalarda, 292,2 ve 296,7 nm’de gézlenen yayvan pikin
isoksantohumol bilesigine ait oldugu belirlenmistir (Ek 9-10).

< 10,49; 12,16; 13,39, 15,49, 24,82 ve 29,19, 30,27. dakikalarda sirasiyla 201,5,
196,8, 202,1 194,6, 1914, 191,5 ve 194,8 nm de goézlenen piklerin 6-PN ve 8-PN
bilesiklerine ait oldugu belirlenmistir (Ek 5-11).

o,

«» HPLC-UV kromotogramlarindan elde edilen sonuglar dogrultusunda saf oldugu
diistiniilen katilarin alinan "H-NMR spektrumlar1 gosterilmistir (Ek 12, 16-18).

% Ek 12, Kersetin glukozit bilesigine ait bir spektrumdur. *C-NMR spektrumlar1
almamadig1 icin glukozun C-3 veya C-7’de bagh oldugu Ongoriilmiistiir. Kersetin,
kersetin-3-O-glukozit ve kersetin-7-O-glukozit bilesiklerinin  teorik  spektrumlari
karsilagtirma yapmak amacli hesaplanmis ve Ek 13-15’te gosterilmistir.

% Kersetin-3-O-glukozit i¢in hesaplanan teorik "H-NMR spektrumunda;
ppm (8): 7,72, 7,84 (aromatik B halkasi, 2°,6° -H’ler), 7,14 (aromatik ve seker halkasi, -
OH), 7,0 (B halkasi, 5’ -H), 6,44, 6,29 (aromatik A halkasi, 6, 8 -H’ler), 5,87, 4,99, 4,06,
3,66 (aromatik C halkasi, seker yapis1 H’leri) proton pikleri, 5,0 ve 3,31 (MeOD) ¢6ziict
pikleri goriilmektedir (Ek 14).

% Kersetin-7-O-glukozit i¢in hesaplanan teorik "H-NMR spektrumunda;
ppm (0): 6,70 (aromatik ve seker halkast —OH) protonlarim1 gostermektedir (Ek 15).
Kersetin-3-O-glukozit’ten farki; diger pik yerlerinde farklilasma olmamakla birlikte, -OH

protonlar1 yiiksek alana kaymastir.
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o,

« Kersetin glukozit bilesigine ait spektrumda,;

ppm (8): 8-7,5; 6-7; 5,30-5,0 ve 3-4 aras1 pikler goriilmektedir (Ek 12). Kersetin-3-O-
glukozit ve Kersetin-7-O-glukozit bilesik yapilar1 ile Ortiismektedir. Kersetin i¢in
hesaplanan teorik "H-NMR spektrumuda elde edilen saf bilesenin yapismnin kersetin tiirevi
oldugunu dogrulamaktadir (Ek 13).

¢ 3-Hidroksiflavanon bilesigine ait bir spektrum Ek 17°de gosterilmistir. Ancak
coziicli piki 3,33 ppm’de ¢ikmasi gerekirken 1,729 ppm’de ¢ikmustir. Bu nedenle tiim
pikler 1,5 ppm diisiik alana kaymaktadir. 1,5 ppm diisiik alana kayma ile pikler 8,0, 6,82,
6,30, 6,10, 5,20, 4,88, 3,60, 3,40, 3,10 ppm degerlerini alir. Pikler, spektrumda net olarak
goriilmedigi icin tam olarak degerlendirme yapilamamistir. Ancak spektrum bilesigin
karakterisitik piklerini gdstermektedir.

% Temel bilesik rutin olan karisimm 'H-NMR spektrumu verilmistir (Ek 19). Karisim
oldugu icin yap1 net tayin edilememis, ancak 3-4,0 ppm arasi1 ¢oklu pikler yapida seker
halkasmin bagl oldugunu gostermistir. Spektrum rutin bilesiginin yapisini gostermektedir.
Seker halkasinin C3 ve C7’ye bagh oldugu teorik spektrumlar hesaplanmis ve kiyas
bilesikleri olarak kullanilmistir (Ek 20-21).

% C7°de seker halkasi bagl rutin bilesigine ait '"H-NMR spektrumunda (Ek 20).
ppm (0): 8,10 (A halkasi, C5), 7,58, 7,42 (B halkas1 C2’, 3°), 7,0-6,97 ( A halkasi, C6, 8),
5,70 (-OH piki), 3-4,0 (¢coklu pikler, seker grubu), 1,20 (-CH3) piklerini gostermektedir.
Skolmosid gibi bir rutin tiirevine ait spektrumdur.

% (3’te seker halkasi bagli rutin bilesigine ait '"H-NMR spektrumunda (Ek 21)
ppm (0): 7,78 (B halkasi, C2°,3), 6,95 (A halkas1 C3’), 6,62 (-OH), 6,42, 6,30 (C6, 8),
5,46 (C halkasi, C3’e baglh seker protonu), 3-4,0 (¢coklu pikler, seker grubu), 0,95 (-CH3).

% Rutin bilesigine ait bir "H-NMR spektrumu Ek 22°de verilmistir (Anonim1). Teorik
olarak hesaplanan spektrum (Ek 21) ile uyumluluk gostermektedir. Bu spektrumlar esas
alindiginda karisimin spektrumunda (Ek 19) temel bilesenin rutin oldugu goriilmektedir.

+¢ Ksantohumol oldugu diisiiniilen bilesigin spektrumunda (Ek 16)
ppm (0): 7,80-7,50, 6,80, 6,00 5,15, (3,90 karakteristik —OCH3 piki), 5,0 ve 3,31 ¢bziicl
pikleri, 1,80-1,70 aras1 pikler goriilmektedir. Ksantohumol tiirevi i¢in hesaplanan teorik
spektruma goére —OH piki 4,80 civarinda goriilmektedir. Nookandeh ve ark., (2004)
tarafindan ksanthohumol 'H-NMR spektrumu rapor edilmistir. 7,80, 7,68, 7,56, 6,87, 6,09,
5,15, 3,88, 3,20, 1,73, 1,64 ppm karakteristik ksantohumol pikleri rapor edilmistir (500
MHz, MeCN-D,0) (Nookandeh ve ark., 2004). Ek 16 ve 17°de de goriilecegi iizere bilesik

yapist ksantohumol ile ortiigmektedir.
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o,

% Ksantohumol tiirevi i¢in hesaplanan teorik '"H-NMR spektrumunda (Ek 17)

ppm (0): 10,48 (-OH), 7,83, 7,80 (¢ift bag H’ler1), 7,50 (2°, 6’ H’leri), 6,83 (3°, 5’ H’ ler1),
6,04 (A halkasi, C8), 3,80 (-OCHj3), 3,20 (-CH,), 1,72 (-CHj3).

BC-NMR ve 2D-NMR spektrumlar1 alinamadigi i¢in kiyas bilesikleri kullanilarak

karakteristik piklerden ve serbetci otu bilesenlerinden yola ¢ikilarak yapilar 6ngdriilmiistiir

(Sekil 4.33).

(b)

(e)
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Sekil 69. (a) Kersetin-3-O-glukozit, (b) Kersetin-7-O-glukozit, (¢) Rutin, (d) Ksantohumol,

(e) 3-Hidroksiflavanon kimyasal yapilar1.

4.7. Kolon Kromatografisi Sonuclan

Diistik Basing Sivi Kromatografisi (VLC) F3 ayrimi 2100 mg numune i¢in
uygulanan kolon kromatografisinden elde edilen ayni ayrimlarin birlestirilerek silika jel
ilave etmeden 4 kez kolona verildigi Bolim 3.2.12.1°de belirtilmistir. Numune miktarmin
cok az olmasi1 ve bilesenlerin siirekli karisim halinde gelmesi nedeniyle saflastirma islemi
yapilamamistir. Igerigindeki bilesenlerin silika jel ile ayrilamadii goriilmiistiir. Basit
kolon ile yikama yapilarak elde edilen ayrimlarin igerigindeki etkin bilesenlerin sayisi
azaltilmis olup, ayrma-saflastirma islemi, Combi Flash Rf cihazi ile Ci3, C4 gibi silika
kolon kullanilarak gerceklestirilecektir. Diisiik basingli, yiiksek akis hizli ¢alisilan bu
cthazla belirlenilen sogurma araliginda bilesenlerin geldigi piklere gore ayrimlar tek tek
toplanmaktadir. Bu nedenle bilesen sayisi1 azaltilmis ayrimlarin bu sekilde saflastirilacagi
diistiniilmektedir. Baslangic madde miktarida etkili oldugu i¢in aksi durumda uygun
¢oziicli sistemi segilerek ayrimlara preparatif ince tabaka kromatografisi uygulanacaktir.

30 g Metanol (dogrudan) o6ziitiine Bolim 3.2.12.2°de belirtildigi sekilde ¢dziicl
sistemleri uygulanarak yikama islemi gergeklestirilmistir. Ayrimlarin ITK plakalarina
seryum (IV) siilfat belirteci piskiirtiilerek 105 °C’lik etiivde 5 dakika bekletilmesinin

ardindan belirlenen lekeler vasitasiyla elde edilen ayni1 ayrimlar birlestirilmistir (Sekil 70).
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Sekil 70. Hekzan:Etilasetat ¢oziicii sisteminde yiiriitiilen lekeler. F1-6 ve F7-10 (solda) ve
F10,15,20,25 (sagda).

Sekil 70°de goriildiigii iizere F10 hekzan:etilasetat (2:1) ¢oziicii sisteminde oldugu
gibi, (8:2) ¢oziicii sistemiyle ayn1 Rf degerine sahip degildir ve ayrimlar, hekzan:etilasetat
polarliklar1 farkli oranlarda arttirilarak birlestirilmistir. F52-58 itibariyle DCM:Metanol

¢Oziicii sistemi farkli polarliklar1 kullanilmagtir.

Madde miktarina gore segilen kolon yardimiyla ayrimlara; sirastyla hekzan, giderek
artan oranlarda kloroform, kloroform % 100’e ulastiktan sonra aseton, ayni oranda aseton
miktar1 % 100’e ulastiktan sonra metanol (% 100 olana kadar) yikama islemi; ¢ok ¢oziicii
kullanimi, elde edilen ayrim miktarlarmin azhigi, Rf degerlerinin ITK ile belirlendikten
sonra kolonda madde kayb1 olmasi vb nedenlerle uygulanmayarak Combi Flash Rf cihaz1
tercih edilmistir.

Cogu sar1 renkli olan bu ayrimlarin ve ham oziitlerin spektral analizleri GC-MS ve
LC-MS ile yapilmistir (Ek 23-35). Saflastirma islemleri devam etmektedir. Birlestirilen

180 ayrim ve nasil kodlandig1 agagida gosterilmistir.
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Oziit (30 g)
F-180
F1-6 [ .| F103-124
{ F 7-9 F 84-102
F2731 |° g
_ F 75-77
«— [ >
F 32,33 F 61-74
— - | V—
F 37-51 |¢ >
F 52-58
v
F 125-180
4.8. GC-MS Sonuglan
GC-MS analizi (F10-26);
Kolon: VF-WAX ms 60 m x 0,25 mm x 0.25 um
Sicaklik programa: Derece Sicaklik Tutulan zaman (dk)
50 °C 5
5 °C\dk 250 °C 10

o,

« F10-26 ayrim icin uygulanan GC-MS analizi i¢in kullanilan kolonun 6zellikleri
ve sicaklik programu yukarida verilmistir. Igeriginde humulon ve lupulonlarmn (ac1 asitler)
olabilecegi diisiiniilen sar1 jelatinimsi numune i¢in tanimlanan bilesikler verilmistir

(Cizelge 22).
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Cizelge 22. F10-26 ayrimi i¢in uygulanan GC-MS analizi ile tanimlanan bilesikler,

alikonma zamanlar1 ve bdlgeleri (%)

Alikonma Bilesikler Bolge %
zamani
16,22 Kaproik asit, metil ester 1.4
21,85 Kaprilik asit, metil ester 2,2
25,91 Benzaldehit dimetil asetal 1,4
31,04 7,7-dimetoksi, heptanoik asit 1,3
31,88 Adipik asit, dimetil ester 1,3
33,26 Arasidik asit, metil ester 1,3
35,31 Oktanoik asit, 6,6-dimetoksi, metil ester 0,7
36,05 Oktandioik asit, dimetil ester 0,5
36,64 9-oksononanoik asit, metil ester 0,5
*37,26 8,8-dimetoksi-2-oktanol 11,7
38,02 Nonandioik asit, dimetil ester 4,7
38,16 Linolenik asit, metil ester 1.4
38.92 8,11-Eikosadienoik asit, metil ester 0.4
39,33 Palmitik asit, metil ester 15.9
42,79 Stearik asit, metil ester 39
43,13 Dokosan 1,1
43,19 Oleik asit, metil ester 12,6
43,30 Elaidik asit, metil ester 1.4
44,00 Linoleik asit, metil ester 25,9
44,51 6,9,12-oktadekatrienoik asit, metil ester 1,8
45,06 9,12,15-dokosatrienoik asit, metil ester 8,6

F10-26 ayrimi GC-MS kromatogrami Ek 23°te verilmistir. Muhtemel bilesikler

cthazin kiitiiphanesinde tanimli olmadigi i¢in belirlenememistir.
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GC-MS analizi (ham 6ziitler);
Kolon: DB-5 30 m x 0,25 mm x 0,25 um

Sicaklik programa: Derece Sicaklik Tutulan zaman (dk)
50 °C 5
5 °C\dk 250 °C 10

o,

«» Ham éziitler icin uygulanan GC-MS analizi i¢in kullanilan kolonun 6zellikleri ve
sicaklik programi yukarida verilmistir. Ham Oziitler i¢in tanimlanan bilesikler verilmistir

(Cizelge 23).

Metanol (maserasyon) 0ziitii GC-MS kromatogrami (Ek 24), metanol (dogrudan)
oziiti GC-MS kromatogrami (Ek 25), metanol (kademeli) 6ziiti GC-MS kromatogrami
(Ek 23), etanol-su oziiti GC-MS kromatogrami1 (Ek 27), Hekzan oziiti GC-MS
kromatogrami (Ek 28), aseton 6ziitii GC-MS kromatogrami (Ek 29) verilmistir.

Aseton sonrasi metanol 0ziitli yerine metanol (maserasyon) 6ziitii analiz edilmistir.
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Cizelge 23. Ham o6ziitler i¢cin uygulanan GC-MS analizi ile tanimlanan bilesikler

Alikonma Bilesikler MeOH MeOH-dogrudan MeOH-kademeli EtOH-su Hekzan Aseton
zamani (maserasyon)

10,14 Glutarik asit, dimetil ester - 0,8 - 0,4 - -
11,48 Benzaldehit dimetil asetal - 0,7 - 0,4 0,4 0,5
16,13 5-hekzenoik asit, 5-bromo-, metil ester - 0,6 - - - -
22,78 Nonandioik asit, dimetil ester 2,2 0,8 0,9 0,5 - -
25,51 Selinen - - - - 0,6 -
26,86 Miyristik asit, metil ester 1,3 1,2 1,2 1,3 0,8 0,7
27,61 indol-3-butirik asit, metil ester - - 6,4 - - -
28.93 Pentadekanoik asit, metil ester - - - - 0,6 0,5
29,12 Benzoik asit, fenil ester 21,7 - - - - -
29,33 Ferulik asit, metil ester 6,6 - 2,3 - - -
30,44 7,10,13-hekzadekatrienoik asit, metil ester 5,5 - - - - -
30,54 11-hekzadekenoik asit, metil ester - 0,4 - - - -
31,05 Palmitik asit, metil ester 20,1 11,5 29,1 9,1 9,7 11,8
31,34 Kohulopon - 3,0 - - - -
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32,22
32,67
32,87
33,84
33,98
34,05
34,27
34,30
34,38
34,74
38,13
39,42
40,63
41,29
41,39

44,16

2-Benzoiloksisuksinik asit, dimetil ester

3,4,5-trimetoksi, benzenbutanoik asit
Heptadekanoik asit, metil ester
phytyl metil eter

Arasidonik asit, metil ester
2-Fenazinkarboksilik asit, metil ester
Linoleik asit, metil ester

Linolenik asit, metil ester

Oleik asit, metil ester

Stearik asit, metil ester

Eikosanoik asit, metil ester
2,4,6-Tri-tert-butil benzoik asit
B-Lupulik asit

Trikosanoik asit

Eupulon

Lignoserik asit, metil ester

2,2

4.4

2,6
8,8

17,5

2,6
1,8
1,1
0,9

0,7

3,9

4,9

20,0

19,5
4,9
4,0
7,9
7,9
4,0
2,0

2,0

2,9

1,7

23,2
18,9
1,2
6,4

2,9

5,8

2,6

16,8
15,1
16,1
3,6

5,8

18,3

3,3

0,9

2,0

&1

16,2
20,3
18,6
6,1
6,5

4,0

6,1

3.4

9,9

19,4
19,5
18,2
9,2

4,6
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4.9. LC-MS Sonuglarn

Ham oziitlerin LC-MS analizlerinin kromatogramlar1 eklerde verilmistir. Aseton
oziiti LC-MS kromatogrami (Ek 30), metanol (dogrudan) 6ziitii LC-MS kromatogrami (Ek
31), metanol (kademeli) oziiti LC-MS kromatogrami (Ek 32), hekzan o6ziitii LC-MS
kromatogrami (Ek 33), metanol (maserasyon) 6ziitli LC-MS kromatogrami (Ek 34), etanol-
su Oziitii LC-MS kromatogrami (Ek 35).

Aseton sonrast metanol 0ziitli yerine metanol (maserasyon) 6ziitli analiz edilmistir.

LC-MS analizleri ile ham 6ziitlerden tanimlanan belirgin bilesikler ve bilesiklerin

elde edildikleri oziitler belirtilmistir (Cizelge 24).

Cizelge 24. Ham 6ziitlere uygulanan LC-MS analizlerinden tanimlanan bilesikler

Aseton D-metanol  K-metanol Metanol Etanol-su  Hekzan
(maserasyon)
Askorbik v v v v — —
asit
Gallik asit v v v
Cok az
Ellagik asit - v v - v —
Ferulik asit - - - v — —
p-kumarik - - - v - -
asit
Kersetin - v v — v v
Epigallol - - — — — v
Piragallol - - — — v
Kaemferol- v v v — v v
3-0O-
Glukozit

LC-MS analiz sonuglarina gére sadece metanol (maserasyon) Oziitiinde ferulik asit
ve p-kumarik asit bilesikleri tanimlanmustir.
Oziitlerde ortak bulunan ve tanimlanan bilesiklerin kimyasal yapilar1 asagida

gosterilmistir.
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OH o
O OH HO o
. oy o
HO HO
on (0] OH
OH 3
Kaemferol-3-O-Glukozit Gallik asit Ellagik asit
o
HO OH
OH OH
Askorbik asit Piragallol
O

p-kumarik sit

Kersetin
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4.10. Enzim-Aktivite/inhibisyon Sonuclari

4.10.1. Proteaz inhibisyon sonug¢lan

Bolim 3.2.11°de bahsedilen enzim inhibisyon c¢alismalar1 2-3 tekrarli caligildi.
Proteaz inhibitdrii olarak PMSF inhibitérii (0,0017 mg/mL) kullanilmistir. Orneklerin 410
nm’de sogurmalarma karsi elde edilen Vmaks’lar (en az 2 tekrar) arasindaki farktan
yararlanilarak 9% inhibisyonlar1 hesaplanmistir. 96 kuyucuklu plakaya uygulanan

orneklerin siras1 asagidaki gibidir.

Al —» DMSO+tampon ¢dzelti+enzim+substrat

Bl —>  hekzan oziitii+enzim+tampon ¢0zelti+substrat
Cl —  aseton Oziitli........ccovvvvvviiiiiiiiiiinnnn, »
D1 —»  aseton sonrasi metanol oziitii .................. »
El = etanol-su 0zitl.............cooeveiniiiiinnn... »
F1 —» metanol (kademeli).............................. »
Gl —»  metanol (dogrudan) oziitli....................... »
Hl = PMSF e, »

100 150 200 250 300 350
Time (secs)
Wmax Points = 301
Well o AT o BT s CT < D7 & E7 m F7 ~ G7 - H7
Wmax 28,082 20,245 32,244 29,788 27,635 30,158 28,849 -1,471
RZ 1,000 1,000 1,000 1,000 0,959 1,000 0,959 0,402

Sekil 71. Orneklerin, a-kimotripsin enzimi ile verdigi reaksiyon grafigi. Inhibitdr olarak

PMSF kullanilmistir.
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PMSF (0,0017 mg/mL), 1167 kat Orneklerden daha derisik olmasma ragmen,
orneklerde bir o kadar PMSF inhibitoriinden seyreltik olmalarina ragmen, PMSF’ nin a-
kimotripsin ve tripsin enzimlerini inhibe etme yetenegine ulasamamiglardir ve inhibisyon

goriilmedi olarak degerlendirilmistir (Sekil 71-73).

20 T 120 17O 220 270

“wWmax Points = 301

Vel o a9 o B9 Fo =) < D9 - E9 - Fg - 9 - HS
Wmax 83,5985 122,63 87,844 95,930 100,17 97,480 123,28 —4, 522
R~Z 1,000 0,590 1,000 1,000 0,595 1,000 0,595 0122

Sekil 72. Orneklerin, tripsin enzimi ile verdigi reaksiyon grafigi. Inhibitér olarak PMSF

kullanilmastir.

Eger Oziitlerin proteaz enzimlerini inhibe etmis olsaydi; 6rneklerin gidis yonii PMSF

inhibitori ile ayn1 yonde olacakti.
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o7

08

0.5

0.4

[: ot
2=

0,3

0z

0,1

o

-0,1
o 50 100 150 200 250 300 35

Time (secs)
“Wmax Peints = 301
Well © A1 o B1 A C1 < D1 - E1 = F1 & G1
max 46,553 36,686 43,932 56,956 55,965 53,233 49,145
R"Z 1,000 0,g98 0,558 1,000 1,000 1,000 0,955

Sekil 73. Orneklerin, inhibitér olmadan papain enzimi ile verdigi reaksiyon grafigi.

Orneklerin tekrarlanan dlgiimleri dogrultusunda Vmaks’lar1 arasindaki fark belirlenip
oziitleri kiyaslamak amacli en yiiksek deger % 100 kabul edilerek bunun iizerinden %

inhibisyon degerleri belirlenmistir (Cizelge 25).

izelge 25. Orneklerin a-kimotripsin enzimi ile % inhibisyon degerleri
izelge 25. Ornekl k p le % inhibisyon degerl

B1 C1 DI El F1 Gl
AVmax 5,64 0,82 0,65 093 1,86 6,16
% inhibisyon 91,6 13,31 10,6 15,18 30,2 100

Metanol (dogrudan) oOziitiinlin AVmaks degerinin yiiksek olmasi nedeniyle
inhibisyon degeri % 100 kabul edildiginde diger oOziitlerin buna gore hesaplanan %
inhibisyonlar1 Cizelge 25°de goriilmektedir. Bu baglamda oziitleri % inhibisyon
degerlerine gore swraladigimizda Hekzan > K-metanol > Etanol-su > Aseton > Aseton

sonras1 metanol seklindedir.
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Cizelge 26. Orneklerin papain enzimi ile % inhibisyon degerleri

B1 C1 DI El F1 Gl
AVmax 2,841 6,93 1,78 2,431 11,349 0,75
% inhibisyon 40,1 100 25,69 35,08 -—- 10,82

--- Olclimleri sirasinda hava kabarcigi olusmustur.

Aseton Oziitiiniin AVmaks degerinin yiiksek olmasi nedeniyle inhibisyon degeri %
100 kabul edildiginde diger oziitlerin buna gore hesaplanan % inhibisyonlar1 Cizelge 26’de
goriilmektedir. Bu baglamda 6ziitleri % inhibisyon degerlerine gore siraladigimizda hekzan

> etanol-su > aseton sonras1t metanol > D-metanol seklindedir.

Cizelge 27. Orneklerin tripsin enzimi ile % inhibisyon degerleri

Bl C1 D1 El F1 Gl
AVmax - 5,21 0,801 7,9 3,93 -
% inhibisyon - 65,94 10,14 100 49,75 -—-

--- Olclimleri sirasinda hava kabarcigi olusmustur.

Etanol-su 6ziitiiniin AVmaks degerinin yiiksek olmasi nedeniyle inhibisyon degeri %
100 kabul edildiginde diger Oziitlerin buna gdre hesaplanan % inhibisyonlar1 Cizelge
27°de goriilmektedir. Bu baglamda 6ziitleri % inhibisyon degerlerine gore siraladigimizda

aseton > K-metanol > aseton sonrasi metanol seklindedir.

Karboksipeptidaz A enzimi inhibisyon calismasi 254 nm’de, 2 mL’lik kiivet
kullanilarak yapilmistir. Bu nedenle Cizelge 7°de ki 1/5 seyreltilmis numune ve enzim,
tampon ¢ozelti, substrat miktarlar1 4 kat olacak sekilde kiivete eklenmistir.

Karboksipeptidaz A enzim caligmast i¢in; OD degeri ilk 6lclimde ortamda numune
varken 4 civarinda (Sekil 74); numune yokken 2,5 (Sekil 75); enzim miktar1 40 pL’den
SuLl’ye diistiriildiigiinde 2,3 (Sekil 76); enzim miktar1 100 pL substrat miktar1 50 pL’ye
disirildiigiinde 2,0 (Sekil 77) ve bu reaksiyon sirasinda ortama tekrar enzim ilave

edildiginde ise 1,8 civarinda okundugu i¢in calismaya devam edilmemistir (Sekil 78).
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3,54

2,54

oD
N
I

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Time (secs)
Vmax Points = 91
Cuvette® A1
Vmax -9,910
R2 0,200

Sekil 74. Oziit ve karboksipeptidaz A aktivitesi.

3,54
166960000006 0600600 600500 66006606600 000

2,5
g 2

1.5

1
0,5
T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Time (secs)

Vrmax Points =91
Cuvetted A2
Vimax -10,37
R"2 0,383

Sekil 75. Karboksipeptidaz A aktivitesi.
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oD

T T
90 100 110

Time (secs)

T
120

T T T T
130 140 150 160 170 180

Sekil 76. Enzim miktar1 40 pL’den 5 uL’ye distiriildiigiinde karboksipeptidaz A aktivitesi.

oD

0,59
T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
Time (secs)

Vmax Points =91

Cuvetted A4

Vmax -25,05

R2 0,149

Sekil 77. Enzim miktar1 100

karboksipeptidaz A aktivitesi.

pL

substrat miktari

180

50 uLl’ye disiirildiiglinde

125



BOLUM -4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ferah COMERT

3,54
3
2,5
g 2
} 00 060
1.5
14
0,5
T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Time (secs)
Vmax Points =91
Cuvette® A5
Vimax 0,174
RY2 0,012

Sekil 78. Reaksiyon sirasinda ortama tekrar enzim ilave edildiginde karboksipeptidaz A

aktivitesi.

4.10.2. Tirozinaz inhibisyon sonuclar

Bolim 4.8.1°de belirtilen Orneklerin tirozinaz enzimi ile elde edilen Vmaks’lari

dogrultusunda % inhibisyonlar1 hesaplanmistir (Cizelge 28) (Sekil 79).

0,7

oD

-0,1 T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Time (secs)
Vmax Points = 121
Well © A3 o B3 a C3 © D3 e E3 = F3 4 G3 * H3
Vmax 3,498 51,390 69,058 61,588 55847 65,049 51,083 20,235
R2 0,269 0,870 0,963 0,938 0,979 0,976 0,913 0,932

Sekil 79. Orneklerin, tirozinaz enzimi ile verdigi reaksiyon grafigi.
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Cizelge 28. Orneklerin tirozinaz enzimi ile % inhibisyon degerleri
g Yy g

B1 C1 DI El F1 Gl
AVmax 2,85 2,19 5,89 0,424 2,832 0,289
% inhibisyon 48,39 37,18 100 7,2 48,08 4,91

Tirosinaz enzim inhibisyonu calismasi, proteaz enzim inhibisyon c¢aligmasi ile ayni
sekilde yorumlanabilir. Aseton sonras1 metanol 6ziitiiniin AVmaks degerinin yliksek olmasi
nedeniyle inhibisyon degeri % 100 kabul edildiginde diger oziitlerin buna gore hesaplanan
% inhibisyonlar1 Cizelge 28’de goriilmektedir. Bu baglamda oziitleri % inhibisyon
degerlerine gore siraladigimizda Hekzan > K-metanol > Aseton > Etanol-su > D-metanol

seklindedir.

Chen ve ark., (2010) tirozinaz enzim inhibisyon ¢alismasim Sapindus mukorossi
bitkisinin hekzan, etilasetat ve metanol dziitleri i¢in uygulamislardir. Deneme 6rnegi, sulu
DMSO (10,0 mg/mL) i¢inde ¢oziildiikten sonra 50 mM fosfat tamponu (pH 6,8) icinde
hazirlanan L-tirozin (2,5 mg/mL) ile inkiibe edilip, ayn1 tampon i¢inde hazirlanan tirozinaz
(25U/mL)’dan ilave edilmistir. Karigim 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
inhibitor aktivite 490 nm’de tanimlanmistir. Metanol 6ziitii % 17,8, etil asetat oziitii %
12,3, hekzan o6ziitii icin % inhibisyon degeri bulunamamistir seklinde rapor edilmistir
(Chen ve ark., 2010).

Tirkiye’de 33 Scutellaria bitki tiirlinlin metanol oOziitleri icin asetilkolinesteraz,
biitilkolinesteraz ve tirozinaz enzim inhibisyon ¢alismalar1 yapilmis ve literatiirde belirtilen
tiirlerin 1000 pg/mL derisimde tirozinaz enzimi iizerine inhibisyon etkisinin oldugu
saptanmistir. Calisma 80 pL fosfat tamponu (pH 6,8) ile DMSO i¢inde ¢oziilen 6ziitlerden
40 uL, tirozinaz enzim ve L-DOPA substrattan 40’ar pL alinip 96 kuyucuklu plakalarda
sogurmalar1 okuma seklinde gergeklestirilmistir (Senol ve ark., 2010).

Senol ve ark., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada da bizim kullandigimiz yontem

esas almmustir.
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4.10.3. p-laktamaz inhibisyon sonuclari
Boliim 4.8.1°de belirtilen 6rneklerin B-laktamaz enzimi ile elde edilen Vmaks’lar1

dogrultusunda % inhibisyonlar1 hesaplanmistir (Sekil 80).

j;:i Mﬁm

e et

oD

T T T T T T T T T
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

Time (secs)
Vmax Points =46
Well @ A5 o BS a Cs © D5 ® E5 " F5 4 G5
Vmax 37,076 17,374 28,280 33,956 33726 29,563 27,984
R"2 0,998 0,999 1,000 1,000 1,000 1,000 0,998

Sekil 80. Orneklerin, p-laktamaz enzimi ile verdigi reaksiyon grafigi.

Cizelge 29. Orneklerin B-laktamaz enzimi ile % inhibisyon degerleri
Y g

B1 C1 DI El F1 Gl
AVmax 2,18 4,0 2,83 6,28 590 6,68
% inhibisyon 32,63 60 4237 94,01 8832 100

Metanol (dogrudan) oOziitiinlin AVmaks degerinin yiiksek olmasi nedeniyle
inhibisyon degeri % 100 kabul edildiginde diger oOziitlerin buna gore hesaplanan %
inhibisyonlar1 Cizelge 29°de goriilmektedir. Bu baglamda oziitleri % inhibisyon
degerlerine gore siraladigimizda Etanol-su > K-metanol > Aseton > Aseton sonrasi

metanol > Hekzan seklindedir.

Serbetci otu bilesenleri icin literatiirde enzim inhibisyon ¢alismalari rapor edilmistir.
Siklooksijenaz enzimlerinden; COX1 i¢in, ksantohumol ve 8-prenilnarinjenin, COX2 ig¢in

ise ksantohumol’un inhibisyonu incelenmis ve ICsy deger araligi sirastyla 16-27 ve 41,5
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uM bulunmustur. Nitrik oksit sentaz’in inhibisyonunu da ayni sekilde ksantohumol ve
isoksantohumol ICsy degeri 12-22 uM araliginda saglamistir (Gerhduser ve ark. 2002).
Sonu¢ olarak ksantin oksidaz, lipoksijenaz, protein kinaz C, siklooksijenaz, mikrosomal
monooksijenaz, mitokondriyal siliksinoksidaz ve NADPH oksidaz gibi Oncii-yiikseltgen
enzimlerinin inhibisyonu potansiyel terapdtik araglar olarak belirtilen flavonoidler
tarafindan saglanmaktadir (Havsteen, 2002; Pietta, 2000; Middleton ve ark., 1994; Amic¢,
ve ark., 2007).

Ancak Serbetci otu bitkisi, 1,3,5-trihidroksibenzen tiirevleri (kemikteki kireci yok
eden bir arag¢ olarak kullanilir) gibi farmakolojik olarak 6nemli olan bilesenleri igermesi
(Zanoli ve Zavatti, 2008) ve icerigindeki prenil flavonoidlerden dolayr kemo-koruyucu
arac olarak gosterilen yeterli sayida calismaya sahip olmasina ragmen (Stevens and Page,
2004; Gerhiduser, 2005a; Colgate ve ark., 2007); proteaz enzim inhibisyon ¢aligsmalar1 i¢in

¢

Boliim 1.5.1°de tanimlanan > Kanser, akciger doku ve organlar1 arasinda hava kalmasi,
beslenme yetersizligine bagli olarak kaslarn gelismemesi, kireglenme, pankreasin
calismasini durdurabilecek derecede tahris olmasi gibi hastaliklarin bir ¢esidi proteazlarin
asir1 aktivitesi ile iliskilendirilir. Proteaz veya proteinazlarin bahsi gegen hastaliklardaki
rolii nedeniyle, bu enzimlere karsi dogal kaynaklardan inhibitérler gibi terapotik ajanlarin
bulunmas: biiyiik 6nem tasimaktadir.”’ Bahsi gecen paragrafla c¢eliski saglar.

Eger proteaz enziminin asiris1 bu tiir hastaliklara sebep oluyorsa ve bu fazlalig1 yok
edecek dogal bir inhibitore gereksinim duyuluyorsa ve Serbet¢i otu bitkisi igerigindeki

bilesenlerden dolay1 inhibitér gorevini Ustlenmesi gerekirken, neden boyle bir etki

gostermedi? sorusu ise lizerinde durulmasi gereken bir arastirma konusudur.

4.11. Serbet¢i Otu Oziitlerinin Sitotoksisite Calismasmin Sonuglar

Bu ¢alismada HT-29 ve Hep3B hiicre hatlarinin nasil ve ne sekilde ¢alisildigi Bolim
3.2.12°de ayrintili sekilde anlatilmistir. Depo ¢ozeltilerin ¢ok derisik olmasi nedeniyle 1
mg/mL derisimdeki 6rnek ¢ozeltilerden farkli enjeksiyon hacimleri alinarak ilk olarak HT-
29 hiicre hattma uygulanmistir. Bunun i¢in metanolde hazirlanan depo ¢ozeltilerin 1/10
seyreltilmesi ile elde edilen 1mg/mL’ lik 6rnek c¢ozeltilerden 50 pL alinarak, ortaminda
biiyiitiilen ve her bir kuyucuga enjekte edilen HT-29 hiicrelerinin iizerine eklenmistir. 24,
48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Ornekler 3 tekrar cahisilarak, 24 ve 48 saat
bekleme siiresi sonunda boliinerek cogalmadigi goriilmiistiir. Buna ragmen MTT ¢ozeltisi
eklenip sogurmalar 570 nm’de okunmustur. MTT ile tetrazolyum tuzunun formazon

kristaline donlismesi ve rengin mavi olmasi gerekiyorken renk degisimi olmamistir.
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Metanoliin inkiibasyon sirasinda buharlagarak hiicrelere gegtigi ve boliinerek ¢ogalmalarmi
engelledigi kanisina varilmistir.

Tim ¢ozeltiler, hiicrelere zarar vermeyen DMSO kullanilarak tekrar hazirlanip ayni
islemler uygulanmistir.

Kontrol olarak; 96 kuyucuklu plakada bir siitun yalniz DMSO, bir siitun yalniz hiicre

olacak sekilde kullanilmistir.

Hep3B ve HT-29 hiicrelerine uygulanan 6ziitlerin farkl dozlar1 igin 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonrasinda MTT deneyi ile 570 nm’de okunan sogurma grafikleri

gosterilmistir (Sekil 81-92).
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1,4 —
1.3 7 I 24 saat
1,2 7] [ 48 saat
1,1 = B 72 saat

Sogurma (570 nm)

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml 1mg/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 81. Hep3B hiicresine uygulanan hekzan oziitii farkli dozlar1 igin 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.

I 24 saat
124 [ 48 saat
T B 72 saat
1,1 4
1,0 -
0,9

Sogurma (570 nm)

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml Img/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 82. HT-29 hiicresine uygulanan hekzan oziitii farkli dozlar1 i¢in 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.

131



BOLUM -4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ferah COMERT

] I ° 4 saat
1,2 - [ 48 saat
113 B 72 saat
1,0 4
~ O,
g
o 0,
o~
NS
< O’
x
3 0,
0,
0,
0,
0,
0,

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml 1mg/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 83. Hep3B hiicresine uygulanan aseton 6ziitli farkli dozlar1 i¢in 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.

2,8 -
2,6 -
2.4
2,2
2,0 -
1,8
1,6 -
1,42
1,2 ]
1,0 4
0,8 -
0,6 -
0,4
0,2
0,0

B 24 saat
[ 48 saat
B 72 saat

Sogurma (570 nm)

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml 1Img/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 84. HT-29 hiicresine uygulanan aseton oziitii farkli dozlar1 i¢in 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.
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3,0 -
2,5 -
I 24 saat
T 1 48 saat
2,0 4 I 72 saat

1,5

Sogurma (570 nm)

1,0

0,0

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml 1mg/ml

|

1

Derisim (mg/mL)

Sekil 85. Hep3B hiicresine uygulanan aseton sonrast metanol 6ziitli farkli dozlar1 igin 24,

48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasnda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma

degerleri.
I 24 saat
™ 48 saat
J B 2 saat
4,0
3,5
3,0

Sogurma (570 nm)
N
o
]

1

[$;]
|

10-
0.0 ]

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml Img/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 86. HT-29 hiicresine uygulanan aseton sonrast metanol 6ziitii farkli dozlar1 igin 24,
48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasmda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma

degerleri.
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1,7
1,6
1,5
1,4
1,3

1.2 I 24 saat
1,14 [ 48 saat

1,0 B 72 saat
0,9

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4 -]
0,3
0,2
0,1
0,0

Sogurma (570 nm)

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml 1mg/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 87. Hep3B hiicresine uygulanan metanol (kademeli) 6ziitii farkli dozlar1 icin 24, 48

ve 72 saat inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.

I 24 saat
[ 48 saat
B 72 saat

Sogurma (570 nm)

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml Img/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 88. HT-29 hiicresine uygulanan metanol (kademeli) 6ziitii farkli dozlar1 i¢in 24, 48

ve 72 saat inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.
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1,5 -] B 24 saat
1,4 -] [ 48 saat
13 ] B 7 saat

Sogurma (570 nm)

kontrol 0,1mg/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml Img/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 89. Hep3B hiicresine uygulanan metanol (dogrudan) oziitii farkli dozlar1 igin 24, 48

ve 72 saat inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.

1,4 -

I 24 saat
10 ] 48 saat
’ B 72 saat

1,0 —

0,8 —

0,6 —

Sogurma (570 nm)

0,4

0,2

0,0

kontrol 0,1mg/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml 1mg/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 90. HT-29 hiicresine uygulanan metanol (dogrudan) oziitii farkli dozlar1 igin 24, 48

ve 72 saat inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.
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i I 24 saat
1,2 - [ 48 saat
B 72 saat

1,0 -

0,8

0,6

Sogurma (570 nm)

0,4

0,2

0,0

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml 1mg/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 91. Hep3B hiicresine uygulanan etanol-su 6ziitii farkli dozlar1 i¢in 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.

B 24 saat
[ 48 saat
] B 72 saat

Sogurma (570 nm)

kontrol 0,Img/ml 0,2mg/ml 0,3mg/ml 0,4mg/ml 0,5mg/ml 0,6mg/ml 0,7mg/ml 0,8mg/ml 0,9mg/ml Img/ml

Derisim (mg/mL)

Sekil 92. HT29 hiicresine uygulanan etanol-su 6ziitii farkli dozlar1 i¢in 24, 48 ve 72 saat

inkiibasyon sonrasinda MTT denemesi ile 570 nm’de okunan sogurma degerleri.

136



BOLUM -4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Ferah COMERT

Serbetci otu bilesenlerinin bugiine kadar yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda;
Mosmann (1983) tarafindan belirtilen yonteme gére XN’un, sitotoksisitesi HepG2 insan
karaciger tiimorii hiicreleri kullanilarak MTT deneyi ile yapilmistr. DNA hasari,

hiicrelerdeki XN tarafindan engellenmistir (Plazar ve ark., 2007).

Kac ve ark., (2008) tarafindan XN’un, 10 pg/mL derisimde karaciger tiimori HepG2
hiicreleri ile memeli deneme sistemlerinde IQ uyarilmis DNA hasarmin olusumunu

tamamen Onledigi rapor edilmistir.

Plazar ve ark., (2008) XN’un 20 uM derisimde DNA hasarin1 6nemli derecede
arttirdigini; yiiksek derisimlerde (25-100 pM) ise canli hiicrelerde doz-bagimsiz DNA

hasarmi 6nemli derecede diisiirdligiinii rapor etmistir.

Sitotoksisite  caligmalarinin  sonuglarmm1  ¢izilen sogurma grafiklerine gore
yorumlamak yanligli§a sebebiyet verebilir. Bu sebeple sonuclar ANOVA istatiksel analizi
yapilarak degerlendirilecek ve Oziitlerin etkin derisim araliklar1 ve IC50 degerleri o sekilde

belirlenecektir.

Humulus lupulus L. bitkisine calisma kapsaminda uygulanan iglemlerin akis semasi

Ozetle asagida gosterilmistir.
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Sonuglarin yayinlanmasi, ekonomik potansiyelin degerlendiriimesi, Combi Flash Rf cihazi ile saf bilegsen elde etme ve
kaliteli yayina yonelik galigmalarin devam etmesi...
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BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

Geleneksel tipta kullanilan ve saglik yararlar1 igindeki 6nemi ile ayni1 dogrultuda
gelisen Humulus lupulus L., arastirmacilar tarafindan dikkate deger olarak kabul edilmistir.

(Zanoli ve Zavatti, 2008).

Humulus lupulus L. bitkisi, 6zellikle elde edilen etken bilesenlerinin farmakolojik ve
fitokimyasal o6zellikleri iizerine yurtdisinda olduk¢a fazla calisma olmasina ragmen,
Tirkiye’de heniiz ¢aligmasi yapilmamis, agirlikli olarak halk tibbinda kullanilmistir ve

buna ilaveten bira endiistrisi i¢in Bilecik’te kiiltiirii yapilmaktadir.

Tez kapsaminda Serbet¢i otu bitkisinin antioksidan, sitotoksik, enzim-aktif 6ziit ve
bilesenlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla bitki i¢in farkli ¢6ziicli sistemleri
se¢ilmistir ve bu ¢oziicii sistemleri kademeli ve dogrudan olacak sekilde uygulanmistir.
Hangi 0ziitiin daha antioksidatif oldugu ve bu 6ziitlerin igerdigi etken bilesenlerin ne
derece etkili oldugu konusu ise tek elektron aktarimi (EA) reaksiyonlarina dayanan
yontemleri iceren DPPH, CUPRAC, TEAC, FRAP ve Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile
toplam fenolik madde analizi ile belirlenmistir. Antioksidan o6zelligi belirlenen etken
Oziitler  sitotoksisite ve enzim-aktivite/inhibisyon calismalarinda  kullanilmistir.
Sitotoksisite ¢alismalar1 icin Hep3B (insan hepatoma) ve HT-29 (Insan kolon kanseri)
hiicre hatlar1 se¢ilmistir. Enzim-aktivite/inhibisyon ¢alismalar1 i¢in ise proteaz, tirozinaz ve
B-laktamaz enzimleri ve bunlarin substratlar1 se¢ilmistir.

Antioksidan aktivite ¢alismalarinda oziitlerin ve standart olarak kullanilan kersetinin

DPPH radikalini siipiirme kapasitesi;

Kersetin > Hekzan 6ziiti > D-metanol 6ziiti > K-metanol 6zuti > Aseton sonrasi

metanol 0ziitii > Etanol-su 0ziitii > Aseton oziitii seklinde bulunmustur.

Serbetci otu bitkisinin antioksidan aktivitesi sadece DPPH yontemi ile tayin edilmis
olsa idi; standart antioksidan olan kersetin ile karsilastirildiginda serbet¢i otunun
antioksidan aktivitesinin yok denecek kadar az oldugu sdylenebilirdi. Hekzan 6ziitii i¢in;
DPPH’m metanoldeki ¢dzeltisi ITK plakalar: iizerine piiskiirtiilerek nitel olarak tayin
yapildiginda lekeler toplu halde yiiriidiigii i¢in ¢6ziicli ortamina 1-2 damla buzlu asetik asit

damlatilarak ac1 asitlerin varhigi tespit edilmistir. Lipofilik yapilarindan dolayr bu
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bilesenleri biinyesine alan hekzan 6ziitii, denenen antioksidan kapasite yontemlerinden
FRAP haric DPPH, CUPRAC ve TEAC (biraz daha diisiikk) yontemleri ile yiliksek
antioksidan etkinlik gdstermis olup neredeyse polar c¢oziiciilerle elde edilen oOziitlere
(metanol, etanol-su) ¢ogu zaman yarigmali olarak davranmistir. Hekzan ve diger oziitler
iceriklerinde farkli tip bilesenler bulundurmalarina ragmen; bazen hekzan 06zitii diger

Oziitlerden daha fazla etkinlik gostermistir (CUPRACekzan > CUPRAC gianol-su g1bi).

Verzele ve De Keukeleire (1991); Fung ve ark., (1997); Goese ve ark., (1999)

tarafindanda a- ve B- ac1 asitlerin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi rapor edilmistir.

Serbet¢i otunun metanol, etanol, aseton ve hekzan Oziitleri oda sicakligi
(maserasyon), kaynama noktasi, mikrodalga, siiperkritik karbondioksit ve ultrasonik
Oziitleme gibi farkli kosullarda elde edilmistir (Schiller ve ark., 2006; Aniol ve
Zolnierczyk, 2008). Ancak bu oOzitler uyku bozukluklar1 gibi ruh hali bozukluklari
tedavileri i¢in kullamilmistir (Blumenthal, 1998). Bizim ¢alismamizin amaci ile ayni

dogrultuda degildir.

Yamaguchi ve ark., (2009) tarafindan antioksidan kapasite farkli reaktif oksijen
tiirlere dayali yedi farkli yontem ile tanimLanmistir. Bu amacgla Humulonlar, lupulonlar,
isohumulonlar, indirgenmis isohumulonlar, tetrahidro-isohumulonlar ve ksantohumol saf
bilesenlerinin ORACopiam, FRAP, SOD, NORAC, HORAC ve DPPH yontemler: ile
antioksidan kapasiteleri incelenmis ve standart olarak polifenon 60 ve Vitamin E
kullanilmistir. Ksantohumol, tek oksijen sogurma kapasitesinin (SOAD) yani sira, toplam
oksijen radikal sogurma kapasitesi (ORAC-toplam) i¢cinde yiliksek etkinlik gostermistir.
Ayni sekilde SOD, HORAC ve FRAP yontemleriyle de yiiksek etkinlik gosterdigi
belirlenmistir. Humulonlarin ise DPPH ve NORAC ile yiliksek antioksidan etkinlik
gosterdigi rapor edilmistir (Yamaguchi ve ark., 2009). Oziitlere uygulanan antioksidan
etkinlik ¢aligmasi rapor edilmemistir.

Kullanilan toplam fenolik bilesik tayini yontemi renk reaksiyonuna dayali bir
yontemdir. Bu yontemin kullanilabilir oldugu lineer aralik yapilan ¢alismalarda genellikle
tespit edilmemektedir. Yiiksek derisimlerde dogrusalliktan sapma gozlenebilen bir
durumdur (Singleton ve ark., 1999). Derisimdeki artisin fenolik bilesik miktarinda ayni
oranda artiga neden olmamasi bu sapmadan kaynaklanabilir. Oziitlerin toplam fenolik
bilesen miktarlar1 asagidaki gibi siralanabilir.

Etanol-su > D-metanol > K-metanol > Hekzan > Aseton > Aseton sonrast metanol
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Etanol-su o6ziitiiniin fenolik bilesen icerigi, diger coziiciilere gére daha polar olan
etanol-su karisimi ile Oziitlenmesinden ileri gelmektedir. Ayrica serbet¢i otu bitkisinin
hekzan 06ziitii de en etkin Oziitlerden biri oldugu i¢cin etanol-su ve metanol (dogrudan)
oziitleri, hekzan ile alman bilesenleri de (ac1 asitleri) aldig1 icin fenolik bilesen igerigi
acisindan diger Oziitlere gore farklilik gdstermistir. Literatiirde serbetci otu bitkisinin
fenolik bilesen icerigini belirten herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

Spektrofotometrik yolla antioksidan kapasitelerinin tayin edilmesinde kullanilan
CUPRAC yontemi, bu tez calismasida serbetci otu alt1 farkli aktif 6ziitiine uygulanarak
toplam flavonoid kapasite tayininde kullanilmistr. CUPRAC yonteminin kromojenik
oksidasyon araci olan Cu(II)-Nc reaktifi, polifenollerle (Ar(OH)n) asagidaki reaksiyonu

vermektedir:

n Cu(Nc),”" + Ar(OH)n «— n Cu(Nc)," + Ar(=O)n +n H"

Bu reaksiyonda, polifenollerin uygun konumlanmis reaktif Ar-OH gruplar1 karsilik
olan kinon bilesiklerine doniisiirken, Cu(II)-Nc ise 450 nm’de en yiiksek sogurma gdsteren
Cu(I)-Nc kelatina doniismektedir. Cu(I)-Nc, yiiksek molar sogurmali bir yiik-aktarma
kompleksidir.

Analizlenen fenolik bilesikler igin CUPRAC spektrofotometrik yontemi ile elde
edilen molar sogurma katsayilar1 kiyas bilesik olarak secilen kersetinin molar sogurma
katsayisma boliinerek ( €gnoli/ €gr ) ayni sartlarda karsilastirma yapilabilecek kersetin
(QR) esdegeri flavonoid derisimi (QREFC) degerleri elde edilmistir.

Serbet¢i otu Oziitlerinin CUPRAC yodntemine gore bulunan toplam flavonoid

derisimleri biiytiikten kiiclige sOyle siralanmaktadir:

Metanol (dogrudan) > Metanol (kademeli) > Aseton > Hekzan > Aseton sonrasi

metanol > Etanol-su.

CUPRAC yontemi simdiye kadar bahsedilen DPPH yontemi ve toplam fenolik
bilesen miktarlar ile farkliliklar gostermektedir. Etanol-su 6ziitii toplam fenolik bilesen
icerigi en fazla hesaplanan 6ziit iken, kersetin esdegeri flavonoid derigimi olarak belirlenen
CUPRAC yontemi ile en son sirada yer almaktadir. Literatiirde serbetci otu bitkisi igin

CUPRAC yontemi uygulamasina rastlanilmamaistir.
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DPPH yontemiyle etkinlik gdstermeyen etilasetat oziitine CUPRAC yontemi
uygulanmistir (Sekil 50). EtOAc 6ziitlinlin igerdigi fenolik miktar1 diger oziitlerden daha
azdir (Etilasetat 170,5 + 4,05 mg ferulik asit/g 0ziit). DPPH yontemiyle de c¢ok etkin
bulunmamis olup sadece CUPRAC yontemiyle denemesi yapilmistir. Standartta oldugu
gibi dogrusal olarak artis gostermistir. Etil asetatin CUPRAC yontemi ile belirlenen
kersetin esdegeri flavonoid derisimi 1,49’ dur. Bu durumda siralamada metanol (kademeli)
oziitinden sonra gelmektedir. Anlasilacag1 ilizere sonuglar her yontemde farklilik

gostermektedir.

TEAC yonteminde karsilastirma maddesi olan Troloks standart bir antioksidan olup
katki maddesi olarak da kullanilan ve ¢ok diisiik derisimleri ¢ok yiiksek antioksidan
etkinlik gosteren bir bilesiktir. Serbetci otu 6ziitlerinin TEAC degerleri (mM Troloks/g

0ziit) karsilastirildiginda su sekilde siralanmaktadir.

Aseton sonras1t metanol > Metanol (dogrudan) > Etanol-su > Metanol (kademeli) >

Aseton > Hekzan.
TEACagTs degerleri ise;

Troloks > Aseton sonrast metanol > Metanol (dogrudan) > Metanol (kademeli) >

Etanol-su > Aseton > Hekzan seklinde siralanmaktadir.

Sonu¢ olarak TEAC yonteminde; her iki ifade de standart olarak troloks
kullanilmasina ragmen TEACt;o0ks Ve TEACapTs degerleri bile farklilik géstermistir.

Hekzan oziitii esdeger miktardaki standart Troloks antioksidanmin etkinliginin
yaklagik 0,085’1 kadar antioksidan etkinlik gostermektedir. Aseton 0ziitii, Aseton sonrasi
metanol Oziitli, Metanol (kademeli) ve Metanol (dogrudan), Etanol-su oziitleri icinde
sirasiyla 0,101; 0,144; 0,17; 0,143; 0,14 degerleri ifade edilir.

Orneklerin FRAP degerleri mM FeSOy/g 6ziit olarak ifade edilmistir. FRAP degeri
en ylksek olan 06ziit kademeli sekilde elde edilen metanol Oziitiidiir. Aseton sonrasi
metanol Oziitli ile aralarinda ¢ok fazla fark olmadigi goriilmektedir. Hekzan 0Oziitii ise
yapisindaki aci asitlerin varligindan dolayr c¢ok diisiik sonu¢ vermistir. Serbet¢i otu
Oziitlerinin FRAP degerleri (mM FeSO4/g 0ziit) karsilastirildiginda su sekilde
siralanmaktadir.

Metanol (kademeli) > Aseton sonrast metanol > Metanol (dogrudan) > Etanol-su >

Aseton > Hekzan.
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Sonug olarak farkli analitik yontemlerin karsilastirilmas: arastirmacilara yontem
seciminde ve yontemin sonuglarinin degerlendirilmesinde yardimci olabilir. Bu noktadan
yola ¢ikarak cesitli analitik antioksidan kapasite tayin yontemlerinin farkli orneklerle
karsilastirildign pek ¢ok ¢alisma vardir. Ornegin, Cao ve Prior (1998) insan serumunda
toplam antioksidan kapasite tayini icin lic yontem kullanmis ve bunlar1 karsilastirmustir.
Kullandiklar1 yontemler ORAC, Randox-TEAC ve FRAP yontemleridir. Arastiricilar
serum ORAC ve serum FRAP yontemleri arasinda zayif fakat anlamli dogrusal uyumluluk
tespit etmislerdir. Serum ORAC ve serum TEAC arasinda veya serum FRAP ile serum
TEAC arasinda uyumluluk tespit etmemislerdir. Bu g¢alismada ayrica serum
seyreltilmesinin Randox-TEAC yOntemini etkiledigi ifade edilmistir. FRAP yOonteminin

SH- grubu iceren antioksidanlar1 6l¢medigi de ifade edilmistir.

TEAC yontemi besin orneklerinin analizinde ¢ok kullanilmaktadir (Re ve ark.,1999).
DPPH yontemi de meyve sebze sularinda veya 6ziitlerinde antioksidan kapasitesini 6l¢gmek

icin basari ile kullanilmistir (Sanchez-Moreno, 2002).

Biitiin bu analiz yontemleri birbirinden kullanilan substrat, prob, reaksiyon kosullar:
ve hesaplama yontemleri acisindan farklidirlar. Bu nedenle Frankel ve Meyer (2000) farkli
yontemlerin sonuglarmin karsilastirilmasinin ¢ok zor oldugunu belirtmislerdir. Bu arada
antioksidan kapasiteyi 6lctiigiinii iddia eden yeni yontemler de rapor edilmektedir (Buratti
ve ark., 2001; Cervellati ve ark., 2001). Standart bir yontemin eksikligi farkli arastirma
gruplarmin sonuglarinin karsilastirilmasimi olanaksiz kilarken, besin ve bitki kaynakl ilag
endiistrisinin antioksidan iirlinlerde siki kalite kontroliin yapabilmesini de sinirlamaktadir
(Huang ve ark., 2005). Sonug olarak farkli analiz yontemleri antioksidan etkinlik hakkinda
Ozgiin fakat sinirlt bilgi vermektedir. Bu nedenle analiz tekniklerinin giicli ve sinirlamalar1
onlarin en fazla uygulanabilir olduklar1 durumlar1 belirler. Bu nedenle antioksidan kapasite
tayinlerinde uygun kiyas maddesinin sec¢imi, oksitlenebilen maddenin ve oksidasyon
kosullarmin se¢imi, 6l¢iilen degiskenin ne oldugu, analizin hizi, duyarligi, uygulanabilirligi
ve gereken aygitlarin temin edilebilirligi dikkate alimmasi gereken degiskenlerdir. Bu
calismada da sunuldugu iizere o6rneklerin degisik antioksidan kapasite tayin yontemleri ile

Olgiilen antioksidan etkinlikleri arasinda bir uyumluluk olma zorunlulugu yoktur.

Oziitlere uygulanan enzim inhibisyon calismalar1 enzim inhibisyonu goriilmedi
olarak degerlendirilmis olup bunun kaynagi bir¢cok sebep olabilir. Boliim 4.10°de 6rnek ve
enzim aktivitesine bagli olarak calisma grafiginden de goriilmektedir. Bu nedenle

orneklerin 1Csy degerlerine bagli net derisimleri saptanamamistir. En yiiksek hizlarin
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(Vmaks) ortalamalar1 kullanilarak oOziitleri birbirleriyle karsilastirmak amacgh %

inhibisyonlar1 bulunmustur.

a-Kimotripsin enzim ¢aligmasi i¢in 6rneklerin % inhibisyonlar1; Metanol (dogrudan)

> Hekzan > K-metanol > Etanol-su > Aseton > Aseton sonras1 metanol seklindedir.

Papain enzim c¢aligmasi i¢in 6rneklerin % inhibisyonlari; Aseton > Hekzan > Etanol-

su > Aseton sonrast metanol > D-metanol seklindedir.

Tripsin enzim calismasi i¢in 0rneklerin % inhibisyonlari; Etanol-su > Aseton > K-

metanol > Aseton sonrasi metanol seklindedir.
Karboksipeptidaz A enzim inhibisyonu i¢in gegerli bir yontem olusturulamamistir.

Tirozinaz enzim ¢aligmasi i¢in drneklerin % inhibisyonlari; Aseton sonrasi metanol >

Hekzan > K-metanol > Aseton > Etanol-su > D-metanol seklindedir.

B-laktamaz enzim ¢alismasi i¢in 6rneklerin % inhibisyonlar1; D-metanol > Etanol-su

> K-metanol > Aseton > Aseton sonras1 metanol > Hekzan seklindedir.

Enzim-aktivite/inhibisyon c¢alismalar1 son yillarda siklikla yapilan ¢alismalar

arasmdadir.

Serbetci otu bitkisi icerigindeki bilesenlerden dolayr inhibitdr gorevini iistlenmesi
gerekirken, neden boyle bir etki gostermedi? sorusu iginse; drnek ¢dzeltilerin derigimleri
ile oynayarak, 6ziitleme sirasinda enzim ile reaksiyona girecek etken bilesenlerin sicaklikla
bozunma ihtimaline karsilik 6ziitleme teknigini degistirerek, enzim-substrat miktarlarini
arttirip/azaltmak gibi farkli caligmalar yapilarak, enzimin ortamdaki etken bilesenlerin bir
veya birkaciyla etkilesmesi saglanabilir. Ayrica Oziitteki fenolik bilesiklerin bir araya
gelmesiyle birlikte enzimle ayn1 dalga boyunda sogurma yapiyor olmalari bile inhibisyonu
engeller. Serbet¢i otu oOziitleri icin icerigindeki etken bilesenlerden dolayi inhibisyon
goriilmedi seklinde agiklama olast bir durum degildir. Gergi inhibisyon goriilmedi terimi
her ne kadar negatif sonu¢mus gibi anlasilsa da Oyle olmayabilir. Bazi1 hastaliklar
proteazlarin veya diger enzim etkinliginin asiris1 durumunda ortaya ¢ikmaktaydi, ama bazi
kosullarda bitki bilesenleri herhangi bir sekilde viicuda alindiginda etkin gelerek normal
seyrinde ilerleyen proteaz, tirozinaz veya laktamaz enzimlerinden biri ile reaksiyona
girerek enzimi inhibe etme durumunda ise enzim etkinligi azalarak metabolizmada farkl
tip hastaliklara sebep olabilir. Sonugta sadece enzimin asirisi ile degil eksikliginde de

hastaliklar s6z konusu olmaktadir.
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Literatiirde proteaz, tirozinaz, B-laktamaz inhibisyon c¢alismalarinin serbetci otu
bilesenlerine veya Oziitlerine uygulamasi yoktur. Kaliteli yayina doniik denemeler yukarida

bahsi gecen kosullar1 degistirerek devam ettirilebilecektir.

Sitotoksisite calismamizda; bitki 6rneklerinin doku kiiltiirtinde farkli kanserli hiicre
hatlarinda sitotoksik etkilerinin arastirilmasi, bitki 6rneklerinin uygulanmasi ve antikanser
aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmisti. Bu test sistemleri; morfolojik olarak hiicresel
hasarin gozlenmesi, hiicresel hasarin c¢esitli 6lgiim yontemleri ile belirlenmesi, hiicresel
biiylimenin belirlenmesi, hiicresel metabolizmadaki herhangi bir degisikligin belirlenmesi

amactyla yapilmaktadir.

Oziitlerin Hep3B ve HT-29 hiicre hatlarma uygulanan 6rneklerin 1 mg/mL farkli
derisimlerinin sonuglari, grafikleri daha net agiklayabilmek amaciyla birbirleri arasinda ve

kontrole gore karsilastirilmistir (Bolim 4.11).

Oziitlere uygulanan sitotoksisite sonuglar1 diisiiniildiigiinde; hazirlanan 6rnek
cozeltilerin derisimlerinin (mg/mL) etkili oldugu, tek bir saf bilesenin derisimleri bile
sonuclar1 bu kadar etkiliyorsa, oziitteki her bir etken bilesenin sinerjik etki yaratarak

sonuclar1 degistirdigi diistiniilebilir (Boliim 4.11).

Serbet¢i otu Oziitlerinin farkli derisimleri hiicre hatlar1 {izerinde denenerek
sitotoksisite caligmalar1 devam ettirilebilir, etken derisim araliklar1 taranarak ICsy degerleri
belirlenebilir veya Oziitleme teknigi (maserasyon vb) degistirilerek elde edilen yeni
Oziitlere uygulanan sitotoksisite ¢aligmalari, ¢alisilan bu Oziitlerle karsilastirmali olarak

incelenebilir.

Saf bilesen elde etmekle birlikte antioksidan etkinlik, enzim inhibisyon ve
sitotoksisite ¢alismalari, bilesen(ler) iizerinde de denenecek, yayma doniik caligmalar bu

sekilde devam edecektir

Ayirma ve saflagtirma isleminde eskiden oldugu gibi her bir bileseni ayirma islemi
yapilmamaktadir. En etken bileseni ayirmak ve ¢aligmalara onun iizerinden devam etmek
talep edilmektedir. Tez ¢calismamizin bu konu ile ilgili amaci da bu idi. Bu nedenle tiim
bilesenleri ayirma iglemine girisilmemis, eskiden oldugu gibi upuzun kolonlarda litrelerce
¢oziicli harcayarak ayrrma-saflastirma islemi yapilmamustrr. Oziitii, ham halinden
kurtarmak i¢in klasik kolonda yikama islemi gergeklestirilmistir. Benzer ayrimlarla

saflagtirma islemi kolaylasacak ardindan da Combi Flash Rf (hizli kolon) cihazi
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kullanilarak daha hizli, basit ve ekonomik bir siire¢ olacaktir. Bu konuda ¢alismalar devam

etmektedir.

Baz1 hastaliklarin nedeni, bir enzimin islevini yerine getirememesi olabilir; herhangi
bir etken, bir enzimi inhibe ederek enzimin katalizledigi kimyasal olay1 bozabilir veya bir
farmakolojik ajan, bir hastalig1 enzim inhibisyonu iizerinden tedavi edebilir. Inhibisyon

calismalart;

% Metabolik yollar hakkinda bilgi,

% Tlag ve toksinlerin etkilerini nasil gésterdiginin agiklanmas,

+ Enzim reaksiyon mekanizmalarmin daha iy1 aydmlatilmas,

« Aktivitelerinin diizenlenmesiyle kontrol sisteminde etkili olmalars,

« Substrat analoglar1 kullanarak 6nemlLi arastirmalar yapilmasi acisindan fayda

saglar.

Son c¢alismalar bitki kdkenli antioksidanlar1 serbest radikal siipiiriicti 6zelliklerini
raporlamistir, bunlarin oksidatif hasardan dolay1 olusan bir¢ok hastalikta terapotik araclar

olarak ¢ok bliylik 6nemi vardir.

Bitki oziitleri ve fitobilesenler; lipid peroksidasyonunun inhibitorleri ve etkili radikal
stiptiriictiler olarak bulunmuslardir. Sentetik antioksidanlarin ¢ogu zehirli ve mutajenik etki

gosterir.

Canli floranim fizyolojik fonksiyonlarmin bir kismi olan bitki veya bitkisel ilag¢ iginde
kimyasal bilesenler bulunur, boylece insan viicudu ile daha iyi bagdastirildigina inanilir.
Bitkilerden elde edilen dogal diirlinler zengin kaynaklardir. Biyoaktif bitki-tiirevli
bilesenlerin kullanimi giin gectikge artmaktadir, ¢iinkii sentetik ilaglarin kullanimi ile

dogan yan etkiler temel sorun tegkil etmektedir.

Bitki tiirevli ilaclar, saglhigi destekleyen ve hastaliklar1 azaltan dogal maddeler

icermeleri iizerine esashdirlar ve giivenli daha dayanikli tolerans saglayabilirler.

Fitobilesenlerin, serbest radikalleri siipiiriicii etkisi ve oksidatif stresten dolay1
hastaliklar1 iyilestirmede ki kullanimlarinin klinik olarak etkili oldugu belirlenmistir ve

mevcut ilaglardan daha az toksik olduklar1 saptanmistir (Sen ve ark., 2010).
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Bitki biyoaktif bilesenlerinin elde edilmesi ve ilaca yonelik caligmalari
disiiniiliiyorsa eger; antioksidan c¢aligmalar, enzim-aktivite/inhibisyon ve sitotoksisite
calismalari ile desteklenmelidir. Baz1 biyoaktif bilesenlerin antioksidan 6zelligi oldugu gibi

oncii-yiikseltgen 6zelligi olduguda unutulmamalidir.
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