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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TRIBULUS TERRESTRIS VE RUBIA TINCTORIUM EKSTARKTLARININ
TOPLAM FENOLIK MADDE, ANTIOKSIDAN KAPASITELERI VE
KOLINERJIK SISTEM UZERINDE ETKILERININ INCELENMESI

Nazrin NOVRUZLU

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Gida Toksikolojisi Anabilim Dal

Tez Danmismani:
Prof. Dr. Miislim KUZU
Aralik 2023, 66 sayfa

Bu ¢alismada Tribulus terrestris (Demirtikan) ve Rubia tinctorium (Boyagotu)
bitkilerinden elde edilen farkli ekstrelerin (Petrol eteri, Kloroform, Metanol, Etanol)
antioksidan ve toplam fenolik madde miktar1 belirlenmisdir. Ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri DPPH, CUPRAC, FRAP ve ABTS yontemleriyle incelenmis, bunun
yaninda asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz aktiviteleri iizerine ekstraktlarin
etkileri degerlendirilmistir. Boylece bazi hastaliklarin beslenmeyle 6nlenebilmesi ve
bitkisel kaynakli ilaclarin iiretiminde kullanilmasi gibi olasiliklar incelenmis ve ayrica
Rubia tinctorium etanol ekstraktinin igerik analizleri LC-MS/MS kullanilarak

yapilmistir.

Tribulus Terrestris ve Rubia Tinctorium yaprak ve ¢igek kisimlarini birlikte igeren

orneklerden maserasyon yontemi ile metanol, etanol, kloroform ve petrol eteri
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coziiciileri kullanilarak farkli ekstraktlar elde edildi. Elde edilen sonuglara gore en
yiiksek toplam fenolik madde miktarina her iki bitkinin metanol ekstraktinda, en
diisiik toplam fenolik madde miktariba BOE ve DTP de rastlanmistir. Ayni sekilde
FRAP metodunda en yiiksek sonu¢ BOK ve DTM, en diisiik ise her iki bitkinin petrol
eteri ekstraktinda goriilmustiir. CUPRAC metodunda sonuglar GA > BHA > Troloks
> DTM >BOK > DTE > BOP > BOM>DTK > BOE > DTP seklindedir. ABTS
yontemine gore en yliksek antioksidan kapasiteye DTM ve BOM, en diisiik kapasiteye
ise BOE ve DTP ekstraktlarinin sahip oldugu belirlendi. BOM ve DTM ekstraktinin
ICs0 degerine gore en giicli DPPH*® radikali giderme kapasitesine sahip oldugu
belirlendi. Benzer sekilde kolinesteraz enzimleri {izerine de en gii¢lii inhibisyon etkisi

methanol ekstraktinda goriilmiistiir.

Calismada kullanilan Tribulus Terrestris ve Rubia Tinctorium bitkilerinin antioksidan
kapasitesi belirlenmis ve asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz enzim aktiviteleri
tizerine etkileri incelenmistir. Boylece s6z konusu enzimlerin yeni ve kuvvetli

inhibitorlerinin bulunmasi konusunda literatiire katk1 sunulmustur.

Anahtar Sozciikler : Antioksidan, Asetilkolinesteraz, Biitirilkolinesteraz, Tribulus
terrestris, Rubia tinctorium
Bilim Kodu : 10105.07



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

INVESTIGATION OF TOTAL PHENOLIC SUBSTANCE, ANTIOXIDANT
CAPACITIES OF TRIBULUS TERRESTRIS AND RUBIA TINCTORIUM
EXTRACTS AND THEIR EFFECTS ON THE CHOLINERGIC SYSTEM

Nazrin Novruzlu
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Department of Food Toxicology

Thesis Advisor:
Prof. Dr. Misliim KUZU
December 2023, 66 pages

In this study, the antioxidant and total phenolic substance amounts of different extracts
(Petroleum ether, Chloroform, Methanol, Ethanol) obtained from Tribulus terrestris
and Rubia tinctorium plants were determined. Antioxidant activities of the extracts
were examined by DPPH, CUPRAC, FRAP and ABTS methods, and the effects of the
extracts on acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase activities were evaluated.
Thus, the possibilities such as preventing some diseases through nutrition and using
them in the production of herbal medicines were examined, and content analyzes of

the Rubia tinctorium ethanol extract were performed using LC-MS/MS.

Different extracts were obtained by the maceration method of samples containing both
leaf and flower parts using methanol, ethanol, chloroform, and petroleum ether
solvents. According to the results obtained, the highest total phenolic substance

amount was found in the methanol extract of both plants, and the lowest total phenolic
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substance amount was found in BOE and DTP. Likewise, in the FRAP method, the
highest result was seen in BOK and DTM, and the lowest was seen in the petroleum
ether extract of both plants. In the CUPRAC method, the results are GA > BHA >
Trolox > DTM > BOK > DTE > BOP > BOM > DTK > BOE > DTP. According to
the ABTS method, the results show that the extract with the highest antioxidant
capacity is DTM and BOM, and the extract with the lowest is BOE and DTP. It was
observed that BOM and DTM extract had the strongest DPPH" radical scavenging
capacity according to ICso value. Similarly, the strongest inhibition effect on

cholinesterase enzymes was seen in methanol extracts.

The antioxidant capacity of the Tribulus terrestris and Rubia tinctorium plants used in
the study was determined and their effects on acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase enzyme activities were examined. Thus, significant
contributions were be made to the literature in finding new and potent inhibitors of

these enzymes.
Key Words : Antioxidant, Acetilkolinesteraz, Biitirilkolinesteraz,  Tribulus

Terrestris, Rubia Tinctorium
Science Code : 10105.07
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BOLUM 1

GIRIS

1.1. ANTIOKSIDAN

Insan, hayat1 boyunca canliligin1 yapim ve yikim siirecinin birbirini kusursuz olarak
takip etmesi sonucu korur. Bu kusursuz dongiiye metobolizma ismi verilmistir. Bu
dongiide beslenme siireci ile g¢evreden elde edilen ¢esitli maddeler hiicresel yikim
olaylar1 neticesinde baska iiriinlere ¢evrilir ve bu siirecte ¢esitli yan liriinler veya atiklar
olusabilir. Atik adlandirdigimiz bu maddeler, dokularda bir¢ok saglik sorunlari
olustura bilecek unsurlar arasindadir. Beslenme yoluyla viicuda aldigimiz

antioksidanlar bu atik maddelere kars1 bizde korunmaya katkida bulunur.

Son donemlerde yogun olarak incelenen konulardan biri, serbest radikaller ve
antioksidanlar. Normal sartlarda, organizmanin metabolizmas1 saglikli bir sekilde
ilerlerken, antioksidanlar ve serbest radikaller arasinda bir denge mevcuttur.
Antioksidanlar, viicudun ¢esitli streslere karsi tepki olarak tirettigi, hiicrelere zarar
verebilecek olan "kararsiz molekiiller" yani serbest radikallerin olusturdugu hasari
Onleyebilen ve yavaslatabilen bilesiklerdir. Bagka bir deyisle, antioksidanlar, serbest
radikallerin olusumunu engelleyen ve genellikle yapisinda fenolik 6zellik tasiyan
molekiillerdir (Sehitoglu 2015). Antioksidanlar1 kisaca ifade edersek, serbest
radikallere kars1 “savasc1” diye adlandira biliriz. Yukarida bahsettigimiz atik
maddelerden biri de serbest radikallerdir.  Serbest radikaller, viicut besinleri
metabolize ederken ve ¢esitli tepkilere yanit olarak hiicreler tarafindan tretilen atik
tirlinler olarak kabul edilir. Ancak, e§er viicut serbest radikalleri etkili bir sekilde
ortadan kaldiramaz veya dengeleyemezse, oksidatif stres meydana gelir. Bu durum,
hiicrelere ve genel viicut fonksiyonlarina zarar verebilir. Bunun yani sira serbest
radikaller reaktif oksijen tiirleri olarak ta bilinmektedir. Bu molekiillerin asir1 iiretimi,

oksidatif stresin artmasina ve hiicrelerin lipidlerine, proteinlerine ve DNA'larina zarar



vermesine neden olabilir. Bu tiir hasarlar, yaslanma siirecini hizlandirabilir ve gesitli

saglik sorunlarina katkida bulunabilir (Valko et al., 2007).

Antioksidanlar, viicutta bulunan serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 nétralize
edebilen bilesiklerdir. Bu nedenle, dengeli bir antioksidan sistemi, serbest radikallerin
kontrol altinda tutulmasina ve hiicrelere verdigi potansiyel zararin azaltilmasina
yardimer olabilir. Viicutta cesitli faktorler nedeniyle serbest radikal {iretiminin
artmasina sebep olan bir dizi etken bulunmaktadir. Bu etkenlerden biri, i¢gsel kaynakli
sebepler arasinda yer alan iltihaplanmadir. Dis faktorler arasinda ise gevresel kirlilik,
sigara dumani, UV 151n maruziyeti gibi etkenler bulunmaktadir. Serbest radikal
kaynakli oksidatif stresteki artis solunum hastaliklari, kalp krizi, felg, Parkinson,
kanser, amfizem, artrit, bagisiklik sistemi hastaliklar1 ve inflamatuar gibi hastaliklarla
iligkilidir. Antioksidanlarin serbest radikal olusumunu engelleyerek genel sagliga katki

sagladig bilinir (Diplock, 1998).

Yukarida belirtildigi gibi, oksidatif stresin neden oldugu etkileri ortadan kaldirmak
icin insan viicudu tarafindan kullanilan birincil arag antioksidanlardir. Serbest
radikalleri temizlenmesinde gorev alan antioksidanlar hiicre hasarini 6nleyebilen
bilesenlerdir. Antioksidanlar dogal olarak viicutta bulunabilecegi gibi disaridan da
takviye olarak alinabilir. Bu, endojen ve eksojen antioksidanlar olarak adlandirilir.
Hem endojen hem de eksojen antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirerek
savunma sistemini giiclendirir ve hastalik riskini azaltabilirler. Viicutta yeterli
miktarda antioksidan bulunmamasi durumunda serbest radikallerin artmasi
gozlemlenebilir. Serbest radikal varligindaki artis goz rahatsizliklari, yaslanmanin
hizlanmasi, Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda oldugu gibi beyin hiicrelerinde
hasar, artrit, kanser ve koroner hastaliklar gibi saglik sorunlarinin riskini artirabilir
(Sonnen et al., 2008; Tsang and Chung, 2009).

Antioksidanlar, dogal olarak mevcut olabilecegi gibi sentetik de olabilir. Bitkisel
gidalarin genellikle antioksidan igeriklerinin yiiksek oldugu bilinir. Marabolizma
tarafindan sentezlenen antioksidanlara endojen antioksidanlar, diyet ya da baska

yollarla disaridan alinanlara ise eksojen antioksidanlar denir (Diplock et al., 1998).



Cizelge 1.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi ve bazi antioksidan maddeler. (Sen and
Chakraborty, 2011).

Ekzojen antioksidanlar Endojen antioksidanlar
Dogal Sentetik Enzimler Kiiciik molekiiller
Fenoller BHA Stiperoksit dismutaz Adrenalin
Tokoferoller BHT Katalaz Glutatyon
Katekinler TBHQ Peroksidaz Malatonin
Karotenler Troloks Glutatyon rediiktaz Seratonin

1.1.1. Endojen Antioksidanlar

Metabolizmada tiretilen antioksidanlar iki gruba boliiniir; enzim olan antioksidanlar
ve enzim olmayan kii¢iilk molekiiller. Glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz,
katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon rediiktaz enzimatik savunma hattini
olusturur. Askorbik asit, indirgenmis glutatyon, serotonin ve melatonin gibi kiigiik

molekiillerde nonenzimatik antioksidanlar 6rnek olabilir (Giilgin et al., 2003a; 2003b).

1.1.2. Ekzojen Antioksidanlar

Endojen adlandirdigimiz metobolizmada dogal olan antioksidan savunma sistemini
desteklemek amaciyla digsaridan alinan antioksidanlar ekzojen antioksidanlardir. Bu
antioksidanlarda iki gruba ayrilip, sentetik ve dogal antioksidanlardir. (Halliwell,
1991). Sentetik olarak kullanilan antioksidanlar arasinda tersiyerbiitilhidrokinon,
biitillenmis hidroksitoluen, biitillenmis hidroksianisol, troloks, propil galat ve diger
sentetik antioksidanlar yer alir (Mavi, 2005). Bu sentetik antioksidanlar daha onceleri
yaygin bir sekilde kullanilmis olsalar da g¢esitli yan etkilere sahip olduklar
belirlenmistir. Bu istenmeyen yan etkiler nedeniyle, bu sentetik antioksidanlarin
kullanimlar1 sinirlandirtlmigtir. Dogal antioksidanlardan olan askorbik asit ve a-
tokoferol BHT, BHA, PG ve TBHQ gibi sentetik antioksidanlara kiyasla daha az etkili
olmalarina ragmen, gidlarin tiretim proseslerinde ve depolanma siireglerinde yaygin
bir bi¢imde kullanim alan1 bulmaktadir. Hemen hemen biitiin antioksidan yapida olan

maddelerin 4 farkli sekilde etki mekanizmasi vardir. (Halliwell, 2015)



e Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerine etkiyerek, onlari tutarak, etkisi az
olan daha zayif yeni molekiile ¢evirir. Enzimatik antioksidanlar bu tip etki
gosterirler.

e  Onarici etki: Serbest radikallerin organizmada olusturduklar zarar1 gidererek
ya da azaltarak etki gosterir.

e Bastiric1 etki: Serbest oksijen tiirleri ile etkilesip bu molekiillere hidrojen
vererek aktivitelerinde azalmaya veya tamamen ortadan kaldirmaya bastirict
etki denir. Flavanoitler ve baz1 vitaminler etkisini bu sekilde gosterir.

e  Kirici etki: Antioksidanlarin radikal zincirlerini kirmast, kirici veya engelleyici
etki olarak isimlendirilir. Mineraller, seruloplazmin ve hemoglobin bu etkiye

sahiptir.

Bu c¢alisgmada Tribulus Terrestris ve Rubia Tinctorium bitkilerinden elde edilen
ekstarktlarin antioksidan kapasitesini degerledirmek i¢in DPPH. FRAP, CUPRAC,
ABTS yontemleri kullanilmistir.

1.2. ENZIMLER

Enzimler, genellikle protein yapisina sahip, dogal olarak sadece canli organizmalarca
tiretilen biyolojik katalizorlerdir. 18. yiizy1l sonlarma dogru, etinin midede salgilar
yardimiyla sindirilebildigi ve tiikiiriik ile bitkilerden elde edilen bazi 6ziitlerin
nisastay1 sekere doniistlirdiigii bilinmesine karsin, bu siireglerin nasil gergeklestigi tam

olarak anlasilamamaktayd: (Berg et al., 2013).

Louis Pasteur, XIX. yiizyllda maya hiicrelerince sekerden alkol elde edilmesini
aragtirdigt zaman bunun bu hiicrelerdeki molekiiller tarafindan olusturuldugunu
anlamigtir. Bu molekiillerin yalnizca canlilarda islev gordiigii diistiniilmiistiir. 1878'de
Wilhelm Kiihne tarafindan, “maya i¢inde” manasinda "wikt: enzim" ifadesi
kullanmistir. Tlk baslarda canli olmayan bilesikler igin "ferment" terimi kullanilirken,
daha sonralar1 canli hiicrelerde gerceklesen kimyasal aktiviteler i¢in "enzim" terimi
benimsenmistir. Canlilifin devamai i¢in kritik olan iki ana sart, organizmanin kendini
replike edebilmesinin yani sira meydana gelen reaksiyonlan yiiksek o6zgiillikte ve

verimlilikle canli ortaminda katalizleyebilmesidir. Biyolojik sistemlerde, hiicre
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icindeki biyokimyasal olaylarin i1limli kosullarda gerceklesmesini saglayan biiyiik

proteinler olan enzimler rol oynar (Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenir, ancak aktivitelerini gosterebilmeleri
icin hiicre i¢inde bulunmalar1 gerekmez. Enzimler genellikle biiyiik protein
molekiilleridir ve olduk¢a 6zgiin yapilara sahiptirler. Proteinlerin amino asitlerinin
primer dizilimi, genetik materyalce kodlanan bir dizilime gore diizenlenir. Enzim
proteinlerindeki rezidiilerin 6zel dizilimi, enzimde belli bir konformasyon ve kuaterner

yapinin kazanilmasinda Kilit bir rol oynar (Berg et al., 2013).

Enzimlerin biyolojik aktivitesinin yani sira, enzim proteininin yapist metabolik
olaylarin kontrolii i¢in de 6dnemlidir. Bu yapi, enzimin spesifik reaksiyonlari katalize
etme yetenegini belirler. Enzimler, substrat molekiillerine baglanma, onlart degistirme
ve lriinleri serbest birakma gibi bir dizi karmagik islemi gergeklestirebilecek sekilde
evrimlesmistir. Bu 0Ozellikleri, enzimlerin biyolojik organizmalardaki temel
katalizorler oldugunu ve hiicresel faaliyetlerin diizenlenmesinde kilit bir rol oynadigin
gosterir (Goziikara, 1989). Fotosentez ve solunum reaksiyonlar1 enzimler tarafindan
katalize edilir. Bu da demek oluyor ki, enzimlar canli hayatinda ¢ok biiyiik 6neme
sahiptir. Biitiin bu 6nemli olaylar olurken canli biiytliyor, hareket ediyor, hiicre ve

dokulart yenileniyor.

Substrat

Aktif
Bolge

Sekil 1.1. Enzimin yapist.

Enzimler sadece canli organizmalarin yapisinda gorev almakla kalmaz, ayn1 zamanda
bir¢ok endiistriyel ve teknolojik uygulamada da yaygin olarak kullanilirlar. Enzimlerin
cesitliligi, kullanim alanlarini da genisletmistir. Ornegin ekmek, seker, peynir gibi

bircok gidanin iiretim silirecinde enzimler gorev alir. Ayrica, kimyasal temizlik



tirtinlerinin tretiminde, antibiyotik iiretiminde ve hastalik teshisinde kullanilan kan
pihtilagmasini saglayan ve yaralarin temizliginde kullanilan ¢ozeltilerde de enzimlerin
cesitli tiirleri bulunmaktadir. Enzimler "Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Birligi (IUBMB)’nin Enzim Komisyonu (E.C.)" tarafindan 6 sinifa ayrilmustir.
Enzimler, genelde Enzyme Commission (EC) adi verilen bir sistematik siniflandirma
kullanilarak numaralandirilir. Bu numaralar, enzimlerin katalizledikleri reaksiyonlari
ve smiflandirildiklart gruplar belirtmek i¢in kullanilir. EC numarasi dort boliimden
olusur, her bir boliim belirli bir bilgi diizeyini temsil eder. Enzimleri siniflandirmak
icin kullanilan dort haneli say1, birinci rakami sinifi, ikinei rakami alt sinifi, tiglincii
rakami alt alt sinifi ve dordiincii rakami ise ayni grupta bulunan enzimin sirasini
belirtir. Enzimlerin gruplandirilmasi1 oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar,

liyazlar, izomerazlar ve ligazlar seklindedir (Nelson and Cox, 2012).

e Oksidorediiktazlar: Bu gruba dahil olan enzimler yiikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlarm1  katalizler.  Oksidazlar, dehidrojenazlar, rediiktazlar,
hidroksilazlar ve transhidrojenazlar gibi alt gruplara sahiptir.

e Transferazlar: Hidrojenin atamo haricindeki atom ya da gruplarin molekiiller
arast transferini saglar. Alt gruplar: Transacilazlar, transaminazlar,
fosfotransferazlar.

e Hidrolazlar: Baglarmn bir su molekiilii katilimi ile pargalanmasini katalize eden
enzim smifidir. Esterazlar, eterazlar, peptidazlar, asetanhidritazlar,
glikozidazlar gibi alt gruplara sahiptir.

e Liyazlar: Su molekiilii ¢ikisi olmadan baglart enzimlerdir. Alt gruplar: C-C
liyazlar, C-O liyazlar, C-N liyazlar, C-S liyazlar.

e Izomerazlar: Molekiil i¢inde degisiklikler yaparak uzayda dizilisi degistiren
enzim grubudur. Alt gruplar: Rasemazlar, epimerazlar, cis-trans izomerazlar.

e Ligazlar: Oksijen, karbon, azot ve kiikiirt arasinda bag olusumunu katalizleyen

enzimlerdir. Alt gruplar: C-O ligazlar, C-C ligazlar, C-S ligazlar, C-N ligazlar.

Bu siniflandirmalar, enzimlerin katalizledikleri reaksiyon tiirlerine ve spesifikliklerine
gore yapilmustir. Her bir alt grup, belirli bir biyokimyasal islevi yerine getiren

enzimleri icerir (Taslimi et al., 2017).



Enzimlerin hem in vivo ve hem in vitro aktivitelerini azalmaya neden olan ya da
tamamen engelleyen bilesiklere inhibitor adi1 verilir. Bu olaya da inhibisyon denir
(Keha ve Kiifrevioglu, 2004). Biyolojik sistemlerde enzimlerin inhibe edilmesi temel
kontrol mekanizmalarindan biridir. Enzim inhibisyonu enzim kataliz mekanizmasinin
aciklanmasinda da kullanilir. Ozgiil inhibitdrler kataliz igin gerekli olan katalitik

birimlerin saptanmasinda kullanilir (Nelson and Cox, 2012).

1.2.1. Asetilkolinesteraz

Hidroliz smnifindan olan yaygin adiyla bildigimiz asetilkolinesteraz enzimi
[EC.3.1.1.7], sistematik ad1 asetilkolin ve bilinen diger isimleri; gercek kolinesteraz,

kolinesteraz I ve eritrosit kolinesterazidir.

Asetilkolinesteraz 7. kromozomca sifrelenen, farmakolojik agidan 6nemi o6zellikle
Alzheimer ve diger bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta olan terdpatiklerin
hedefi olmasiyla baglantilidir. AChE’m amniyon sivisindaki seviyesi bazi noral tiip
defektlerinde ve anomalilerde artis gostermektedir. Orak hiicreli anemi hastasi
bireylerde AChE diizeyi serumda artarken, paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri
durumunda diiser. AChE, organizmada kolinerjik sinaps ve néronlarda, néromiiskiiler
kavsak, akcigerde, eritrositlerde, beyin gri maddesinde ve dalakta bulunur. Asetilkolin
enzimin en bilinen substratidir ve penzim tarafindan hizla hidroliz edilir (Kirby et al.,
2001). Bunun yani sira kolin esterleri ve agil gruplari da bu enzimin substratlart

arasinda yer almaktadir (Vale, 1998).

Alkaloid smifina dahio olan asetilkolin, en ¢ok bilinmekte olan ve ilk tanimlanan

norotransmitterdir.
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Sekil 1.2. Asetilkolin Formiili.

Ik olarak 1914'te bilim insam1 Henry Hallet Dale’nin kesfefttigi asetilkolin, 1921'de
bilim insan1 Otto Lewi’nin yapmis oldugu kurbaga kalpleri lizerindeki deneylerle bir
norotransmitter olarak dogrulanmistir. Asetilkolin, giinimiizde Parkinson ve
Alzheimer gibi hastaliklarin tanisinda ve tedavi edilmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Asetilkolinesteraz, muazzam bir etkinlige sahiptir ve enzim
molekiillerinin  her bir saniyede ortalama 25.000 asetilkolin molekiiliiniin
parcalanmasini saglar. Enzimin aktif bolgesinde, katyonik ve anyonik alt birimlerden
vuku bulur. AChE'n ii¢ boyutlu yapisi ile katalizledigi reaksiyona ait mekanizma,
enzimin kristal yapisiyla ayrintili olarak gosterilmistir. Enzimdeki anyonik alt birim,
asetilkolinin pozitif kuaterner aminine baglanirken, bu bolge ile diger katyonik
Ozellikteki substratlar ile inhibitorler baglanabilir. Katyonik &zellige sahip
substratlarin aktif bolgeye giden araliktaki on dort aromatik amino asitle etkilesime
girer, ancak anyonik bolgedeki negatif yiiklii amino asitlerle baglanmazlar. Bu 14
aromatik amino asit, 6zellikle triptofan 84, olduk¢a yiiksek bir korumaya sahiptir.
Triptofan 84'lin alanin amino asidi ile degistirilmesi, enzim aktivitesinde 300 kat
azalmaya neden olur . Aktif bolgeye giden bu aralik, yaklasik olarak 20 angstrom

uzunlugundadir (Koganci and Aslim, 2016).

Sekil 1.3. Asetilkolinesterazin Ug Boyutlu Yapis1 (Kryger et al., 1999).
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Esteratik alt birimde asetilkolin, kolin ve asetat gruplarina pargalanir. Burada katalitik
gruplar olarak serin-200, histidin-440 ve glutamat-327 amino asitleri yer alir. Ugiincii
amino asitin aspartat yerine glutamat olmasi disinda bu ii¢lii amino asit grubu, serin
proteazlardakine benzeyen diziyi bulundurur. Karboksil ester hidrolizi sonucu, agil-
enzim ile serbest haldeki kolin olusumu gergeklesir. Ardindan, su molekiilii agil-enzim
yapisina niikleofilik niikleofilik olarak saldirir. Histidin 440 amino asidi sayesinde
asetik asit serbest hale gelirken enzimde serbest hale ge¢mis olurr (Kogancit and Aslim,
2016).

Norotransmisyon esnasinda, asetilkolinin ndronlardan sinaptik bosluga salinmasi ve
post-sinaptik membranda bulunan asetilkolin reseptoriine baglanmasi gergeklesir
(Carr and Chambers, 2001). Bu baglanma ile bir sinyal olusumu vuku bulur. Benzer
sekilde, post-sinaptik membranlardaki AChE asetilkolinin hidrolizini gergeklestirerek
sinyal iletimininin durdurulmasimi saglar. Serbest hale gelen salgilandigi noron
tarafindan almarak ve kolin asetiltransferaz enzimince asetil-CoA molekiiliiyle

reaksiyona asetilkolinin tekrardan sentezi gergeklesir.

Sekil 1.4. Asetilkolinesterazin Biyolojik Fonksiyonu (Taylor ve Radic, 1994).



AChE enziminin inhibitorlerce inhibisyonu asetilkolin pargalanmasini engelleyerek
asetilkolinin konsantrasyonu ve etki ettigi siireyi artirir. AChE inhibisyonuna neden
olan molekiiller genellikle dontisiimlii veya yar1 doniisiimli sekilde etkisini gosterir.
Tedavi amach kullanilan ¢ogu AChE inhibitorii yarismali ve yarismasiz geri
doniistimlii olanlardir. Bu inhibitorlere 6rnek olarak fizostigmin, karbamatlar,
neostigmin, pyridostigmin, demekaryum, ambenonium, fenantren tiirevleri, kafein,
galantamin, takrin, edrofonyum, piperidinler, donepezil, ladostigil, Huperzin A,

ungeremine ve lactucopicrin gosterilebilir (Sussman et al., 1991).

Geri doniistimsiiz ve Yyari-geri doniisiimlii AChE inhibitorleri genellikle bdcek
Oldiriiciilerde ve kimyasal silahlarin iretiminde kullanilir. Bu kategoriye giren
ornekler arasinda diizopropilfluorofosfat, organofosfatlar, cadusafos, ekotiofat, sarin,
Klorprifos, diklorvos, siklosarin, soman, dimethoat, tabun, VE, VX, VM, VG,
malathion, diazinon, aldicarb, parathion, bufencarb, bendiocarb, karbaril, karbetamit,
karbendazim, karbofuran, klorbufam, karbosiilfan, klorprofam, etiyiofenkarb,
metiyokarb, formetanat, oksamil, fenmedifam, pinmikarb, propamokarb, pirimikarb,
profam, , Huperzine A, propoksur, galantamin ve kumarinler bulunmaktadir (Taylor
and Radic, 1994).

1980°lerin baginda bir AChE inhibitorii olan fizostigmin Alzheimer hastaliginin klinik
tedavisinde ilk kez kullanilmigtir (Dasgupta, 2018). Fizostigmin, bitkilerde dogal
olarak bulunan bir alkaloid olan eserinin bir tiirevidir. Sinir sistemi iizerinde etki eden
ve asetilkolinesteraz inhibitorii olarak gorev yapan bir bilesiktir. Asetilkolinesteraz,
sinir hiicrelerindeki asetilkolinin par¢alanmasindan sorumlu bir enzimdir. Fizostigmin,
asetilkolinin yikimini engelleyerek sinir iletimini artirir ve bu nedenle sinir hiicreleri
arasindaki iletisimi giiclendirir. Fizostigmin, Ozellikle Alzheimer hastalig1 gibi
norolojik bozukluklarda sinir iletimini artirmak amaciyla kullanilmistir. Ancak, bu tiir
uygulamalarda istenmeyen yan etkiler ve gilivenlik endiseleri nedeniyle kullanimi

siirlidir.
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Sekil 1.5. Fizosrigmin,

Enzimin baska bir inhibitorii olan takrin 1980’lerin ortalarinda Alzheimer hastaliginin
tedavisinde kullanim alanmi bulmustur. Enzimin dontsimli bir inhibitérii olan bu
molekiil Amerika Gida ve Ilag Idaresi tarafindan Alzheimer hastaliginin tedavisi igin

1996 yilinda onaylanarak bu alanda onay alan ilk ila¢ olmustur (Ritchie et al., 2001).

NH,

\
-
N
Sekil 1.6. Takrin.

Donepezil, Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan bir tersinir asetilkolinesteraz
inhibitoriidiir. Bu ilag, hafif ve orta derecedeki Alzheimer hastaliginin semptomlarinm
yonetmeye yardimci olmak ig¢in kullanilir. Donepezil, sinir hiicreleri arasindaki
iletisimi artirarak ¢alisir ve Alzheimer hastaliginin neden oldugu kognitif bozukluklari

hafifletmeye yoneliktir (Birks, 1996).

O
/"mxil
—0
Sekil 1.7. Donopezil.

Rivastigmin hidrojen tartarat, Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan bir ilagtir.
Bu ilag, geri doniisiimsiiz bir asetilkolinesteraz inhibitoriidiir. Rivastigmin, sinir
hiicreleri arasindaki iletisimi artirarak Alzheimer hastaliginin neden oldugu kognitif
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bozukluklari hafifletmeye yoneliktir. Isvigre'de 1997 yilinda kullanima girmis ve FDA
tarafindan Mayis 1999'da onaylanmistir (Rosler et al. 1999).

Sekil 1.8. Rivastigmin.

Alzheimer hastalig1 tedavisi amaciyla ticari olarak satilan ve ¢esitli basar1 oranlarina
sahip bir¢ok farkli kolinesteraz inhibitorii bulunmaktadir. Yukarida, bu inhibitorlerden
en c¢ok kullanilanlari 6rnek olarak verilmistir. Her gegen giin ise yeni AChE

inhibitorleri sentezine yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (Demir ve Tiirkan, 2022).

1.2.2. Biitirilkolinesteraz

Farkli bir kolinesteraz tiirii olan butirilkolinesteraz (BChE, E.C.3.1.1.8) genellikle
karacigerde sentezlenerek kana salinir (Chatonnet and Lockridge, 1989). Ayni
zamanda ince barsak, yag dokusu, beyin beyaz maddesi ve akciger gibi gesitli
dokularda da bulunur (Dave et al., 2000). Plazmada ¢oziinmiis halde bulunur (Darvesh
et al.,, 2003). Ayrica, baz1 baliklarda ve kas dokularinda biiyiik miktarda BChE
aktivitesi tespit edilmistir (Fulton ve Key, 2001).

Bu enzim, memelilerde bilinen biyolojik bir substrata sahip olmayan bir enzimdir
(Kutty et al., 1989). Ancak, biitiriltiyokolin, BCh, propiyoniltiyokolin, propiyonilkolin
gibi kolin esterlerini, ayn1 zamanda farmakolojik a¢idan 6nemli bir rol oynayan
stiksinilkolin gibi bilesenleri hidrolize eder (Kutty and Payne, 1994). Bu enzimin
molekiil agirligi tahmini 342 KDa’dur ve bir tetramerik glikoproteindir (Barta et al.,
2001).

BChE'nin biyolojik rolii tam olarak anlasilamamis olsa da fazla miktarda asetilkolinin
varliginda AChE'in inhibisyonuna neden olarak ACh'yi dokulardan uzaklastirmak

amaciyla gorev yaptigi diisiiniilmektedir. BChE, memelilerde genellikle bilinen bir
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biyolojik substrata sahip olmayan bir enzim olarak tanimlanmaktadir. Ancak,
biitiriltiyokolin, BCh, propiyoniltiyokolin, propiyonilkolin gibi baz1 kolin esterlerini
hidroliz edebilir. Bu enzimin aktivitesi, c¢esitli dokularda bulunabilir, 6zellikle
karacigerde sentezlenir ve kana salinir. Beyinde, plazmada ve diger dokularda
¢cozlinmiis olarak bulunabilir. Giiniimiizde, organofosfat veya karbamat yapisindaki
sinir gazlar ve insektisitler gibi benzer kimyasallarin neden oldugu zehirlenmelerde,
bazi zehirlenmelerin tedavisinde BChE kullanililabilmektedir (Ashani et al., 1991).
Ayrica kolinesteraz inhibitorleri glokom veya myastenia gravis gibi hastaliklarin

tedavisinde de ilag tiretiminde islev gorir (Giacobini, 2000; Kawaguchi et al., 2004).

1.3. FENOLIK BILESIKLER

Polifenoller aromatik halkaya bagli bir veya daha ¢ok sayida hidroksil (OH) igeren
molekiillerdir (Kahkonen et al., 1999; Ergiin et al., 2002; Cemeroglu et al., 2004).
Flavonoidler ve fenolik asitler olmak tizere fenolik bilesikler iki gruba ayrilirlar.
Gidalarda bulunan fenolik bilesikler ve flavonoidler kii¢iik molekiillii ve ¢ogunlukla

ucucu bilesiklerdir.

Flavanoidler, bitki c¢aylarinin, meyve ve sebzelerin dogal bilesenlerinde bulunan
polifenolik antioksidanlardir. Flavonoidlerin radikal siipiirme, antialerjik, antiviral

metal selatlama ve antienflamatuar etki gosterirler (Tiiziin, 1996).
Fenolik asit ise bitkilerde ve diger dogal kaynaklarda bulunan kimyasal bilesiklerdir.

Bu bilesikler, bitkilerin renk, tat ve kokularindan sorumludur. Fenolik asitlerin temel

ozelligi giiglii antioksidanlar olmalaridir (Crozier et al., 2014).
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BOLUM 2

TIBBIi BITKIiLER

2.1. BOYAQOTU-RUBIA TINCTORUM

Uzun, siiriinen, silindirik sekilli ve yatay olarak uzanan kok sistemine sahip ¢ok yillik
bir bitkidir. Boyagotlular ailesine aittir. Topragin istiinde olan kismi ¢ok dallidir,
dallar dort lobludur, kenarlar1 hassas dikenlidir. Yiiksekligi 30 cm'den 1,5 metreye
kadardir. Yapraklar mizrak seklinde, parlak, genellikle ciftler halinde ve dallarin
eklem benzeri bolgelerinde 5-6 adet daire seklinde bulunur. Cicekler kiiciik, yesilimsi
sar1 renkli, yar1 semsiye seklinde olup, dallarin iist kisimlarinda salkimlar halinde
bulunur. Meyveleri sulu, siyah ve i¢inde ¢ekirdek bulunur. Bitki haziran-temmuz
aylarinda cicek agar. Dagilim alan1 genistir, ¢gogunlukla dag ve eteklerinde, galilar
arasinda yetisir. Azerbaycanin birgok bolgelerinde bulunur. Tedavide bitkinin kokleri

(kuru halde) kullanilir (Mahmudov, 2019).

Kimyasal bilesim: Bitkinin kokleri oksiantrakinon, oksi-simetilantrakinon ve bunlarin
tirevlerini igerir. Ana glikozit alizarindir. Ayrica organik asitler, seker, pektin ve
dublin maddeleri, proteinler vb. bilesikler vardir. Yapraklar askorbik ve sitrik asitler,
eser miktarda alkaloit vb. igerir (Clifford, 2000).

Viicuda etkileri ve uygulamasi: Bitkinin kokleri idrar soktiiriicii, Koleretik,
antiinflamatuar, biiziici vb. gibi 0Ozelliklere sahiptir Bitkisel ilaclarin diizenli
tilkketilmesi sonucunda bobreklerde fosfat, oksalat ve diger maddeleri iceren taslar
giderek yumusar ve parcalanmaya baslar. Tipta bitki esas olarak bobrek ve safra tas
hastaligi, gut, sistit, piyelit, anemi, rasitizm, splenit, kemik ve bagirsak tiiberkiilozu

vb. i¢in kullanilir (Stuart, 2006).
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Bitkinin saglik agisindan evde kullanim talimatlari: Bitkinin kurutulmus ve ezilmis
koklerinden 1 yemek kasig1 alip bir termosa koyup, iizerine 250 ml kaynar su ekleyip
aksamdan sabaha kadar bekletilir. Ertesi giin elde edilen soliisyon 4 pargaya boliiniir
ve ¥4 kismint yemeklerden sonra igilir. Belirtilen dozu gegmemek ¢ok dnemlidir (Lea

and Chambers, 2007).

Sekil 2.1. Rubia Tinctoruim.

2.2. DEMIRTIKAN-TRIiBULUS TERRESTRIS

Toprak istii kismi toprakla kapli, kiigiik tiiylerle kapli, ¢ok dalli ve dal boylar1 10-60
cm ve daha fazla olabilen tek yillik bitkidir. Yapraklar bilesik, dikdortgen-eliptik, ¢ift
pinnathi ve 6-12 kiiglik yaprak¢iklidir. Cigeklerin rengi agik sari renkte, kiigiik, az
sayida, yapraklarin dibinde tek tek bulunur. Cicek tact 5 adet sar1 karsilikli oval
yapraktan olusur. Meyveleri kiiciiktiir, cok sert dikenlerle kaplidir ve 5 kii¢iik kozaciga
boliinmiistiir. Bitki Mayis-Agustos aylarinda ¢igek acar. Dagilimi ¢ok genis olup,

bitkinin toprak stii kismi esas olarak tedavi amagli kullanilir.

Kimyasal bilesimi: Bitki, steroid glikozitler (trillin, dioscin, gracillin, protodioscin,

kikubasaponin), flavonoidler, alkaloidler, dubil maddeleri, saponinler, boyalar ve
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re¢ine maddeleri, C vitamini, alkaloidler (meyvelerde) vb. bilesikler vardir (Ganzera
etal., 2001).

Sekil 2.2. Tribulus terrestris.

Viicuda etkileri ve uygulamasi: Bitki koleretik, tonik, idrar soktiiriicii, tonik, anti-
aterosklerotik, antiinflamatuar, zayif sedatif vb. 6zelliklere sahiptir. Tipta bitki esas
olarak bobrek ve idrar yolu hastaliklar1 (piyelonefrit, glomeriilonefrit, sistit, bobrek
tas1 hastalig1 vb.), ateroskleroz, safra kesesi hastaliklar1 (kolesistit, kolanjit), iskemik
kalp hastalig1 (kalp kasilmalarimi yavaslatir) tedavisinde kullanilir. Miyokardiyal
kasilmay1 arttirir, koroner kan dolasimini iyilestirir, arteriyel basinci diisiiriir, kan
damarlarin1 genisletir, metabolik bozukluklar, diyabet vb. gibi hastaliklarda kullanilir
(Neychev and Mitev, 2005).
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BOLUM 3

MATERYEL VE YONTEM

3.1. MATERYEL

Bu ¢alismada kullanilan bitkiler Rubia Tinctorium ve Tribulus Terrestris 2022 yilinin
mayis ayinda Azerbaycamn Bakii sehrinden aktardan temin edilmistir. Ogiitiicii
kullanilarak 2022 yilinin temmuz aymda Karabiik Universitesi Saglik Bilimleri
Fakiiltesi Gida Toksikolojisi laboratuvarinda her bitkiden 50 gr alinarak 6giitiilmiistiir.
Her birinden Sgr olmak iizere 4 erlene alinmis ve istiine 50 ml ¢6ziicii eklenmistir.
Burada ¢6ziicii olarak etanol, methanol, petrol eteri ve kloroform kullanilmustir.
Ekstreler Whatman tipi stizge¢ kagidindan siiziilerek ¢oziiciileri rotary evaporator ile
uzaklastirma islemleri yapilmistir. Hazirlanan ekstreler kapakli cam beherde oda
sicakliginde saklanmis ve daha sonra toplam antioksidan kapasitesi ve enzim

inhibisyonlarinin aktiviteleri belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal formiilleri.

Kimyasal ad1 Formiil Temin edildikleri
firmalar

Etanol C2Hs0OH ISOLAB UN1170

Metanol CH3OH Sigma-Aldrich UN1230

Kloroform CHClI3 ISOLAB UN1888

Petrol eteri ISOLAB UN1268

DMSO C2HsOS Sigma Aldrich

Gallik asid C7HeOs Sigma Aldrich G7384

Sodyum karbonat Na2.COs3 Sigma Aldrich

Folin-Ciocalateu’s phenol CgHsO Merck 1.09001.0100
Ma=94.11124

Demir (II) siilfat FeS04.7H20 Sigma Aldrich

Demir (III) kloriir FeCls Merck 157740

(Ferrik Kkloriir)

TPTZ C19H15CINg Sigma Aldrich

Sodyum asetat C2H3NaO; Sigma Aldrich

Amonyum asetat C2HINO2 Sigma Aldrich

Hidroklorik asit HCI Sigma Aldrich
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Neocuproine CusH12N; Sigma Aldrich

Bakar (II) kloriir CuCl, Sigma Aldrich
Butylated hydroxyanisole Ci11H1602 Sigma Aldrich
(BHA)

DPPH C18H12N506 Sigma Aldrich D9132
ABTS C18H18N40O6S4 Sigma Aldrich
Potasyum persiilfat K2S,08 Sigma Aldrich
Disodyum fosfat NaxHPO4 Sigma Aldrich
Sodyum Kloriir NaCl Sigma Aldrich
Nisasta Sigma Aldrich
Sodyum hidroksit NaOH Sigma Aldrich
3,5-Dinitrosalisilik  asit (O2N).CsH2-2-(OH) Sigma Aldrich
(DNS) CO2H

Potasyum Sodyum KNaC4H4Oe Sigma Aldrich
Tartarat

Sodyum siilfat NazS04 Sigma Aldrich

3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Cizelge 3.2. Kullanilan cihaz ve aletleri.

Kullanilan alet ve cihazlar Marka

Ogiitiicii Waring Commercial Blender
Hassas Terazi RADWAG

Etiiv MIPR LAB

Rotary Evaporator Cihazi IKA — HB 10 basic

Vortex Cihazi WIGGENS - Vortex3000
Manyetik Karistirici WF — H380a

Otomatik pipetler Isolab, Capp

pH metre INSTRUMENTS

UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu UV Visible UV-120-02
Santrifiij cihaz Allegra X-30R

Su banyosu MIPR LAB

Derin Dondurucu Beko

Buzdolabi Argelik

96 kuyucuklu mikropleyt Thermo Fisher Scientific

3.1.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan ¢ozeltilerin yeri ve hazirlanma sekli asagidaki gibidir.
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3.1.2.1. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini ile Tlgili Cézeltiler

o %?2’lik Na,COs ¢ozeltisi: 0.20 g NapCOs tuzu meziir igerisinde 8 mL destile su
ilave edilerek ¢oziildii ve son hacmi destile su ile 10 mL olacak sekilde
tamamlandi.

o  Galik asit ¢ozeltisi (Img/mL): 0.0305 g gallik asit alinip 28 mL destile su ilave
edilerek ¢ozildii. Toplam hacim destile su ile 30.5 mL’ye tamamlandi.

e Folin-Ciocalteau Reaktifi.

3.1.2.2. FRAP indirgeme metodu ile ilgili cozeltiler

e 0,002 M FeS04.7H20 ¢ozeltisi: 0,0068 g FeSO4.7H20 tartilarak 12 mL destile
su igerisinde ¢oziildi.

e 0,02 mM FeCls: 0,054 g FeCls.6H20 tartilarak ve 10 mL destile su igerisinde
¢ozildii.

e TPTZ ¢ozeltisi: 0,015 g TPTZ tartildiktan sonra 5 mL HCI kullanilarak
¢ozildii.

e Asetat tamponu: 0,0945 g NaCH3COO tartildi ve 40 mL destile su igerisinde
¢oziildiikten sonra pH’s1 3,6 olacak sekilde ayarlandi ve son hacimi 50 mL’ye
tamamlandi.

e FRAP reaktifi: Asetat tamponundan 10 hacim, TPTZ’den 1 hacim ve 1 hacim
de 0,02 M FeCl3.6H20 ¢ozeltisi karistirilarak elde edildi.

3.1.2.3. CUPRAC metoduna gore indirgeme metodu ile ilgili ¢ozeltiler

e | M’lik amonyum asetat tamponu (pH: 6,5): 3,904 g CH3COONHy3 alind1 ve
30 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 6,5’e ayarlanarak son hacmi 50 mL’ye
destile suyla tamamlandi.

e 7,5 mM’lik neokuprin ¢ozeltisi: 0,0078 g Neokuprin alind1 ve 5 mL etanolde
¢ozildii.

e 10 mM’lik CuCl2 ¢ozeltisi: 0.0170 g CuCl2 alind1 ve 10 mL destile suda

¢Oziildil.
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Butylated hydroxyanisole ¢ozeltisi: 0.014 g C11H1602 alind1 ve 14 mL

etanolde ¢Oziildii.

3.1.2.4. DPPH Indirgeme Metodu ile Tlgili Cozeltiler

1. 0.ImM’lik DPPH ¢ozeltisi: 0,006 mg DPPH alind1 ve 25 mL etanolde ¢oziildi.

3.1.2.5. ABTS** Giderme Aktivitesi Tayini ile Tlgili Cozeltiler

0,1 M fosfat tamponu (pH:7,4): 5,68 g Na2HPO4 alinarak 380 mL destile suda
¢ozildi. pH’s1 6,6’ya ayarlandiktan sonra son hacmi 400 mL’ye tamamlandi.
2 mM’lik ABTS** ¢ozeltisi: 75 mg ABTS fosfat tamponunda (0,1 M, pH: 7,4)
tamamen ¢Oziinlinceye kadar karanlikta manyetik karigtirici tizerinde
karistirildi. Daha sonra son hacim hacim saf suyla 50 mL’ye tamamlandi.
2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisi: 50 mg K20gS2 0,1M’lik ve pH’s1 7,4
olan 40 mL fosfat tamponunda tamamen ¢oziildi. Toplam hacmi 50 mL’ye

tamamlandi.

3.1.2.6. Kolinesteraz Enziminin Aktivite Ol¢iimlerinde Kullanilan Cozeltiler

1 M’lik Tris-HCI tamponu: 30,27 g Tris alind1 ve 5 mM’lik 0,370 g EDTA 200
mL destile suda ¢oziildiiten sonra pH’s1 8’e ayarlandi ve toplam hacim 250
mL’ye tamamlandi.

10mM’lik asetilkoliniyodat ¢ozeltisi: 0.145 g asetilkoliniyodat alind1 ve bir
miktar destile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 50 mL’ye ayarlandi.

10 mM’lik DTNB (5,5°-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi: 0.02 g DTNB
ve 1 g sodyum sitrat alindi. Bir miktar suda ¢dziilerek son hacim 50 mL’ye

ayarlandi.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Total Fenolik Madde Tayini

Bu calismada hazirladigimiz bitki ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik bilesik
miktari tayininde FCR kullanildi (Singleton et al., 1999). Gallik asit ¢aligmada standart
fenolik madde olarak kullanildi. Stok ¢6zelti olarak 1 mg/mL derisiminde gallik asit
kullanilarak hazirlanan ¢ozelti kullanildi. Bu ¢6zeltiden standart grafik eldesi igin
seyreltilerek 5 farkli konsantrasyon (10 — 20 — 30 — 40 — 50 pl) kullanildi. Bitkisel

numuneleri seyreltilmeden kullanilmgtir.

Analiz i¢in; Biitiin 6rnek ve standartlardan 60 pL’lik miktar sirasiyla; 0,5 mL saf su
ve 100 uL FCR ile karigtirilarak vorteks islemine tabi tutuldu. 3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan, 300 uL (%2’lik) Na2COz ilave edilerek vorteks
islemine tabi tutuldu. 2 saat oda sicakligindaki inkiibasyon islemi sonunda 6l¢iimler

gerceklestirildi ve numuneler i¢in ii¢ tekerriir yapildi.

Inkiibasyonislemi sonrasinda spektrofotometre kullanilarak 760 nm’de absorbans
Olgtimleri yapildi. Hesaplamalar yapilirken ii¢ tekerriir sonucu elde edilen degerden
kor degeri ¢ikarilmis. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen galik asit
ekivalent miktar1 standart grafikten elde edilen asagidaki denklem yardimiyla bulundu

ve galik asit ekiv alent (GAE) ve mikrogram olarak verildi (r2: 0,9969).
Absorbans (760 nm) = 0,011 x [GAE (pug)]
3.2.2. Antioksidan Kapasitesinin Tayini
Bu tayin yonteminde antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in Demir (III) iyonu
indirgeyici kapasite (FRAP), Bakir (II) iyonu indirgeyici kapasite (CUPRAC), DPPHe

radikal siiplirme kapasitesi ve ABTS®" radikali giderme kapasitesi yontemleri

kullanilmistir.
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3.2.2.1. FRAP indirgeme Kapasitesi Tayini

Calismamizda standart (FeSOs) saf su ile seyreltilerek 5 farkli konsantrasyonu
hazirlandi. Her bitki ekstrelerinden alindi. Stok c¢ozeltiler, 300 mM asetat tampon
¢ozeltisi (pH 3.6), 10 uM TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-triazin) ¢ozeltisi ve 20 pM
FeCl3.6H20 (demir (III) kloriir heksahidrat) ¢6zeltisi idi. Asetat tampon soliisyonunun
hazirlanmasi i¢in 800 pL asetik asit (CHsCOOH) igerisine 0.0945 g sodyum asetat
(NaCH3COO) ilave edildi ve ardindan su ile 40 mL'ye seyreltilerek 300 uM asetat
tamponu hazirlandi. 10 uM TPTZ ¢dzeltisinin hazirlanmasi i¢in 0.015 g TPTZ, 5 mL
HCI i¢inde ¢oziildi. 20 pM FeClz.6H20 soliisyonun hazirlanmasi igin, 0.054g
FeCls.6H20 10 mL suda ¢6ziildii. 25 mL asetat tamponu, 2.5 mL TPTZ soliisyonu ve
2.5 mL FeClz.6H20 soliisyonu karistirtlarak FRAP soliisyonu hazirlandi.

Bu yontemde 6rneklerden 20 pl alinarak, 250 pl FRAP ¢ozeltisi (sodyum asetat tamponu,
TPTZ ve Demir (III) Kloriir (FeCls); 10:1:1) mikroplaka kuyucuklarina aktarilarak
karistirildi. Sari-turuncu renk, yogun mavi renge doniistii. Kor olarak su kullanildi.
Plakalar 10 dakika bekletildi ve sonra asetat tamponundan olusan kore kars1 593 nm’de

absorbans degerleri ol¢iildii.

3.2.2.2. CUPRAC Metoduna Gére Indirgeme Kapasitesi

Bu metodta hazirladigimiz bitki eksterelerini tiiplere alindi. Uzerine 0,25 mL CuCls
¢ozeltisi (0,01 M), 0,25 mL etanolik neokuprin ¢ozeltisi ve 0,25 mL CH3COONHq4
tampon ¢ozeltisini (1 M) eklendi. 30 dk karanlikta beklettikten sonra 450 nm’de kore

kars1 absorbans degerleri ol¢iildii. Burada kor olarak saf su kullanildi.

3.2.2.3. DPPH Radikalini indirgeme Aktivitesi Tayini

Bu ¢alismada DPPH ¢ozeltesi taze olarak hazirlandi. ilk olarak 0,006 g DPPH alindi
ve saf etanolde ¢oziildii. Daha sonra saf etanol kullanilarak bir sisede 25 mL'ye
tamamlandi. Son olarak aliiminyum folyo ile kapatilarak karistiricida 6 saat
karistirildi.  Farkli  konsantrasyonlarda hazirlanan bitki ekstrelerinden alindu.

Orneklerden 20 pl alinarak, 250 pl DPPH c¢ozeltisi mikroplaka kuyucuklarinda
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karigtirildi. Antioksidan bilesikler tarafindan mor radikal karsilik gelen soluk sari
hidrazine indirgenme gozlendi. Burada kontrol olarak 20 pL saf etanol eklendi. Kor
olarak 250 uL saf etanol kullanildi. Son olarak DPPH ¢6zeltisi kor numune harig tim

karisima ilave ederek karistirildi.

30 dakika oda sicaklig1 ve karanlikta inkiibe ettikten sonra kore karst 517 nm’de

absorbanslari ol¢iildii.

3.2.2.4. ABTS** Radikali Giderme Aktivitesi

Calismada standart olarak Troloks, etanol ile seyreltilmis ve 6 farkli konsantrasyonu
hazirlanmistir. Her iki bitki ekstrelerinden alindi. ABTS c¢ozeltesi taze olarak
hazirlanmistir. 75 mg ABTS alind1 ve saf suda ¢oziiliip, sonra saf su kullanilarak
hacimsel sisede 50 mL'ye tamamlandi. Aliminyum folyo kullanilarak kapatilip
karistiricida 2 saat karistirildi. Radikalizasyon (ABTS** olusumu) elde etmek igin
ABTS ve 0,245 mM otasyum persiilfat ¢ozeltileri karistirildi (1:1 v/v). Alt1 saat
karanlikta bekletildi.

Hazirlanan 6rneklerden 20 pl alinarak, 230 uL. ABTS ¢ozeltisi spektrometre kiivetleri
aktarip Karistirtlmis. Koyu yesil-mavi rengin renksize doniisiilmesi gozlendi. Kontrol
olarak 20 pL saf etanol eklendi. Kor olarak 250 pL saf etanol kullamildi. ABTS
¢ozeltisi kor numune hari¢ tiim karisime ilave edilib vortekslenmisdir. Bu karisimda
30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede 734

nm dalga boyunda absorbans degerleri belirlenmistir.

3.2.3. Kolinesteraz Inhibisyon belirlenmesi

Calismada 0,1 M Tris HCI tampon ¢6zeltisi kullanilmisdir. Tampon 4°C de muhafaza
edip 2-3 giin arayla yenilenmisdir. Ellman reaktifi 3 mM 5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB) ¢ozeltisi Tris-HCI tamponunda ¢oziildii. Bu ¢ozelti her giin taze olarak
hazirlanmistir. Kolinesteraz substrati, 15mM asetiltiyokolin iyodiir distille suda

hazirlanmistir. Kolinesteraz enzim ¢ozeltisi 0,28 U/mL olacak sekilde tampon
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cozeltisiyle seyreltilerek 0,5 mL alinarak ependorf tiiplere alinmisdir. -20 °C’de

muhafaza edilmisdir.

Mikroplate kuyucuklarmma 125 uL DTNB, 25ul AChL, 50uL tampon ve 25uL

inhibitor ¢ozeltileri eklendikten sonra {izerine 25uL enzim ¢ozeltisi ilave edildi.

Kontrol ¢ozeltisi olarak bitki ekstresi yerine sulu ekstrelerde su, diger ¢oziiciilerle
hazirlananlarda ise DMSO kullanilmisdir. Ornek ve kontrol ¢ozeltileri 37 °C sicakliga
ayarlanmig Elisa okuyucuda 2 dk boyunca inkiibe edilmisdir. 405nm de kore karsi

absorbans degerleri okunmusdur.

3.2.4. LC-MS/MS él¢iimii

LC-MS/MS Kromatografisi kullanilarak Rubia tinctorium etanol ekstraktinin igerik
analizi yapilmistir. Analizde Agilent 6460 Triple Quad LC-MS/MS with 1290 Infinity
UPLC system cihaz1 kullanilmistir. Geadientli analiz metodu kullanilarak
gerceklestirilen islem 20 dk siirmiistiir. Iyon bashigi Electro Spray Ionization ve
enjeksiyon hacmi ise 5 pL’dir. Cihazda kolon olarak Reversed Phase C18 Column
kullanilmis ve kolon sicakligi 30 °C olarak ayarlanmistir. Mobil Faz-A olarak formik
asit i¢eren ultra saf su, Mobil Faz-B olarak formik asit i¢eren asetonitril kullanilmis ve

akis hiz1 0,4 mL/dk olarak ayarlanmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI
4.1. ANTIOKSIDAN CALISMALARI iLE ILGILI ARASTIRMA BULGULARI
Bitkilerden elde edilen ekstrakrlarin toplam fenolik madde ve antioksidan kapasit

analizleri yapildi. Analizi yapilan bitki ekstraktlar1 BOE, BOM, BOK, BOP, DTE,
DTM, DTK ve DTP’dir. Standart antioksidan olarak BHA, GA ve Troloks

kullanilmastir.
Cizelge 4.1. Bitki Ekstrelerinin kisaltilmis kodlari.

Bitki Ekstreleri Kisaltmalan
RUBIA TINCTORUM Etanol ekstreleri BOE
RUBIA TINCTORUM Metanol ekstreleri BOM
RUBIA TINCTORUM Kloroform ekstreleri BOK
RUBIA TINCTORUM Petroleteri ekstreleri BOP
TRIBULUS TERRESTRIS Etanol ekstreleri DTE

TRIBULUS TERRESTRIS Metanol ekstreleri DTM
TRIBULUS TERRESTRIS Kloroform ekstreleri DTK
TRIBULUS TERRESTRIS Petroleteri ekstreleri DTP

4.2. TOTAL FENOLIK BILESIK MIKTAR TAYINI ILE IiLGILi
COZELTELTIi BULGULARI

Rubia tinctorum ve Tribulus terrestris bitkilerinden hazirlanan ekstraktlarinin toplam
fenolik bilesik miktarin1 aragtirmak igin standart fenolik bilesik olarak galik asit
kullanilmigtir. Gallik asit kullanilarak yapilan dlgiimler sonucu elde edilen standart

grafik asagida verilmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Gallik asit standart egrisi.

Asagidaki tabloda (Cizelge 4.2) bu yontemle bitki ekstraktlart i¢in elde edilen
absorbans degerleri ile standart grafik denklemi kullanilarak hesaplanan toplam

fenolik madde miktar1 (TFMM) gallik asit esdegeri olarak verilmistir.

Cizelge 4.2. Toplam Fenolik Madde Miktari.
Ekstrakt ~ TFMM (ug gallik asit/mg ekstrakt)

tiiri

BOE 21,82 +1,29
BOM 105,23 + 56,26
BOK 66,92 + 19,94
BOP 29,32 + 12,72
DTE 53,84 + 3,34
DTM 63,59 £ 4,33
DTK 46,87 + 12,69
DTP 8,33 +£2,15

Ekstrelerin absorbans degerleri ve kalibrasyon denklemi kullanilarak ekstrelerdeki
toplam fenol miktarlari pg gallik asit esdegeri (GAE) / mg ekstre cinsinden
hesaplandiktan sonra en yiiksek toplam fenol miktarint BOM (105,23 + 56,26 pg gallik
asit/mg ekstrakt) ve DTM (63,59 + 4,33 pg gallik asit/mg ekstrakt) ekstrelerinde
olgiiliirken; en diisiik degerlere BOE (21,82 + 1,29 ng gallik asit/mg ekstrakt) ve DTP
(8,33 £2,15 pg gallik asit/mg ekstrakt) ekstrelerinde rastlanmustir.
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4.2.1. Ferrik indirgeme Kuvveti Bulgulari

FRAP metodu elektron vererek antioksidan aktivite gdsteren bir metottur. Bu metotta
ferrik iyonlar1 (Fe®") ferrdz iyonlarma (Fe?*) indirgenir. Olusan ferroz (Fe?") iyonlar
ise Tripiridil triazin (TPTZ) ile mavi renkli bir kompleks olusturur. Bu mavi renkli bir

kompleks ise 593 nm’de maksimum absorbans gosterir.

FRAP reaktifi bu ¢alismada taze hazirlanmigtir. Uygun oranda seyreltilmis 20 pL
ekstraktlar, 250 uL FRAP ¢ozeltisi ile karistirildiktan sonra 10 dakika beklenmis ve 593
nm’de absorbans degeri okunmustur. Kalibrasyon igin Fe?**nin degisen konsantrasyonlar
kullanilmustir. Fe?*’in konsantrasyonlarindaki absorbans degerlerinden faydalanarak

standart calisma egrisi ¢izilmistir (Sekil 4.2.).

1,4
12 e
-
1 [ J
@0 y=61,11x + 0,0407
8 0,8 R2=0,9638
G °
806 -
< e
0 4 ‘ i '
0,2
0e
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
umol FeZ*

Sekil 4.2. Fe?* Standart Egrisi.

Yukaridaki grafikten elde edilen formiile gére numunelerin antioksidan kapasiteleri
Fe?" esdegerinden hesaplanmustir. Deger ile antioksidan kapasitesi arasinda net bir
sekilde dogru orantidan bahsetmek miimkiindiir. Asagidaki ¢izelgede “pmol Fe?*
esdegeri / mg Ornek” olarak hesaplanmistir. FRAP yontemine gore indirgeme
kapasitesi en yiiksek antioksidan kapasite BOK (1 mg ekstrakt 1,23 mikromol Fe?*
esdegeri) ve DTM (1 mg ekstrakt 1,47 mikromol Fe?* esdegeri) ekstrelerinde
oleiiliirken; en diisiik degerlere BOP (1 mg ekstrakt 0,3 mikromol Fe?* esdegeri) ve
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DTP (1 mg ekstrakt 0,027 mikromol Fe?* esdegeri) ekstrelerinde rastlanmistir (Cizelge
4.3.).

Cizelge 4.3. Ekstraktlarin FRAP degerleri.

Eks. Fe2+ pmol / mg ekstrakt
BOE 0.35

BOM 2.52

BOK 1.23

BOP 0.3

DTE 0.84

DTM 1.47

DTK 0.62

DTP 0.027
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Sekil 4.3. Ferrik Indirgeme Kuvveti (FRAP) Sonuglari.

4.2.2. ABTS Radikal Giderme Aktivitesi Bulgular:

Bu calismada ABTS reaktifi taze hazirlanmigtir. Seyreltilmis 20 pL ekstraktler, 230 pL
ABTS c¢ozeltisi ile karigtinlmistir. Daha sonra 30 dakika beklenmis ve 743 nm’de
absorbanslar oOlgtilerek inhibisyon yiizdeleri Troloks analitinden elde edilen sonuclarin
kullanimiyla olusturulan Troloks kalibrasyon egrisinin kullanimi ile Troloks’a esdeger

(TE) olarak hesaplanmustir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Trolox Standart Egrisi.

Bu grafikten elde edilen formiile gore antioksidan kapasitesi Trolox esdegiren gore
hesaplanip belirlenmistir. Deger ile antioksidan kapasitesi birebir olarak dogru
orantilidir. Aldigimiz sonuglara gére numune ve standart1 asagidaki sekil ve ¢izelgede
oldugu gibi verilmistir (Cizelge 4.4. ve Sekil 4.5.). Elde edilen verilere gére ABTS**
radikal giderme aktivitesi en yiiksek olan ekstraktin DTM ve BOM, en diisiik oldugu
ekstraktin ise BOE ve DTP oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Ekstraktlarin Trolox esdegeri

Eks. Trolox esdegeri (ug troloks/ pg
ekstrakt)

BOE 0,0663

BOM 0,796

BOK 0,393

BOP 0,335

DTE 0,385

DTM 0,47

DTK 0,283

DTP 0,0787
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ekil 4.5. Katyon Radikali Giderme Aktivitesi *") Sonuglari.
Sekil 4.5. K Radikali Gid Aktivitesi (ABTS*") S 1

4.2.3. DPPH Radikalini indirgeme Aktivitesi Bulgulari

Calismada DPPH® radikalinin metanolik ¢o6zeltisi hazirlamistir. Uygun oranda
seyreltilmis 20 pL ekstraktler, 250 pL. DPPH cozeltisi ile karistirildiktan sonra 30
dakika beklenmis ve 517 nm’de absorbans degeri okunmustur. Ekstraktlarin
konsantrasyonlara karsi % inhibisyon degerleri kullanilarak elde edilen grafik
yardimiyla %50 inhibisyonu saglayan konsantrasyon saptanmistir Hesaplanan bu

miktar 1Cso degeri olarak belirtilmistir (Sekil 4.6-13).
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Sekil 4.6. BOE ekstraktlarinin DPPH radikalini indirgeme giicti.
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Sekil 4.7. BOM ekstraktlarinin DPPH radikalini indirgeme giicti.
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Sekil 4.8. BOK ekstraktlarinin DPPH radikalini indirgeme giicii.
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Sekil 4.9. BOP ekstraktlarmim DPPH radikalini indirgeme giici.
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Sekil 4.10. DTE ekstraktlarinin DPPH radikalini indirgeme giicii.
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Sekil 4.11. DTM ekstraktlarinin DPPH radikalini indirgeme giicii.
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Sekil 4.12. DTK ekstraktlarinin DPPH radikalini indirgeme giicii.
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Sekil 4.13. DTP ekstraktlarinin DPPH radikalini indirgeme giicii.

Cizelge 4.5. Ekstrelerin indirgenen DPPH aktivitelerinin 1Cso degerleri.

Bitki ek. BOE BOM BOK BOP DTE DTM DTK DTP
1Cs0 (ng/ml - 26,47 46,33 - 39,6 2439 57,09 -

BOE 0,08 konsantrasyonda34,56, BOP konsantrasyonda 27,55 DPPH giderimi
saglamistir. DTP DPPH giderimi etkisi gostermemistir. BOM ve DTM ekstraktinin
ICs0 degerine gore en giligli DPPH*® radikali giderme kapasitesine sahip oldugu
gorilmustiir (Cizelge 4.5. ve Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Serbest Radikal Giderme Etkisinin (DPPH") Sonuglari.
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4.2.4. Cu?* - Cu* indirgeme Kuvveti (CUPRAC Metotu) Bulgular

Kullandigimiz metot antioksidan bilesiklerin Cu?* iyonlarmim Cu*’ya indirgenmesine
dayanmaktadir. Bakir(I)-neokuproin selatindan olusan sar1 rengin siddetine gore
indirgeme kapasitesi belirlenmektedir. Olgiimler 450 nm’de yapilir. CUPRAC reaktifi
calismada taze hazirlanip kullanilmistir. Uygun oranda seyreltilmis 10 pL ekstraktler,
250 uL CUPRAC ¢ozeltisi ile karistirildiktan sonra 30 dakika bekledikten sonra 450
nm’de absorbans degeri okunmustur. Ekstrelerin ve standartlarin (GA, BHA ve
Trolox) Cu?*-Cu* indirgeyici gii¢ egrileri, konsantrasyon (10-20-40 pg/mL) ve bu

konsantrasyonlara karsilik gelen absorbanslar arasinda ¢izilmistir (Sekil 4.15-16).
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Sekil 4.15. BO ekstraktlari, GA, Troloks ve BHA nin bakir (II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasiteleri (CUPRAC).
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Sekil 4.16. DT ekstraktleri, GA, Troloks ve BHA ’nin bakir (II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasiteleri (CUPRAC).

Cizelge 4.6. GA, Troloks ve BHA’nin bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan
kapasiteleri.

Bakar (II) iyonu Konsantrasyon (ng / mL)
indirgeyici antioksidan 10 (ng/ mL) 20 (ng/ mL) 40 (ng/ mL)
kapasitesi (CUPRAC)

GA 1.6142 1.7243 2.3722
BHA 0.8469 1.4525 1.9397
Troloks 0.4748 0.8846 1.3541
BOE 0,0354 0,0789 0,1446
BOM 0,0724 0,1399 0,2311
BOK 0.062 0.1858 0.37
BOP 0.0762 0.1314 0.2586
DTE 0.0934 0.1959 0.3503
DTM 0.141 0.2746 0.4658
DTK 0.1399 0.0724 0.2311
DTP 0.0119 0.0235 0.0365

Artan absorbans indirgeme yeteneginin de arttigini gosterir. Caligmamizda bitki
ekstraktlarinin ve standart maddelerin Cu?*-Cu* indirgeme giiciiniin ekstre miktarina
bagl olarak arttigi goriilmektedir. Calismamizda ekstraktler ve standartlarin bakir
tyonlarmi indirgeme giicii tiim konsantrasyonlarda GA > BHA > Troloks > DTM
>BOK > DTE > BOP > BOM=DTK > BOE > DTP seklinde azalmaktadir (Cizelge
4.6.).
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4.3. KOLINESTERAZ ENZIM iNHiBiSYON BULGULARI

AChE yontemine gore Olgiimler yapildi. Deney 3 kez tekrarlandiktan sonra aktivite

grafigi cizilmistir (Sekil 4.17-24) ve ICs (Cizelge 4.7.) degeri hesaplanmustir.

Grafikler her bitki i¢in ayr1 ayr1 hazirlanip asagida verilmistir.
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Sekil 4.17. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren BOE ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafikler.
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Sekil 4.18. AChE enzimi {izerine inhibisyon gdsteren BOM ekstreleri i¢in aktivite (%)

grafikleri.
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Sekil 4.19. AChE enzimi lizerine inhibisyon gosteren BOK ekstreleri i¢in aktivite (%)

grafikleri.
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Sekil 4.20. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren BOP ekstreleri igin aktivite (%)

grafikleri.
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Sekil 4.21. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren DTE ekstreleri icin aktivite (%)
grafikleri.
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Sekil 4.22. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren DTM ekstreleri igin aktivite (%)
grafikleri.
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Sekil 4.23. AChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren DTK ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafikleri.
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Sekil 4.24. AChE enzimi {izerine inhibisyon gosteren DTP ekstreleri icin aktivite (%)
grafikleri.
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Cizelge 4.7. Ekstrelerin AChE enzim inhibisyonu ICso degerleri.
Bitki ek. BOE BOM BOK BOP DTE DTM DTK DTP

ICs0 24,03 40,29 - 64,78 38,94 17,29 2224 -
(ng/mL)

Bu bulgular uyarinca gére AChE enzimini in vitro olarak inhibe etme potansiyeli en
yiiksek olan ekstrenin DTM elde edilen ekstre oldugu belirlenmistir. 0,08 mg/mL
konsantrasyonunda BOK 33,55, DTP ise 39,56 AChE inhibisyonu saglamustir.

BOE. BOM BOK BOP DTE DT™M DTK DTP

Ekstrakt
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Sekil 4.25. AChE enzim inhibisyonu sonuglar1
BChE enzimi de aymi AChE enziminde oldugu gibi olgtimler yapilmis, 3 kez

tekrarlandiktan sonra aktivite grafikleri ¢izilmisdir. BChE enziminin Her bir bitki i¢in

hazirlanan grafikler ve hesaplanan ICso degeri asagida verilmistir (Sekil 4.26-33).
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Sekil 4.26. BChE enzimi {izerine inhibisyon gosteren BOE ekstreleri i¢in aktivite (%)

grafikleri.
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Sekil 4.27. BChE enzimi {izerine inhibisyon gosteren BOM ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafikleri.
120
100 Gy e @i
< 50 P >
g
S 60
< 40
20
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
BOK mg/ml

Sekil 4.28. BChE enzimi iizerine inhibisyon gdsteren BOK ekstreleri icin aktivite (%)
grafikleri.
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Sekil 4.29. BChE enzimi {izerine inhibisyon gosteren BOP ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafikleri.
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Sekil 4.30. BChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren DTE ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafikleri.
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Sekil 4.31. BChE enzimi {izerine inhibisyon gdsteren DTM ekstreleri icin aktivite (%)
grafikleri.
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Sekil 4.32. BChE enzimi iizerine inhibisyon gosteren DTK ekstreleri igin aktivite (%)

grafikleri.
120 y = 100e™78
R?=0,9399
100 ®e...........0®
................. ..
S s e
5T e
S 60 ®
2
< 40
20
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
DTP mg/ml

Sekil 4.33. BChE enzimi {izerine inhibisyon gdsteren DTP ekstreleri i¢in aktivite (%)
grafikleri.

Cizelge 4.8. Ekstrelerin BChE enzim inhibisyonu 1Cso degerleri.

Bitki BOE BOK BOP DTE DTM DTK DTP
ek. BOM
I1Cso 40,89 58,44 47,60 - 64,25 18,23 47,60 -

Bu bulgular uyarinca gére AChE enzimini in vitro olarak inhibe etme potansiyeli en
yiiksek olan ekstrenin DTM elde edilen ekstre oldugu belirlenmistir. 0,08 mg/ml
konsantrasyonunda BOP 21,79, DTP ise 34,26 BChE inhibisyonu saglamistir (Cizelge

4.8.).
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Sekil 4.34. BChE enzim inhibisyonu sonuglari.
4.5. LC-MS/MS KROMATOGRAFISI iLE ELDE EDILEN BULGULARI

LC-MS/MS Kromatografisi kullanilarak Rubia tinctorium etanol ekstraktinin igerik

analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

- TIC MRM (** -> **) MK_Banotu-Etanol.d (MK_Banotu-Etanol)
x10 3
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Sekil 4.35. LC-MS/MS kromatografisi ile tayin edilen fenolik bilesik kromatograma.
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Cizelge 4.9. LC-MS/MS kromatografisi ile tayin edilen fenolik bilesik miktarlar
(nanogram / 0,1 mg ekstre).

Compound RT Response Conc
Quinic Acid 2,375 4890 1840,5279
Fumaric Acid 3,872 5896 3511,3209
Gallic Acid 5,422 191 0,0000
Pyrogallol 6,352 4 0,0000
Cyanidin-3-o- 10,430 174 17,5844
glucoside

Keracyanin 10,530 0 0,0000
Chloride

Chlorogenic Acid 10,794 77512 2925,8197
Catechin 10,884 18 0,0000
Peonidin-3-o- 10,908 0 0,0000
glucoside

Epigallocatechin 11,053 1 0,0000
Gallate

4-OH-Benzoic 11,182 14249 861,1503
Acid

Epicatechin 11,233 19 0,0000
Hesperidin 11,574 1624 116,1665
Caffeic Acid 11,600 3157 0,0000
Vanillic Acid 11,673 243 441,0157
Syringic Acid 11,700 89 91,4468
Ellagic Acid 12,087 69 0,0000
Sinapic Acid 12,338 3 0,0000
p-Coumaric Acid 12,355 1386 0,0000
Naringin 12,358 308 4,2967
Vitexin 12,360 308 0,0000
Taxifolin 12,420 10 0,0000
Ferulic Acid 12,498 248 15,4559
Rosmarinic Acid 12,563 0 0,0000
Vanillin 12,602 0 0,0000
Myricetin 12,825 190 0,0000
Resveratrol 13,164 0 0,0000
Luteolin 13,409 16 0,0000
Quercetin 13,421 5174 38,0314
Apigenin 13,990 5 0,0000
Naringenin 14,192 4 0,0000
Isorhamnetin 14,262 62 0,0000
Galangin 15,382 918 1,0820
Chrysin 15,557 15 0,0000
Curcumin 16,030 1 0,0000
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Quinic Acid
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Sekil 4.36. Quinic asit i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Fumaric Acid
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Sekil 4.37. Fumaric asit i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Gallic Acid
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Sekil 4.38. Gallic asit i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
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Pyrogallo/
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Sekil 4.39. Pyrogallol i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.

Keracyanin Chloride
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Sekil 4.40. Keracyanin Chloride i¢in 6l¢lim sonucu elde edilen grafik.

447.1 ->283.8 ,447.1->284.8

Cyanidin-3-o0-glucoside
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Sekil 4.41. Cyanidin-3-0-glucoside i¢in 6lgiim sonucu elde edilen grafik.
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Chlorogenic Acid
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Sekil 4.42. Chlorogenic Acid i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.

Catechin
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Sekil 4.43. Catechin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.

Peonidin-3-o-glucoside

- MRM (460.9 -> 298.8) MK_Banotu-Etan..
x10 2+
34
2.5+
2,
1.5+
1,
0.5
O,

Counts

*10.908 mj

T T T T
10.5 11 115

Acquisition Time (min)

460.9 -> 298.8
x10 2|

Relative Abundance (%)

T 1 T |
10.5 11 11.5

Acquisition Time (min)

- MRM (10.908-10.908 min, 1 scans) (460....
x10 17

3.5
34
2.5
2,
1.5
1
0.5
0,

Counts

T T T ‘
350 400 450
Mass-to-Charge (m/z)

300

Sekil 4.44. Peonidin-3-0-glucoside igin 6l¢liim sonucu elde edilen grafik.
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4-OH-Benzoic Acid
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Sekil 4.45. 4-OH-Benzoic Acid i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Epicatechin
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Sekil 4.46. Epicatechin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.

Epigallocatechin Gallate

- MRM (456.8 -> 168.8) MK_Banotu-Etan..

x10 1|
11.053 min.

Counts

3.995+
3.99+
3.985+
3.98+
3.975+
3.974
3.965
3.96

T T
11.5 12
Acquisition Time (min)

T
11

456.8 -> 168.8 , 456.8 -> 304.9

& x103] Ratio = 1217.4 (8290.2 %)
3
c 4
©
he]
5 3
Q
<
o 24
2
©
T 1
o
0,
14

T T T T
1 11.5 12

Acquisition Time (min)

- MRM (11.010-11.092 min, 6 scans) (456....
x10 2 304.9
2.25
2,
1,754
1.5
1.25-
‘],
0.75-

Counts

0’\

T T T T T T
200 250 300 350 400 450
Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.47. Epigallocatechin Gallate i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
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Caffeic Acid
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Sekil 4.48. Caffeic asit i¢in 6l¢lim sonucu elde edilen grafik.

Vanilic Acid
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Sekil 4.49. Vanilic asit i¢in 6l¢lim sonucu elde edilen grafik.
Syringic Acid
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Sekil 4.50. Syringic asid i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
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Vitexin
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Sekil 4.51. Vitexin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Naringin
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Sekil 4.52. Naringin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Ellagic Acid
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Sekil 4.53. Ellagic asit i¢in 6l¢lim sonucu elde edilen grafik.
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Hesperidin
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Sekil 4.54. Hesperidin i¢in 0l¢iim sonucu elde edilen grafik.

p-Coumaric Acld
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Sekil 4.55. p-Coumaric Acid i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.

Sinapic Acid
- MRM (222.8 -> 207.8) MK_Banotu-Etan...
x10 1

Counts

4.5+
4.4+
4.3+
4.2+
4.1+

4

3.9

T T
12 12.5 13

Acquisition Time (min)

222.8 -> 207.8 , 222.8 -> 163.9
x10 3| Ratio = 243.6 (758.6 %)

2.5
2
1.5
14

Relative Abundance (%)

0.5

T T T
12 12.5 13

Acquisition Time (min)

- MRM (12.295-12.379 min, 6 scans) (222...
x10 2| 207.8

Counts

1.75
1.5
1.25
1
0.75
0.5

0’\

T T T T T T
170 180 190 200 210 220
Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.56. Sinapic asit i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
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Taxifolin
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Sekil 4.57. Taxifolin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Ferulic Acid
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Sekil 4.58. Ferulicic Acid i¢in 6l¢lim sonucu elde edilen grafik.
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Sekil 4.59. Rosmarinic Acid i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
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Vanillin
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Sekil 4.60. Vanilin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Myricetin
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Sekil 4.61. Myricetin igin 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Resveratrol
- MRM (226.8 -> 142.9) MK_Banotu-Etan... 226.8 -> 142.9 ,226.8 -> 184.8 - MRM (13.164-13.164 min, 1 scans) (226....
£ x10™ *13.164 min. & x102] Ratio = £ x10' 184.8
= 4 A A S| | = *
<] 8 <]
© 354 = 14 AN O 35
39 2 08 34
2.5 a 2.5+
o < 06 '
2 2
1.5 5 044 15
Ny T 02 1
0.5 ’
04 O,MM 0.54
T T T T T T T T 0- T T T T ‘
125 13 135 14 125 13 135 14 160 180 200 220

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.62. Resveratol i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
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Luteolin
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Sekil 4.63. Luteoln i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Quercetin
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Sekil 4.64. Quercetin i¢in dl¢lim sonucu elde edilen grafik.

Apigenin
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Sekil 4.65. Apigenin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
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Naringenin
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Sekil 4.66. Naringenin i¢in dl¢lim sonucu elde edilen grafik.
Isorhamnetin
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Sekil 4.67. Isorhamnetin i¢in 6l¢lim sonucu elde edilen grafik.

Chrysin
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Sekil 4.68. Chrysin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
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Galangin
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Sekil 4.69. Galangin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
Curcumin
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Sekil 4.70. Curcumin i¢in 6l¢iim sonucu elde edilen grafik.
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda Rubia tinctorium ve Tribulus terrestris bitkilerinin kurutulmus
hali kullanilmistir. Bu bitkilerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi, toplam
fenolik madde tayini, asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzim aktiviteleri
lizerine inhibisyon etkileri arastinlmistir. Uzerine arastirma yapilan bitkilerin
antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in bircok yontem kullanildi. Tez kapsaminda

antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in ¢aligilan yontemler asagida belirtilmistir:

e Fe3*-Fe?* indirgeme kapasitesi (FRAP metodu)

e Cu?-Cu'indirgeme kapasitesi (CUPRAC metodu),
e ABTS*" radikal giderme aktivitesi

e DPPH radikal giderme aktivitesi

Yukarida belirtilen bu yontemler kullanilarak Rubia tinctorium ve Tribulus terrestris
bitkilerinin ¢icek ve yaprak kisimlar1 karistirthp 6giitiilerek metanol, etanol, petrol
eteri ve kloroform kullanilarak maserasyon yontemiyle ekstraktlar elde edilmistir.
Elde edilen bu ekstraktlarda toplam fenolik madde miktari ile antioksidan kapasiteleri
belirlenmistir. Yapimis olan bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgular BHT, Troloks
ve BHA gibi farkli endiistri dallarinda yaygin oalrak kullanilan antioksidanlar ile
karsilagtirilmistir.  Sonuglar — antioksidan  kapasitelerini  inceledigimiz ~ farkl
ekstraktlarin antioksidan aktivitesi karsilastirma yaptigimiz standart antioksidan

aktiviteleri ile benzer ya da daha diisiik oldugunu gostermistir.

Rubia tinctorium bitkisinde elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde tayini
yapildi ve sonuglar gallik asit esdegeri verildi. Sonuglara gore en fazla fenolik madde
igerigine sahip ekstraktin BOM oldugu belirlenmistir. 105,23 + 56,26 pg gallik asit/mg

ekstrakt esdegeri oldugu bulundu. Biger ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
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caligmada Rubia tinctorium bitkisinin koklerinde toplam fenolik madde miktar1 tayini
yapilmistir (Biger et al., 2017). Folin Ciocalteu yontemine gore spektrofotometrede
okumalar 765 nm'de yapilmis olup, standart olarak gallik asitin kullanildig: ¢alismada,
koklerdeki fenolik madde miktarlari mg/g KA(kafeik asit) olarak tespit edilmistir.
Arastirmada en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 40,30 mg/g KA ile 2 mM kafeik
asit ve 100 uM Metil jasmonat'nin birlikte uygulandig1 koklerde tespit edilmis olup,
bu uygulama ile toplam fenolik madde miktarinin kontrolle kiyaslandiginda 2,8 kat

arttig1 tespit edilmistir.

Rubia tinctorium bitkisinin FRAP sonuglarina gore en yiiksek indirgeme kapasitesinin
1.23 pmol Fe?*/mg ekstrakt degeri ile BOK ekstrakt1 oldugu belirlenmistir. Houari ve
arkadaslar1 tarafindan antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan FRAP
yontemi ile yapilan ¢aligmada 2,5 mL fosfat karigimi tampon (0,2 M, pH 6,6) ve 2,5
mL potasyum ferrisiyaniir %1'1 0,2 mL seyreltilmis numuneyle karistirilmigdir.
Bitkinin toprak iistii kisminin hidrometanolik ekstrakti, 1,51 = 0,22 pumol Fe?*/mg
ekstrakt sonucunu vermistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz degerle

kiyaslandiginda daha yiiksek sonu¢ alinmistir (Houari et al, 2021).

Rubia tinctorium bitkisinin CUPRAC metodunun sonuglarina gore elde ettigimiz
degerler baz alinarak en yiiksek indirgeme kapasitesine sahip ekstraktin BOM oldugu
belirlenmistir. Akyol ve Yener tarafindan yapilan bir arastirmada antioksidan
kapasitesinin CUPRAC metoduna goére belirlenmesi sonucunda etanol ekstraktinin
83,98+1,09 pg/mL degeri ile en yiiksek indirgerme kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir (Akyol ve Yener, 2021).

Rubia Tinctorium ile ilgili yaptigimiz DPPH ve ABTS ¢alismalarina gore en yiiksek
antioksidan kapasitesine metanol ekstarktinin 26,47 pg/ml I1Cso degeri ile en giiglii
DPPH-* radikali giderme kapasitesine, 0,796 ug/mL trolox esdegeri ile ABTS*" radikal
giderme aktivitesine sahip oldugu belirlemistir. Houari ve arkadagslari Rubia Tinctorium
bitkisinin DPPH giderme aktivite tayini yonteminde bitkinin toprak istii kisimlarini
kullanmistir. Calismada kontrol olarak askorbik asit kullanilmistir ve sonuglar metanol
ekstraktina gore 0.073 + 0,02 mg/ml olarak verilmistir (Houari et al, 2021). Karatas

tarafindan yapilan bir ¢aligmada bitkinin kok kiiltlirlerinin antioksidan kapasitesinin
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tayini ABTS yontemi ile yapilmistir. Sonuglar radikalin baslangi¢ konsantrasyonunu
%350 oraninda azaltan 6rnek konsantrasyonu (ICsg) olarak verilmistir. Sonug olarak
Rubia tinctorum ekstraktlariin yiiksek FRAP ve ABTS radikal giderme aktivesine
sahip oldugu ifade edilmistir. Bu yiiksek antioksidan aktivitenin fenolik bilesik,
antrakinon ve flavonoid iceriginden ileri geldigini bildirilmistir (Karatas, 2021).

Yukarida bahsettigimiz gibi Alzheimer gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde AChE ve
BChE kullanilmaktadir. Biz de yaptigimiz bu ¢alismamizda AChE ve BChE enzimleri
icin yeni ve kuvvetli inhibitorlerin ortaya koymaya calistik. Yapilan ¢alisma
sonucunda Rubia tinctorium ethanol ekstraktinin AChE i¢in 24,03 pg/mL, BChE i¢in
40,88 ng/mL ICs degerleri ile en giiglii inhibisyon etkisine sahip oldugu goriilmiistiir.
Calismada kullandigimiz ikinci bitki ise Tribulus terrestris olmustur. Bitkinin yaprak
ve ¢iceklerinden elde edilen elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde tayini
yapildi ve sonuglar gallik asit esdegeri olarak verildi. Sonuglara gore en fazla fenolik
madde igerigine sahip ekstraktin 63,59 + 4,33 pg gallik asit/mg degeri ile DTM oldugu

belirlenmistir.

Uzun zamandan beri, diinyadaki pek cok Kkiiltiir tarafindan, g¢esitli hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde Tribulus terrestris bitkisi kullanilmigtir. Comlekgioglu ve
Cirak tarafindan yapilan bir ¢alismada Tribulus Terrestris bitkisinin methanol ve
etanol ekstraktlari kullanilarak toplam fenolik madde miktar1 belirlenmistir. Arastirma
sonuglarina gore bitki ekstraktlarinin toplam fenolik madde degeri 2,20-18,77 mg
arasinda degismektedir. Elde edilen ekstraktlarin absorbans degerleri yiiksek olsa da
diisiik ekstrakt verimi sonuglari etkilemistir (Comlekgioglu ve Cirak 2021). Ayni
calismada FRAP ve DPPH yontemleri etanol ekstrakti kullanilarak antioksidan
kapasiteleride belirlenmigtir. Kontrol olarak her iki yoOntemde askorbik asit
kullanilmistir. Calisma sonuglarma gore FRAP degeri 6,16-23,50 pg Fe?* esdegeri,
DPPH ICso degeri 1,54-10,54 pg mL arasinda degismektedir (Comlek¢ioglu ve Cirak,
2021). Bizim yaptigimiz ¢alismada en yiiksek FRAP indirgeme kapasitesi 1,47 pmol
Fe?*/mg ekstrakt degeri ile DTM oldugu gériildii. DPPH yénteminde ise methanol
ekstrakti en yiiksek giderme aktivitesine sahiptir. Bir diger ¢alisma Uysal ve
arkadaslar1 tarafindan Tribulus terrestris methanol ve etil asetat kullanarak
farmakolojik ve kimyasal 6zellikleri ortaya konulmustur. Calismada DPPH ydntemi
i¢cin 30,50 mg/g , ABTS yontemi i¢in 44,49 mg/g trolox esdegeri ile etil asetat ekstrakti
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ile en yiiksek sonuglart gostermistir (Uysal et al., 2023). Bizim yapmis oldugumuz
calismada methanol ekstrakti ABTS ve CUPRAC yontemlerine gore en yliksek

sonuglar1 gostermistir.

Asetilkolinesteraz (ACHE) ve biitirilkolinesteraz (BCHE) enzimlerinin her ikisi de
beyinde bulunur ve norofibriler karisikliklar ve noéritik plaklar arasinda tespit edilir
(Rosenberry, 1975). AD'min bilinmeyen etiyolojisine ragmen, AChE enzim
inhibisyonu yoluyla asetilkolin miktarinin yiikselmesi AD'ye kars1 en etkili tedavi
stratejisi olarak kabul edilmistir. Bu nedenle, AChE ve BCHE inhibitérleri AD
tedavisinde dikkate deger alternatifler haline gelmistir. Bununla birlikte, AChE
inhibitor aktivitesine sahip mevcut ilaclar (tacrin, rivastigmin ve donepezil) bazi yan
etkilere sahiptir ve sadece hafif AD tipine karsi etkilidir ve ve heniiz BCHE inhibitor
aktivitesi ile ilgili boyle kesin sonuglar mevcut degildir. Sonug olarak, AD ile
miicadele etmek i¢in yeni ilaglar gelistirmek zorunludur. Elde edilen sonuglara gore
DTP ekstrakt1 hari¢ diger ekstraktlarin her iki enzim iizerine de kuvvetli inhibisyon
etkisi gosterdigi belirlendi. Her iki enzim i¢in en giiglii inhibisyon etkisine sahip
ekstraktin AChE i¢in 17,29 pg/mL, BChE i¢in 18,23 pg/mL ICso degeri ile DTM
oldugu goriildii. Yapilan bagka bir arastirmada etil asetat ekstrakti, en yliksek enzim
inhibisyon aktivitesini AChE 1.56 mg GALAE/g ekstrakt; (mg gallik asit esdegeri ),
BChE: 2.14 mg GALAE/g (galantamin esdegeri) gostermistir. Bu arastirmada,
Tribulus terrestris dogal antioksidan ve enzim inhibisyon kaynaklarinin gelistirilmesi

icin kullanilmistir (Uysal et al., 2023).

Biitin bu caligmalarin sonucglar1 degerlendirildiginde elde edilen sonuglarin
biyokimyasal ve farmakolojik c¢aligmalarda yol gosterici olabilecegi, bulunan
sonuglarin Alzheimer gibi hastaliklarin arastirilmasi agisindan énemli olabilecegi ve
bu maddenin ileride tedavi amacli kullanilacak ilaclarin igerigi ve farmokolojik
uygulamalar i¢in 6nemli bir katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada
baz1 hastaliklarin tedavisi i¢in belirtilen bitkilerin kullanip kullanamayacaginin ortaya
konulmasi hedeflenmistir. Elde ettigimiz sonuglarin ileride yapilacak deneysel,

biokimyasal ve farmokolojik ¢aligmalarda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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