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ECHINOPS BORAE VE ECHINOPS PUNGENS TURLERININ ANTIENZIM VE
ANTIOKSIDAN AKTIiVITELERININ BELIRLENMESI

Begiim BIRGUL

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2023
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OZET

Bu calismada, Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren Echinops pungens ve endemik
olan Echinops borae tiirlerinin antioksidan Ozellikleri ve antienzim inhibitor etkileri
belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla, E. borae ve E. pungens tiirlerinin toprak alt1 ve
toprak iistii kisimlarinin su, metanol, kloroform ve hekzan ¢oziiciileri kullanilarak
ekstraksiyonu yapilmistir. Bitkisel ekstrelerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde
fenolik madde icerigi ve DPPH (2,2-difenil-1-1-pikrilhidrozil) serbest radikali giderme
aktivitesini iceren metodlar uygulanmistir. Enzim inhibitor etkilerinin arastirilmasi icin
antielastaz ve antikollajenaz aktiviteleri incelenmistir. Ayrica calistigimiz tiirlere ait
ekstrelerin iceriginde bulunan molekiillerin belirlenmesi icin GC-MS analizi de
yapilmistir. Sonug olarak, Echinops borae ve E. pungens tiirlerinin antioksidan ve
antienzim aktivitelerinin yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu tiirlerin antioksidan ve
antienzim kaynagi1 yaninda; antifungal, antibakteriyal, antitimor ve antiartritik kaynagi

da olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asteraceae, Compositae, Echinops, Elastaz, Kollajenaz,

Antioksidan, GC-MS
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DETERMINATION OF ANTIENZYME AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF
ECHINOPS BORAE AND ECHINOPS PUNGENS

Begiim BIRGUL

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis, January 2023 5
Adyvisor: Dr. Cem VURAL, Second Adyvisor: Dr. Handan SAPCI SELAMOGLU

ABSTRACT

In this study, we have tried to determine the antioxidant properties and antienzyme
inhibitory effects of naturally occurring Echinops pungens and endemic Echinops borae
species in Turkey. To this end, the belowground and aboveground parts of E. borae and
E. pungens species were extracted using water, methanol, chloroform and hexane
solvents. Methods including phenolic content and DPPH (2,2-diphenyl-1-1-
picrylhydroyl) free radical scavenging activity were used to determine the antioxidant
capacity of herbal extracts. Antielastase and anticollagenase activities were used to
investigate the enzyme inhibitory effects. In addition, GC-MS analysis was performed
to determine the molecules contained in the extracts of those species. As a result, the
antioxidant and antienzyme activities of Echinops borae and E. pungens species were
found high increased. In addition to the antioxidant and antienzyme source of these
species; we concluded that they may also be an antifungal, antibacterial, antitumor and

antiarthritic sources.

Keywords: Asteraceae, Compositae, Echinops, Elastase, Collagenase, Antioxidant,

GC-MS
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GIRIS

Insan viicudu, hiicre i¢i reaksiyonlar1 sirasinda bir kisim etken maddelerin yardimiyla
metabolik ve patolojik olaylarin bir yan iiriinii olarak aktif oksijen yapilarini
olusturmaktadir. Olusan bu yapilar; DNA, karbonhidrat, lipit ve proteinde yapisal olarak
bozulmalara yol acmaktadirlar. Ornek olarak hidroksil radikali DNA ile etkilesim
sonucu piirin ve pirimidin bazlarinin hasar1 sebebiyle DNA iskeletin zararlar meydana
gelmektedir. Radikallerin fazla olugmasi “oksidatif stres” olarak adlandirilmakta ve
kanser, kardiovaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklara ve yaslanmaya sebep
olmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1995; Tavman vd., 2009; Zhang vd., 2015;
Kaczorova vd., 2021).

Serbest radikallerin olusumunu ve zararh etkilerini onlemek icin insanlarda biiyiik
Oneme sahip maddeler antioksidanlardir (Fang vd., 2002). Antioksidanlar, serbest
radikal siipiiriicii, peroksit parcalayic1 ve enzim inhibitorii olarak gorev yapmaktadir
(Koca, 2007). Antioksidanlar, serbest radikallerin olumsuz etkilerini ve lipoproteinlerin
oksidasyonunu engelleyerek insan saghigi iizerinde pozitif etki gostermektedirler. Bu
sebepten dolay1r dogal antioksidanlara olan ilgi giderek artmustir (Kafkas vd., 2006).
Sentetik antioksidanlarin ise kanserojen ve toksik olabilecegi yapilan arastirmalarda
ortaya konmug ve bu arastirmalar sonucunda sentetik antioksidanlarm kullanimlar1

azalmistir (Koksal, 2007; Yagc1 vd., 2008).

Enzimler proteinlerin en kalabalik sinifinda bulunan ve kendilerine 6zgii ii¢ boyutlu
yapilara sahip molekiillerdir. Enzimler katalizor etkileri nedeniyle hiicrede meydana
gelen tepkimelerin  hizimi, yapilarinda  herhangi bir degisiklik olmadan
diizenlemektedirler (Voet ve Voet, 2000). Enzim aktivitesini sonlandiran veya aktivite
hizin1 yavaglatan maddeler inhibitér olarak adlandirilmaktadir (Giiner, 2007).
Inhibitoriin etkisi sonucu enzim aktivitesinde azalma meydana gelmektedir ve buna

inhibisyon denilmektedir. Enzim inhibitorleri ve enzimler; tipta, gida endiistrisi,



kozmetik sanayi, tarim sanayi ve pestisit tiretiminde kullanilmaktadir (Friedman, 1996).
Saglik i¢in 6nemli olan antioksidanlar ile oksidan dengesi, fazla oksitatif stresten dolay1
bozulmaktadir. Bu bozulma sonucu elastin ve kollajen yikimi da goriilmektedir (Thring

vd.,2009).

Elastin, bag dokuda elastikiyet (esneklik) saglayan Onemli hiicre dis1 matriks
proteinidir. Derinin dermis tabakasinda elastin liflerini olusturmaktadir. Elastin
liflerinde meydana gelen hasar, cilt esnekliginde azalmalara neden olmaktadir. Elastaz,
elastin proteinini pargalayan serin proteaz enzimidir. Elastaz enzimi elastin disinda
kollajen, ve diger hiicrelerarast matriks proteinlerini de pargalayabilmektedir (Thring
vd., 2009). Elastin proteini; en fazla akciger, arter, cilt ve bag dokuda bulunmaktadir.
Bu sebeple elastaz aktivitesinin inhibisyonu, cilt yaslanmasina kars1 koruma saglamak
icin bir yontem olarak kullanilabilmektedir (Kim vd., 2009). Hayati organlar, dokular1
esnek olmasi gereken bitkiler bircok biyoaktif bilesen acisindan zengin kaynaklardir.
Insanlar bircok hastahgin tedavisi icin bitkileri kullanmakta ve onlara giivenmektedir
(Aktiimsek vd., 2018). Tibbi bitkiler olarak da isimlendirilen bu bitkiler arasinda
Asteraceae/Papatyagiller familyasi olduk¢ca onemli bir yer tutmaktadir. Asteraceae
familyasimin Diinya ¢apinda Akdeniz, Asya ve Dogu Avrupa’da yaklasik 1535 cins ve
25.000 tiirii bulunmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda Asteraceae familyasina ait
tirlerin analjezik, antidiyabetik, antibakteriyal, antioksidan, antienflamatuvar,

antipiretik ve antitiimor potansiyellerinin oldugu gosterilmistir. (Eruygur vd., 2019).

Echinops borae ve E. pungens, Asteraceae (Compositae/papatyagiller) familyasina ait
ilkemizde yayilis gosteren tiirlerdendir. Echinops borae Tiirkiye icin endemik bir tiir
iken, E. pungens Tiirkiye’de genis yayilisa sahiptir. Ulkemizde sirasiyla “ogul topuzu”
ve “bongil” olarak adlandirilmaktadir. Literatiirde bu tiirlere ait antioksidan ve

antienzim ¢aligmalarina rastlanmamustir.

Bu calismada, iilkemizde genis yayilis gosteren E. pungens ve endemik bir tiir olan E.
borae’nin antioksidan aktivitelerinin ve enzim inhibitér etkilerinin belirlenmesi
amacglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda bitkilerin su, metanol, kloroform ve hekzan
ekstrelerinin fenolik madde miktarlari, antioksidan aktiviteleri, elastaz ve kollajenaz
inhibe edici etkileri Olciilerek anti-aging aktiviteleri ve gaz kromatografi-kiitle

spektrometresi (GS-MS) yontemi ile kimyasal icerikleri de belirlenmistir. Yapilan



literatiir taramasinda bu tiirlerin aktioksidan aktiviteleri ve enzim inhibitor etkileri ile
ilgili bir caligmaya rastlanmamasi; bu calismanm Onemini daha da artirmistir. Bu
calisma tip, eczacilik, gida ve kozmetik alanlarinda kullanilabilecek dogal kaynaklarin

tespitine de katki saglayacaktir.



1. BOLUM

GENEL BiLGIiLER ve LITERATUR CALISMASI

1.1.T1bbi Bitkiler ve Kullanim Alanlar:

Insanlar gecmisten bugiine kadar beslenmek, 1smnmak, barmmak ve hastaliklar1 tedavi
etmek amaciyla bitkilerden faydalanmislardir. Kok, govde, yaprak gibi kisimlarindan
elde edilen oziitleri tedavi edici ajan olarak kullanilan bitkiler ‘Tibbi Bitkiler’ olarak
adlandirilmaktadir. Diinyada yaklagik 450.000 bitki tiirii bulunmakta ve bu bitkilerin
70.000’e yakini, Tiirkiye’de ise 12.000’den fazla bitki tiiriinden yaklasik 600’e yakini
tibbi bitki bilinmektedir (Giiner, 2012). Giinlimiizde bircok alanda hammadde olarak
kullanilabilen sekonder metabolitler, c¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilarak
ilaglarin 6nemli kaynagi haline gelmistir. Bitkilerin genellikle kok, govde, yaprak ve
cicek gibi farkli bolgelerinde bulunan, bitkiyi koruma, tasinma, iireme ve c¢evreyle
adaptasyonunu saglama gibi faaliyetlerden sorumlu olan organik bilesenler sekonder
metabolitler olarak adlandirilmaktadir. Sekonder metabolitler, bitkilerin temel yasamsal
islevleriyle dogrudan iligkili olmamasina ragmen primer metabolitler kadar 6nemlidir.
Bitkiler, terapotik etkinin yani sira ziraat, kozmetik, boya, baharat, gida, eczacilik ve
fitoterapi gibi alanlarda da ham madde olarak sik¢a kullanilmaktadir (Hakverdi ve Yigit,
2017). 2000’11 yillardan sonra dzellikle sentetik yollarla iiretilen ilaclarin yan etkilerinin
yiiksek olmasi nedeniyle dogal bitkilere yonelim artmustir. Giiniimiizde ise ila¢ etken
maddelerinin %40 nm bitkisel kaynakli olduklar1 bilinmektedir (Disli ve Yesilada,
2019). Ayrica sekonder metabolit olan fenolik bilesiklerin insan saglig: iizerine olumlu
etkilerinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar son zamanlarda biiyiik dnem kazanmistir

(Giirel, 2001).



1.2. Asteraceae Familyas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Cicekli bitkiler i¢inde en biiyiik familyaya sahip olan Asteraceae familya tiirleri
diinyada kozmopolit bir yayilis gostermektedir (Vural ve Dadandi, 2010). Ozellikle
Akdeniz Bolgesi, Orta Asya, Giineybat1 Asya, Meksika, And Daglar1 ve Avustralya’da
yogun sekilde bulunmaktadir (Pinar, 2016). Diinyada yaklasik olarak 1000 cins ve
50.000” den fazla tiirii bulunmaktadir. Ulkemizde ise 138 cins ve 1156 dan fazla tiirle
temsil edilmektedir (Vural, 2012).

Asteraceae familya iiyeleri, rizomlu ¢ok yillik otsu, yesil cali ya da yar1 calilardir.
Tuberli ya da kazik koklii ¢ok yillik, iki yillik ve tek yillik otsulara da ¢ok sik
rastlanmaktadir. Epifitler, sucul agacsilar ve biiyilk agaglara nadir bulunmaktadir.
Bazilar1 gercek tirmanici, sarilici ya da sukkulenttir. Familyanin adi yildiz seklinde
cicekleri bulunan Aster cinsinden gelmektedir. Familya {iiyelerinin ¢icek durumu
kompozit yapidadir. Yapraklar basit veya bilesik, alternat, rozet, stipulsuz seklindedir.
Cicekler bas veya kapitulum durumlarindadir. Kapitulumun cevresi 1-cok serili
involukrumbrakteler ile oOrtiilmiis, 1smnsal veya zigomorf simetrili, erdisi veya tek
eseylidir. Kaliks ¢cogunlukla papus halini almig veya yoktur. Korolla 2 sekilde tiipsii
veya dilsi; tiipsii korolla ucta belirgin 5 disli, dilsi korolla 3-5 disli veya diger disler
belirgin degildir. Petaller 4-5 birlesiktir. Stamenler 5, petallere bagl, flamenler serbest,
anterler birlesiktir. Pistil 1, ovaryum alt durumlu, 2 karpelli, oviil tek, anatrop, tek
lokuslu, plasentasyon bazaldir. Meyve aken ve ucunda genellikle bir papus veya kaliks

kalintis1 tasimaktadir. (Vural ve Dadandi, 2010).
1.3. Echinops Cinsinin Genel Ozellikleri

Son kayitlara gore Echinops cinsi Tiirkiye’de 28 takson ile temsil edilmektedir (Vural,
2012). Echinops cinsine ait 28 taksonun 9 adedi Tirkiye icin endemiktir ve cinsin
endemizm orant %32 dir. Echinops cinsi diinyada yaklasgitk 130 tiirle temsil
edilmektedir. Genellikle kuzey yarim kiirede olmak iizere en fazla tropik Afrika’nin yar1
nemli alanlari, Akdeniz havzasi, Kuzey Afrika’nin yar1 kurak alanlar1 ve Orta Asya’ya
kadar Avrasya’nin iliman kusaginda yayilis gostermektedir. Bu cinse ait ornekler
genellikle tek yillik veya cok yillik bitkilerdir (Vural ve Dadandi, 2010). Dik, dikenli ve
saglam govdelidir. Yapraklar basit ya da 3-pinnatisekt, sapli ya da sapsiz
olabilmektedir. Cicek durumu (kapitula) tek cigekli ve kapitulalar kiiciik braketlerle



cevrilidir. Involukrum brakteler kiremitsi birka¢ dairede dizilmis ya da arka arkaya
dizilmis pozisyondadir. Bes lopludur. Stigma 2 parcali, stilusun iist kisminda tiiysii
yapilar tasiyan bir siskinlik vardir. Echinops cins liyeleri genel olarak yol kenarlarinda,
kurak taslik alanlarda, step alanlarinda, insanlarin yasama ortamlarina yakin bolgelerde

ve daglik alanlarda yayilis gdstermektedir (Vural ve Dadandi, 2010).

Echinops cinsine ait tiirlerin geleneksel tipta migren, hemoroid, kalp rahatsizliklar1 ve
ishal gibi baz1 hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bildirilmistir. Ayrica bazi Avrupa
iilkerinde peyzaj amagh ©zel olarak da iiretildigi belirtilmistir (Sapct Selamoglu ve

Vural, 2018).
Echinops borae

Echinops borae, Mersin iline endemik olan bir tiirdiir. 1-20 metre yiikseklikte, kuru
kalkerli kayalik yamaglarda genellikle maki bitki Ortiisiinde yayilis gostermektedir.
Echinops borae tiirii, aym seksiyonda bulunan E. orientalis’ten gbvde renginin
yesilimsi olmasi, fillari boyunun 25-30 mm ve fillari sayisinin 15-20 adet olmasi

sebebiyle ayrilmaktadir (Vural, 2012).

Sekil 1.1. Echinops borae’ye ait fotograf (Cem VURAL)



Echinops pungens

Echinops pungens tiirii Dogu ve Orta Anadolu bolgesinde, 1100-2700 metre yiikselikte
kalker kayalik alanlar, volkanik yamaclar gibi alanlarda kozmopolit bir yayiliga sahiptir.
Echinops pungens tiirii Echinop cinsi tiir teshis anahtarma gore E. borae’den en igteki
fillarinin tabanda yarismna kadar birlesik olmasiyla kolayliklar ayrilmaktadir (Vural,

2012).

Sekil 1.2. Echinops pungens’e ait fotograf (Cem VURAL)

1.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
1.4.1. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen insan yasami i¢in cok dnemlidir. Oksijen enerji iiretimi i¢in metabolik yollarda
kullanildiginda viicutta serbest radikaller olusmasina sebep olmaktadwr (Valko vd.,
2007). Serbest radikaller, mitokondri tarafindan viicudun oksijen kullanimi sirasinda
stirekli iiretilen, dis yoriingesinde bir veya birden fazla ¢ift olusturmamis elektron iceren
sabit olmayan ¢ok aktif molekiillerdir (Asif, 2015). Ayrica mitokondri disinda endojen
ve eksojen kaynaklardan da iiretilmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016a). Serbest radikal
molekiilleri, siirekli baska molekiillerle etkilesime girerek onlarin elektronlarini alip

diger molekiilleri de serbest radikal yapma Ozelligine sahiptir. Bu 6zelligi sebebiyle



serbest radikal zincir reaksiyonunu baslatarak hiicrelerin hasar gérmesine neden olur.
Ozellikle hiicreler icin onemli olan karbonhidrat, lipit ve proteinler gibi organik
bilesiklere olumsuz etkileri sonucu zarar verirler. Serbest radikallerin hiicre zarindan
elektron almasi zar yapisinda bozulmaya sebep olur ve bu nedenle serbest radikallerin
zararlarmdan en c¢ok etkilenen yapi hiicre zaridir (Gokpmar vd., 2006). Viicudun
savunma sistemi bu gibi durumlarda radikallere kars1 savunmasiz olmakta ve bu duruma
“oksidatif stres” denilmektedir. Oksidatif stres, insanlarda yaslanmaya ve ayrica astim,
diyabet, kanser, kalp-damar hastaliklar1 gibi bircok hastalia sebep olmaktadir (Mates
ve Sanchez-Jimenez 2000). Ayrica asir1 radikal birikimi oksidatif strese bagli hiicre

Olimiine yol agmaktadir (Alam vd. 2013; Altiner vd. 2018).

Serbest radikallerden oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrojen
kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak adlandirilmaktadir (Valko vd.,
2007). ROS, Alkoksil (RO), Hidroksil (OH), Peroksil (ROO), Siiperoksit (0O2),
Hidroperoksil (HO"), Lipidperoksil (LOO), radikalleri ve Hidrojen peroksit (H,O,),
hipobromoz asit (HOBr), Hipokloroz asit (HOCI), Singlet oksijen (102) ve Ozon (O3)
nonradikal reaktif tiirleridir (Tablo 1.1). RNS ise; Nitrojen dioksit (NO2) ve nitrikoksit
(NO) radikalleri ile Nitrik asit (HNO?2), Nitrilklorid (NO2CI), Peroksinitrit (ONOO),
Dinitrojentrioksid (N203) gibi nonradikalleridir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Fang
vd., 2002) (Tablo 1.2).

Tablo 1.1: Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller
Alkosil 0% Singlet oksijen 10?
Hidroperoksil OH Ozon (o}
Hidroksil ROO Hipokloréz asit
HOCI

Lipid peroksil RO
Peroksil HO, Hipobromoz asit

HOBr
Stiperoksit LOO. Hidrojen peroksit

H:O2




Tablo 1.2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Radikaller Nonradikaller

Nitrik oksit NO Nitrik asit HNO;

Nitrojen dioksit NOy Nitrosil katyonu NO
Nitrosil anyonu NO
Dinitrojen tetroksid N>Oq
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrit asit ONOOH
Nitronyum katyonu  NO2™
Nitril klorid NOxCl

Cogunlukla oksidan olarak adlandirilan dinitrojentrioksit (N20O3), hidrojen peroksit
(H202), hipokloroz asit (HOCI), lipit peroksit (LOOH), nitrik asit (HNO2), ozon (O3)
ve singletoksijen (102) serbest radikal olarak kabul edilmezler. Bu oksidan tiirleri
fizyolojik ve patolojik durumlar altinda canlilar tarafindan {retilip yine canli
organizmada kolaylikla serbest radikal reaksiyonlaria yol agmaktadir (Pham-Huy vd.,

2008).

Diisilk yogunlukta ROS ve RNS’ler fagositoz araciligiyla hiicre biiyiimesi,
enfeksiyonlara karst savunma, kanser hiicrelerini 6ldiirme, ATP iiretimi, kalsiyum
salmimi, tirozinkinaz aktivasyonu, bazi sitokinler ve biiyiime faktorii sinyallarinin
aktivasyonu gibi hiicresel sinyallerde rol almaktadir. Ayrica ROS, gen transkripsiyonu
gibi yasamsal olaylarda da faaliyet gostermektedir (Schreck ve Baeuerle, 1991; Lander,
1997; Droge, 2002; Fang vd., 2002; ;Devasagayam vd., 2004; Valko vd. 2007).

Sonu¢ olarak antioksidan ve oksidan sistemler arasinda kurulan dengenin korunmasi,
doku ve hiicrelerin normal fonksiyonlarini yerine getirmelerinde ve yapisal

biitiinliigiiniin korunmasinda biiyiik etkiye sahiptir (Ozgen vd., 2004).
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1.4.2. Antioksidanlar

Viicutta fazla miktarda serbest radikallerin birikimi hiicrelerde zararlara neden
olmaktadir. Bu zarar1 engelleyen ve hiicre hasarmi durduran maddeler “antioksidan”
olarak adlandirilmaktadir. Antioksidanlar viicutta ROS’un gereginden olusumunu
engelleyerek meydana gelebilecek hasarlar1 6nler ve toksinlerden arinmay1 saglayan bir

savunma sistemi olarak gorev yapar (Sener ve Yegen, 2009) (Sekil 1.1).

Vitamin E
A\
p-Karoten e \q s < e b
/ / g e ik
5. / ' T g
B / Cekirdek ' Vitamin Eve C
A TONA} ~
C ¢ R p-Karoten
- ‘(‘ ‘)
Lizozomlar
|
Sitoplazma !
_Peroksizomlar <4——F— GSH
katalaz — s —-{J‘-S} O e ld
. u"‘ U U/ ‘-".
SOD /’_.'- == PN :7'] ”:‘ w p. & Vitamin C
3 . Mitekondri X
Kompartmanlasma~~ , » o Y Glutatyon
Tiim hiicre _— peroksidaz
membranlannin f e
lipid cift tabakasi SOD +
Vitamin E + Glutatyon peroksidaz +
GSH
f-Karoten

Sekil 1.3. Antioksidanlarin hiicresel etki mekanizmasinin sematik gosterimi (Altinisik,
2000)

Insan viicudunda olusabilecek oksidatif stresi ortadan kaldirmaya yarayan en 6nemli
etken antioksidanlardir. Antioksidanlar ya viicut tarafindan salgilanmakta ya da

disaridan takviye seklinde alinmaktadir.

Antioksidanlar ile serbest radikaller arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu denge
bozuldugunda viicuttaki serbest radikal miktar1 artmaktadir. Buna bagh olarak
antioksidan sistemi hiicreyi koruyamamaktadir. Oksidatif stres ve lipit peroksidasyonu
gibi zararlara neden olmaktadir (Giilgin vd. 2003). Lipit peroksidasyonu bozulma
reaksiyonu oldugundan dolayr tipki oksidatif stres gibi karsiyogenez, mutagenez ve

yaslanma gibi hastaliklarla baglantili oldugu diisiiniilmektedir (Giilgin vd., 2004b).
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Antioksidanlar dogal ve yapay olmalari, etki mekanizmalar1 ve iiretildikleri yere gore
siniflandirilabilmektedir. Antioksidanlarin siniflandirilmasi Sekil 1.4°de
Ozetlenmektedir. Antioksidanlar dogal ve yapay antioksidan olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Dogal antioksidanlar etki mekanizmasma gore enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak incelenmektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise
canli organizmada sentezlenen antioksidanlar (endojen) ve disaridan alinan

antioksidanlar (eksojen) olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir.

Yapay antioksidanlar : BHT, BHA, Troloks, SOD
mimikleri ve gesitleri selat olusturucu maddeler

A

Antioksidanlar
Dogal antioksidanlar
Enzimatik olmayan Enzimatik
Endojen
Glutatyon Eksojen SOD
Sertiplazmin E Vitamini Katalaz
Bilirubin B- Karoten Glutatyon peroksidaz
Ferritin Askorbik Glutatyon rediiktaz
Urik asit Asit Sitokrom oksidaz
Haptoglobinler Flavonoidler Glutatyon S transferaz
Albumin

Sekil 1.4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Birgiil, 2022)

Antioksidanlar viicutta sentezlenebildigi gibi diyet yoluyla disardan da alinabilmektedir.
Disaridan alinan antioksidanlar da dogal ve sentetik olarak iki sinifa ayrilmaktadir.
Sentetik antioksidanlarin insan viicuduna zararl etkilerinden dolayr kullanimi azalmis
ve giinlimiizde dogal antioksidanlara (C vitamini, flavonoid, a- tokoferol) ilgi artmistir

(Giil¢in, 2020).

Sentetik antioksidanlar dogal antioksidanlara gore daha ucuz olup daha yiiksek

antioksidan aktiviteye sahip olmaktadir (Giilgin, 2011). Biitillenmis hidroksianisol
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(BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propilgallat (PG), tersiyer biitilhidrokinon
(TBHQ), etoksikuin ve trolox sentetik antioksidan olarak kullanilmaktadir (Hossain vd.,

2008) (Sekil 1.5).

H i H O
(CHy); HOC (CHy); (CHy), 7 0/\/
HO

!
OCH, CH; OH OH

BHA BHT TBHQ PG

Sekil 1.5. Sentetik antioksidanlarin kimyasal yapisi (Ozler, 2021)

Disaridan alinan dogal antioksidanlarin en Onemli olanlar1 C vitamini, fenoller,
flavonoidler, karotenler ve tokoferollerdir. Dogal antioksidanlarin en giicliisii olan C
vitamini (askorbik asit), insan metabolizmasi tarafindan {iiretilemedigi icin diyetle
alimmas1 gereken ve suda ¢oziinen bir antioksidandir. ROS’lar tarafindan olusturulan
hasara kars1 koruyucu etkiye sahiptir. C vitamini bitkilerde fazla miktarlarda bulunur ve
diyetle yeteri kadar alinmadigindan cesitli hastaliklara neden olmaktadir (Padayatty vd.,
2002). Ayrica C vitamini kollajen iiretimini arttirarak cildi yenilemekte ve kan

damarlarin1 korumaktadir (Diindar ve Aslan,1999) (Sekil 1.6).

HO

HO
HO HO
0 -H Hi+ g f‘o His-
H "0 OH

Sekil 1.6. C vitamini (askorbik asit) kimyasal yapis1 (Ozler, 2021)

Dogal antioksidanlardan bir digeri olan tokoferoller, E vitaminin en aktif formudur.
Yagda coOziinen ve diyetle disaridan alinmasi gereken dogal antioksidanlarin en
Onemlisidir. E vitamini, serbest radikallerden kaynakli lipid peroksidasyonunun
korunmasinda gorevli zincir-kirici bir antioksidandir. Tokoferoller, tokoferol ve

tokotrienoller olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir. Her sinifin alfa, beta, gamma ve
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delta (0-B-y-0) olmak iizere dort alt formu mevcuttur. Bu formlar icinde antioksidan

ozelligi en yiiksek olan a-tokoferoldur (Temur,2006) (Sekil 1.7).

Kroman Halkas: Alifatik Zincir

r

CH;

CHy

Rs Tokotrienoller (T3)
izomerler R, R, R metil grubu pozisyogu
o CHy CH; CH, 5.7.8- Tnmetil
B CHl i Clly 5.8- Dimetil
Y H CH3 CH:. 7.8' Dimetil
S H H CH, 8- Monometil

Sekil 1.7. Tokoferoller ve tokotrienollerin kimyasal yapis1 (Chun, 2006)

Karotenoidler; yagda ¢oziinen, bitki ve hayvansal dokular tarafindan sari-kirmizi renkli
dogal pigmetli bilesiklerdir. Karotenoidler B-karoten ve likopen olmak {iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Karotenoidlerde tokoferoller gibi membran lipidleri ile etkilesimde
bulunan zincir-kirict bir antioksidandir. Lipidperoksil radikalini etkisiz hale getirip
diger lipitlerden hidrojen koparilmasin1i Onlemektedir. Bu sayede karotenoidlerin
ateroskleroz ve kanser gibi dejeneratif hastaliklarin engellenmesinde giiclii potansiyele

sahip oldugu diisiiniilmektedir (Mortensen vd., 2001) (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Karotenoidlerin kimyasal yapis1 (Deming vd., 2002)

Antioksidanlar, oksidanlar1 dort yolla etkisiz hale getirmektedir;

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): ROS’lar1 etkileyerek daha zayif bir molekiil haline

getirip etkisizlestirirler. Antioksidan enzimler ve molekiiller siipiirme etkisine

sahip molekiillerdir.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): ROS’lar etkilesimde bulunup bir hidrojen

atomunu aktarip aktivitelerinde bir azalmaya ya da inaktivasyona yol acarlar.
Vitaminler ve flavonoidler sondiirme etkisine sahip molekiillerdir.

3. Zincir kirici etkisi (ChainBreaking): ROS’lar1 baglayip zincirlerini kirarak

fonksiyonlarinda inaktivasyona yol acgarlar. Hemoglobin, seriiloplazmin ve
oksidanlar1 kendilerine baglayip inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): ROS’larin neden oldugu hasar1 onarirlar (Gokpinar vd.,
2006).
1.5. Fenolik Bilesikler

Diyetle alman ve daha cok polifenol ismiyle kullanilan fenolik bilesikler, benzen
halkasina hidroksil grubun baglanmasi ile olusan kimyasal bilesiklerdir. Fenolik
bilesikler; meyve, sebze, tahil, esansiyel yag ve bunlardan yapilmis yiyecek-iceceklerde
bulunan zararli kimyasal reaksiyonlar1 engelleyici dogal antioksidanlardir. Bitkilerde

yaklasik 8000 farkli fenolik bilesik bulundugu belirtilmistir (Robbins, 2003). Fenolik
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bilesikler; flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar ve stilbenler olmak iizere dort gruba

ayrilmaktadir (Spencer vd.,2008) (Sekil 1.9).

B A oo

o

Fenolik asitler (hidroksi-benzoik ve sinnamik Flavanoid
asit)

CH,0.

HO, O

HO CHyOH

L 4

Stilbenler dn
Lignanlar

CH,OH

OCH,

Sekil 1.9. Fenolik bilesiklerin temel gruplar1 (Pandey ve Rizvi, 2009)

Polifenollerin en yaygin grubu fenolik asitlerdir. Karbon iskeletine gore
hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit olmak {iizere iki alt sinifa ayrilmaktadir

(Robbins, 2003) (Sekil 1.10).

COOH CH==CH—COOH
: A _R2
RS” N “R3 R5” N “R3
R4 R4
Benzoik asit tiirevien Hidroksisinnamik asit titrevien

Sekil 1.10. Benzoik asit ve hidroksisinnamik asit tiirevleri (Leopoldini vd., 2011)

Stilbenler, polifenollerin en kii¢iik grubunu olusturmaktadir. Stilbenlerin yapisinda,
aralarinda karbon-metilen kopriisi bulunan iki fenil halkas1 bulunmaktadir.
Stilbenlerden en cok bilineni 3,4°,5-tri-hidroksi stilbendir (resveratrol) ve iiziimde
yikksek diizeyde bulunmaktadir (Cassidy vd., 2000) (Sekil 1.11). Resveratroliin
yaslanma karsit1 ve yasam siiresini uzatici etkisinin yaninda karacigerden lipoprotein

tiretimi, lipidsekresyonu baskilayici etkileri de bildirilmistir (Martorana vd., 2013).
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OH
T g
OH

trans-resveratrol

Sekil 1.11. Stilbenlerin genel yapis1 (Gokgen vd., 2017)

Lignanlar, iki fenilpropanoid biriminin Cg-Cg pozisyonlarindan baglanmasi ile meydana
gelmektedir. Lignanlarm biiyiik bir kismi1 serbest halde bulunmaktadir. Cok az bir kismi
glikozit tiirevi seklindedir. Yaygin lignanlara pinoresinol ve sekoisolarisiresinol 6rnek

olarak verilmektedir (Wilfor vd., 2006) (Sekil 1.12).

\
,_/\_ N T />J —
\ J \\ 4 ) &
\\\,/(/,
Femlpropanoid birinu Lignanlar

Sekil 1.12. Lignan yapis1 (Gokgen vd., 2017)

Flavonoidler, fenolik bilesiklerin en fazla c¢ahisilan en ©Onemli gruplarindadir.
Flavonoidler, iki fenil halkasina ii¢ karbon atomu iceren oksijenlenmis heterosiklik
yapida propan zincirinin birlesmesiyle olusup Cs-C3-Cs yapisindadir (Pengelly, 2004).
Flavonoidler bitkilerin cogunda bulunmaktadir. Lipid peroksidasyonunu durdurma
ozelligine sahiptir. Bunu hidroksil radikallerine kars1 savasarak gerceklestirmektedir
(Cook ve Samman, 1996). Flavonoidler halka yapilarina gore; antosiyanidinler,
izoflavonoidler,  katesinler, flavonlar, flavonoller =~ ve flavanonlar olarak
isimlendirilmektedir (Sekil 1.13). Flavonoidler sebze, meyve ve tahillarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Bitkilerde bulunan 8000 civari tanimlanmis polifenol’iin icinden 4000

civari flavonoiddir (Harborne vd., 1999).
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Sekil 1.13. Flavononidlerin siniflandirilmasi (Pandey ve Rivzi, 2009)

Polifenollerin tibbi, biyokimyasal ve farmakolojik 6zellikleri bakimindan arastirmalar
yapilarak antioksidan, antialerjik, antiinflamatuvar, immiin sistem baskilayict ve
antiviral aktivitelere sahip olduklar1 belirtilmistir (Leopoldini vd., 2011). Poliferollerin
kansere karsi etkili oldugu belirtilmistir. Bu etki; hiicre siklusu, antiproliferasyon,
apoptosisin diizenlenmesi, oksidasyonun Onlenmesi, detoksifikasyon enzimlerinin
diizenlenmesi ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi mekanizmalarina dayanmaktadir
(Johnson vd., 1994). Poliferollerin seker hastaliginda da etkin rol oynadigi rapor
edilmistir (Rivzi vd., 2005). Bagirsaklardan glukoz emilimini inhibe ederek diyabete
bagli bobrek hasarlarma karsit koruyucu gorevi oldugu belirtilmistir (Lee vd., 2009).
Fenolik bilesikler, meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunup yaslanma 6nleyici (anti-
aging) bilesik olarak kabul edilmistir (Joseph vd., 2005). Ornegin cayda bulunan
katesinlerin yaslanmay1 geciktirdigi ve giiclii anti-aging ajan oldugu bildirilmistir
(Maurya vd., 2009). Ayrica fenolik bilesiklerin alerji, astim, romatoidartrit, Alzheimer,
depresyon ve iilsere karsi etkin sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir (Tapas vd., 2008;
Sandhar vd, 2011).
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Bitkiler aleminde ve insan yasamu icin gerekli olan besinlerde 6nemli diizeyde
bulunmalarindan dolay1 son yillarda fenolik bilesikler ilgi ¢ekici konular arasinda yer

almaktadir (Giilgin, 2021).
1.6. Aktioksidan Aktivitesi

Oksidasyonu geciktiren, durduran veya engelleyen tiim bilesiklere antioksidan
denilmektedir. Dogal bir maddenin yapisindan izole edilen, yeni sentezlenen bir
ekstraktin antioksidan 6zelligine sahip olup olmadigini belirlemek icin gelistirilmis
bircok analiz yontemi bulunmaktadir. Bitkisel ve dogal kaynaklarin igerdigi sekonder
metabolitler yiiksek antioksidan 6zelligine sahiptir. Bu metabolitlerin belirlenmesi ve
yapilarinin aydinlatilmasi antioksidan aktivite tayin yontemleri ile miimkiin olmaktadir.
Gaz, likid, ince tabaka ve kolon kromatografisi gibi yontemler buantioksidanlarin

varlig1 ve yapilarinin aydinlatilmasini saglayan analiz teknikleridir (Barros vd.,2007a).

Son zamanlarda analiz cihazlarinin gelismesi ve yayginlagsmasi ile bitkisel ve dogal
kaynaklarda mevcut olan sekonder metabolitler kromatografik caligmalar ile analiz
edilebilmektedir. Ornegin, dogal bir kaynagin ucucu bilesenlerini belirlemek amaciyla
gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanilmaktadir. GC-MS ile ugucu
yag fazi1 elde edilmektedir. Ugucu bilesenler kolonda alikonma siirelerine gore
kiitliphane taramasi yapmak suretiyle belirlenmektedir. Polar ve biiyiik molekiillerin
yapilarinin belirlenmesinde ise LC-MS veya LC-MS/MS kromatografi yontemi
kullanilmaktadir. Fakat bu tekniklerin pahali olmasi ve ¢ok az laboratuvarda
bulunmasindan dolay1 genellikle ekstraktlarin 6nce in vitro olarak toplam antioksidan
kapasiteleri ve biyolojik aktivite Ozellikleri belirlenmektedir. Daha sonra yapilarinin

belirlenmesine yonelik ¢calismalar yapilmaktadir.

Antioksidan kapasitesi tayin yontemleri reaksiyonlarin gerceklesme mekanizmalarina

gore iki gruba ayrilmaktadir.

1. Hidrojen transferine dayanan yontemler (HAT)
2. Elektron transferine dayanan yontemler (ET)
Hidrojen transferine dayanan yontemler (HAT), antioksidan molekiillerinin hidrojen

vererek serbest radikalleri etkisiz hale getirme prensibine dayanmaktadir.
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HAT analiz yontemleri;

v" Crocinbleaching deneyleri

v’ Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

v Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu

v Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)
Elektron transferine dayanan yontemler (ET), antioksidanlarin serbest radikallere
elektron transfer etmesi, hedef molekiillerin indirgemesi prensibine dayanmaktadir. Bu

yontemde renk degisim derecesi 0rnegin antioksidan derisimi ile iliskilendirilmektedir.
ET analiz yontemleri;

Cu (IT) kompleksinin oksidan olarak 6l¢timii
DPPH radikali kullanarak toplam antioksidan aktivite ol¢iimii
Folin-Ciocalteu (FCR) reaktifi ile toplam fenolik madde analizi

Ferrik iyonu indirgeme antioksidan gii¢c (FRAP) dl¢iimii

AN N NN

Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) oOl¢iimii yontemleri olarak
siniflandirilmaktadir.

1.6.1. 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil (DPPH) Serbest Radikal Siipiirme Aktivitesi

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Serbest Radikal Siipiirme yontemi, ucuz, kolay ve
hizl1 sonu¢ vermesi bakimindan en sik kullanilan antioksidan tayin yontemidir (Alves
vd., 2010). Ilk olarak Blois (1985) tarafindan aciklanmis ve giiniimiize kadar bircok
modifikasyon gecirmistir. DPPH radikali koyu menekse renginde serbest radikal olup
517 nm dalga boyunda maksimum absorbans olusturmaktadir (Cuendet vd., 1997).
DPPH radikali, antioksidan maddeler ile reaksiyona girdigi zaman indirgenir ve mor-
menekse rengin siddeti azalarak absorbans azalmasina neden olmaktadir (Sekil 1.14).
Yontem sonuglart % inhibisyon ve DPPH konsantrasyonunu yariya diisiren 6rnek

miktar1 (ug/ml) cinsinden ICsy degeri olarak belirlenmektedir (Yildiz vd., 2019).
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C, Cu,

N- + RH ——» NH + R
OZN \¢r N02 Antioksidan madde 02N i N02
NO, NO,
Koyu mor-menekse Acik sarni-beyaz renk olusur

Sekil 1.14. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin indirgenmesi (Giilgin, 2021)
1.6.2. FolinCiocalteu (FCR) Realktifi ile toplam fenolik madde yontemi

Fenolik bilesikler antioksidan kapasitesi acisindan canlilara biiyiikk katki saglayan
bilesik grubudur. Bu sebeple gida ve bitkisel oOziitlerde fenolik madde miktar
belirlenmesi antioksidan kapasitesi a¢isindan 6nemlidir. Yontem, alkali ortamda fenolik
yapida bilesiklerin folin- ciocalteu reaktifine elektron transferi ile mavi renk kompleksin
765 nm’de spektrofotomektrik olarak incelenmesine dayanmaktadir. Folin-ciocalteu
reaktifi, fosfomolibdik asit ve fosfootungustik asit c¢ozeltilerin bilesiminden

olugmaktadir (Singleton ve Rossi, 1965).

Mo (VI) (sar1) + e- (antioksidan) —Mo (V) (mavi)

Yontem sonuglar1 genellikle gallik asit es degeri olarak verilmektedir (Sekil 1.15).
Folin-ciocalteu yontemi basitligi, tekrarlanabilirligi ve giivenilirliginin yiiksek olmasi
sebebiyle en c¢ok kullanilan yontemlerden biri olmustur. Fakat yontemin bazi
dezavantajlar1 da mevcuttur. Reaksiyonlar asidik Ph’ta yavaslar ve folin-ciocalteu
reaktifi fenolik bilesiklerde spesifik degildir. Bir diger dezavantaji da ortamda bulunan

askorbik asit (C vitamini) gibi bilesiklerle etkilesime girmesidir (Huang vd., 2005).
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Sekil 1.15. Gallik asitin folinciocalteu rekatifi ile reaksiyonu (Oliveira vd., 2009)
1.7. Enzimler

Enzimler protein yapida olup kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen biyolojik
polimerlerdir. Enzimler, 1700’1i yillarin sonlaria dogru etin mide salgilar1 tarafindan
sindirilmesine dayali calismalar sonucunda ilk defa biyolojik katalizler olarak fark
edilmistir (Nelson vd., 2013). Louis Posteur, 1860 yilinda enzimler icin “ferment”
terimini kullanmistir. Daha sonra yapilan c¢alismalar sonucunda Wilhelm Kiihre
tarafindan bu molekiillere enzim adi verilmistir. James Summer tarafindan 1926 yilinda
yapilan iireaz enzim saflastirilmasi ve kristallendirilmesi, enzim ¢aligsmalar1 tizerine ilk
basaridir. Bu calisma ile enzimlerin protein yapida oldugu ortaya konmustur.
Enzimlerin protein yapisini olusturan aminoasitlerin belirli bir dizilis, say1 ve sirada
olmas1 enzimlerin substrata kars1 6zgiinliigiinii saglamaktadir (Yildirimoglu, 2009). Son
yillarda cesitli organizmalardan 3000’e yakin enzim saflastirilip kristalize edilmistir

(Kalaycioglu vd., 2013).

Enzimlerin bazilar1 protein yapidan meydana gelirken, bir kismi ise protein yapidan
farkli “koenzim” ya da “kofaktodr” olarak adlandirilan maddeler icermektedir. Kofaktor
NAD*, FAD, CoA, TPP gibi bir organik madde olabilecegi gibi Mg*?, Fe*, Zn** gibi
metal iyonu da olabilmektedir (Fennema, 1985; Yildirim, 2009). Substratlarin enzim
izerinde kimyasal reaksiyona girmek i¢in baglandig1 yerlere aktif bolge denilmektedir
(Sekil 1.16). Bu bolge substratin yerlesebilecegi bir cep seklindedir (Yildirimoglu,
2009).
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Enzimler hiicredeki reaksiyonlar1 sonucu yan iirlin olusturmaylp %100 verim
gosterirler. Enzimler reaksiyon sonucunda fiziksel olarak degisiklik gosterselerde

reaksiyon tamamlandiginda tekrar kendi 6zgiil hallerine donmektedir (Murray, 1993).

Wsubstrat
( / etkin noktw

=

@ arunler ‘

Nal

= =

enzim
subswat enzimdeki enzim / substrat enzim / urtinler ol urtinler
etkin noktaya baglanw kompleksi kompleksi enzimi terkeder

Sekil 1.16. Genel enzim calisma prensibi

Kimyasal reaksiyonlarda reaktiflerin iiriine doniistiiriilmeden 6nce aktivasyon enerjisi
ad1 verilen asilmas1 gereken enerji bariyeri vardir. Enzimler biyolojik reaksiyon

hizlarin1 aktivasyon enerjisini diisiirerek arttirirlar.

Enzimlerin caliymasina; enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, sicaklik,
ortam, pH’1, zaman, reaksiyon iiriinleri, 151k ve diger fiziksel etkenler, hormonlar ve
biyokimyasal maddeler etki etmektedir. Enzimlerin in vivo ve in vitro aktivitelerini baz1
bilesikler tarafindan yok etmesi ve azaltmasi olayina inhibisyon denilmektedir. Inhibitor
adi1 verilen bu bilesikler, enzim aktivitesini azaltan ya da durduran maddelerdir (Bingdl,

1977).

Enzimler, substrat adi verilen etkili olduklar1 bilesiklerin sonuna “-az” eki getirilerek
adlandirilmaktadir. Enzim sayisinda artis olmasi sebebiyle enzimlerin adlandirilmasi ve
gruplandirilmas: icin uluslararas: anlagmayla bir sistem benimsenmistir (Tablo 1.3).
IUBMB (Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler biyoloji = International Union of
Biochemistry and Molecular Biology)’nin kabul ettigi sistemde enzimler katalizledigi

tepkime tipine gore alt1 temel gruba ayrilmustir.
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Tablo 1.3. Enzimlerin uluslararasi siniflandirilmasi

Enzimlerin Uluslararas: Smiflandirimasi

No Simf Katalizlenen tepkime tipi

1 Oksidorediiktazlar | Elektronlarin transferi (Hibrit iyonlar: ve H atomlar)

2 Transferazlar Grup-transfer tepkimeleri

3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri (islevsel gruplarm suya transferi)

4 Liyazlar Cift baglara gruplarm ilavesi ve gruplarin yer degistirmesiyle cift

baglarm olusmasi

5 Izomerazlar Izomerik formlar1 olusturmak iizere molekiiller i¢inde gruplarm
transferi
6 Ligazlar ATP’nin ayrimasiyla eslesmis kondenzasyon tepkimeleriyle C-C.C-

S.C-O ve C-N baglarmm olugmasi

Enzimler tip, eczacilik, gida, hayvancilik, cevre, tarim ve tekstil vb. bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Tip alaninda bazi hastaliklarin  tedavisi icin ilag olarak
kullamlmaktadir. Ornegin, proenzim sindirim bozukluklar1 tedavisi icin ilac olarak
kullanilirken, karaciger enzimi olan aspartataminotransferaz (AST) diizeyinde yiikseklik
karaciger hiicre hasarmin gostergesidir (Kalaycioglu, 2013). Tekstil endiistrisinde
termostabil a-amilaz enzimi, dokuma kumastaki nisastanin giderilmesinde kullanilmigtir
(Caligkan, 2011). Enzimler eczacilik alaninda ila¢ olarak kullanilmaktadir. Yara
tedavileri ve doku onarimi gibi durumlarda enzim ve enzim inhibitorleri ilag olarak

kullanilmaktadir (Can ve Akev, 2008).
1.7.1. Elastaz Enzimi

Elastaz, elastin adi verilen bag dokunun Onemli proteinini ayirrma o6zelligine sahip
cogunlukla damarlarda, akcigerlerde, lenflerde ve deride dagilmis serin proteaz ailesine
ait bir enzimdir. Bulunduklar1 dokularda enflamatuar doku hasarinin ©nemli

diizenleyicileridir (Tsuji vd., 2001; Nenan vd., 2005).
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Bag dokular, nispeten az sayida canli hiicrenin ekstraselliilermatriks adi verilen ortam
icine dagilmasiyla meydana gelmis dokulardir. Bag doku deri, ligament, kikirdak,
kemik ve tendonlarda yaygin olarak bulunur. Bag dokunun temel gorevi;
ekstraselliilermatrikste yer alan elastin ve kollajen gibi fibriler proteinler sayesinde
dokulara destek olmaktadir. Kollajen, elastin, fibronektin, laminin ve proteoglikanlar
bag dokunun 6nemli proteinlerindendir. Bag dokunun temel maddesi, biiyiik oranda
glikozaminoglikan (mukopolisakkarit) icermektedir. Glikozaminoglikanlardan sonra en
fazla hiyaliironik asit ve kondroitin siilfat polimerleri bulunmaktadir. Hiyaliironik asit
g0z sivisinda, gobek kordonunda, sinoviyal sivida ve bazi tiimorlerde bulunmaktadir
(Altinigik, 2009). Kondroitin siilfat ise insanlarda bag dokusunun ve 6zellikle kikirdagin
temel yapisin1 olusturup proteinlerle beraber olarak bulunmaktadir (Kiihrevioglu ve

Keha, 2009).

Elastaz, fibroblast hiicreler tarafindan iiretilen yap1 proteinidir. Genellikle bag dokuda
hiicreleraras1 maddesinde yer almaktadir. Elastin, ¢apraz desmozin baglar1 ve amorf

yapisindan dolay1 bulundugu dokulara elastakiyet (esneklik) saglamaktadir.
Elastin proteini iki boliimden olusmaktadir.

v’ Hidrofobik Béliim: Esneklik 6zelliginden sorumludur.
v' Alfa- Helikoidal Boliim: Capraz bag olusumunu saglayan lizin ve alanin

aminoasitlerini igerir (Sekil 1.17).

Elastin fibrlleri

Tanicta ' lGe\'stme

Elastin moleki
.-E E % / Gapraz bag E

Sekil 1.17. Elastin proteinin yapist (https://www.turkcebilgi.com/elastin)
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Pankreatik elastaz enzimi, 240 aminoasitin 4 tane disiilfit kopriisiiyle birbirine
baglandig1 polipeptit zinciridir (Sekil 1.18). Pankreatik elastaz genis substrat 6zelligine
sahip serin proteaz grubudur. Pankreatik elastaz enzimi pH 4.0 ve 10.5 araliginda 2°
C’de suda ve 50 mg/ml tuz ¢ozeltilerinde ¢oziilebilmektedir. Yiiksek asidik ortamda
yapt degisikligi olugmasiyla geri doniisimsiiz olarak inaktif forma gectigi
bildirilmektedir. Diger proteinazlarda (tripsin ve kimotripsin) oldugu gibi hidrofobik bir
merkeze ve genis benzerlik dizilerine sahiptir. Pankreatik elastazlar tersiyer yapida
proteinlerdir (Hortley ve Shotton, 1971). Pankreatik elastaz, pankreaslardan pre-
proelastaz olarak sentezlenir, proelastaz sathasindan sonra zimojen graniillerde
depolanip daha sonra duodenumlarda tripsin etkisiyle aktif elastaz haline

doniistiiriilmektedir.

Sekil 1.18. Domuz pankreatik elastaz enziminin kristal yapis1 (Cregge vd., 1998)

1.7.2. Kollajenaz Enzimi

Kollajenaz, bag dokunun lifli yapida olan dogal kollajeni par¢alayan iiclii heliks yapida
endopeptidazlardir (Sekil 1.19). Clostridium perfringens bakteri tiiriinden elde edilen
bakteriyal kollajenazlar yiiksek substrat seciciligi gostermektedir (Birkedal-Hansen,
1987). Bakteriyal kollajenaz suda ¢oziinen denatiire kollajeni ve suda ¢Oziinmeyen

dogal kollajeni parcalayabilmektedir (Wolley vd., 1975).
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Sekil 1.19. Kollajenaz enziminin yapis1 (Pasternak ve Aspenbeng, 2009)
Mor renkli alan: enzim, Yesil renkli alan: aktif bolge, Gri renkli alan: Inhibitor

Kollajen goz korneasinda, kikirdakta ve tendonlarda bulunan fibriler skleroproteindir.
Hayvanlarda ¢ok yaygin olup tiim viicut proteinlerinin %30’unu olusturmaktadir.
Kollajen dokulara dayanmiklilik vererek doku seklini koruyup dokuya gerilme direnci
saglamaktadir. Kanin pihtilagmasinda da kan pihtisi ile etkilesimde bulunup yarayi
kapatarak katki saglamaktadir. Ayrica yara iyilesmesinde de biiyiik rol oynamaktadir.
Kollajen cildin dermis tabakasinin %97,5’ini olustururken, %2,5’lik kisim elastinden
olusmaktadir. Kollajen lifleri esneklikten sorumludur. insan viicudunda en bol bulunan
ve hiicre dis1 matriksin temel bileseni olan kollajen canli hiicrelerde bir¢cok isleve
sahiptir. Bugiine kadar 29 farkl kollajen ¢esidi kesfedilmis ve yapilarinin ti¢lii sarmal

oldugu belirlenmistir (Beth, 2010).

Kollajenin ana bilesenleri; %35,5 glisin, %12 prolin ve % 10 hidroksiprolindir. Ayrica
az miktarda lizin ve hisroksilizin bulunmaktadir (Matsui vd., 2010).



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2.1. Bitkisel Materyal ve Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Echinops borae tiirii 6rnekleri Mersin ¢evresinden, Echinops
pungens tirii ornekleri ise Kayseri Erciyes Dagi’ndan toplanmistir (Tablo 2.1).
Toplanan bitki ornekleri toprak alt1 ve toprak {iistii olmak iizere iki kisma ayrilarak
golgede kurutulmustur. Kurutulmus o6rnekler parcalanarak toz haline getirilmistir. Toz
haline getirilmis bitki Orneklerinden 10 gr tartilarak 250 ml organik c¢oziicii ile
karstirilmistir. Coziicli olarak metanol, hekzan, kloroform ve su kullanilmistir. 6 saat
boyunca 250 ml’lik soksalet cihazi (Ildam) yardimi ile ekstraksiyon yapilip daha sonra
doner evaporasyon cihazi (Heidolph laborata 4000) ile ¢cozgenler ayristirilip elde edilen

ekstraktlar +4° C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 2.1. Echinop borae ve Echinops pungens tiirlerine ait 6rneklerin lokasyonlari

Echinops Tiirleri Herbaryum No  Toplanma Yeri Toplanma Zamam
Echinops borae CVve6016 Mersin: Erdemli kanhidivane, maki alani, 400 m, 18.08.2021
C.Vural
Echinops pungens CV6019 Kayseri: Erciyes dagi, Hacilardan Erciyes’e 02.09.2021

dogru Hacilar kapidan Tekir kapiya dogru,
Astragalus step alanlan, 38°,36°,32,456 K,
35°,29°,40,461 D, C.Vural, H.S.Selamoglu,
B.Birgiil
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2.2. Antioksidan Aktivite Testleri
2.2.1. Total Fenolik iceriginin Belirlenmesi

Tez ¢aligmasinda kullanilan 6rneklere ait ekstrelerin total fenolik icerigi, folin-ciocalteu
yontemi (Marinova, 2005) 96 kuyucuklu plakaya uyarlanarak ol¢iilmiistiir. Standart
gallik asit seyreltmeleri 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1mg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml
ve 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. Bitki ekstreleri ise 0.1 mg/ml ile 5 mg/ml
araliginda farkli konsantrasyonlarda DMSO ile seyreltilmistir. 96 kuyucuklu plakaya
her ornek kendi koriiyle beraber iki paralelli olarak yiiklenmistir. 10 ul 6rnek/ standart/
kor tizerine 90 ul distile su, 10 pl folin-ciocalteu eklenmis ve ¢alkalayici yardimiyla oda
sicakliginda 5 dakika calkalandiktan sonra iizerlerine 100 ul Na,CO3; (%7°lik) ve 40 ul
distile su eklenerek 90 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir. Daha
sonra Elisa Readerda 750 nm absorbansta okunmustur. Absorbans degerleri gallik asit
standartlarindan elde edilen diizlemsel egriye oranlanarak orneklerin total fenol igcerigi

mg Gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden belirtilmistir.
2.1.2. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikril hidrazil) radikali siipiiriicii aktivitesi DPPH metodu
modifiye edilerek uygulanmistir (Sharma ve Bhat, 2009). DPPH c¢o6zeltisi 250 uM
konsantrasyonda metanol ile taze olarak hazirlanmis ve 1siktan korunmustur. Ekstre
stoklar1 5 mg/ml konsantrasyonda seyreltilmistir. Pozitif kontrol olarak askorbat
kullanilmis ve 100 pg/ml konsantrasyonda metanol ile hazirlanmistir. Her 6rnegin kendi
korii kullanilmig olup, Ornekler ve pozitif kontrol iki paralelli calisilmistir. Deney
setinde 96 kuyucuklu plakaya pozitif kontrol/6rnekler 30 pl yiiklendikten sonra iizerine
170 ul DPPH eklenerek 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.
Ardindan 520 nm absorbansta okunmustur. Elde edilen sonuglar asagidaki formiille
hesaplanarak DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri DPPH inhibisyonu cinsinden

Olctilmiistiir.
DPPH inhibisyon (%)= [Ax. (As- Ask)]/Ax X 100
A= Kontrol absorbansi

As= Ornek absorbansi
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Ag= Ornegin kori
2.3. Enzim Inhibisyon Testleri
2.3.1. Elastaz Enzim Inhibisyon Tayini

Anti elastaz aktivitesi Kraunsae ve arkadaslarinin yonteminde mindr degisiklikler
yapilarak belirlenmistir. Ik asamada 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna 25 pl
0.1 M Hepes buffer (pH 7.5) ardindan 25 pl bitki ekstreleri (1 pug/ml, 1.5 pg/ml, 2
ug/ml) ve en son 25 ul elastaz enzimi (1 pg/ml) yiiklenmistir. Kor i¢in 75 pul HEPES
buffer, negatif kontrol icin 25 ul elastaz enzimi ve 50 ul HEPES buffer olacak sekilde
yiikleme yapilmustir. Pozitif kontrol i¢in, 6rnek yerine N-methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-
Choloro (10 pg/ml) kullamilmistir. Coziicii kontrol olarak bitki ekstrakti ne ile
seyreltilmigse o kullanilmistir. Daha sonra oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyonda
birakilmistir. Ardindan 100 ul substrat (N- methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-p-
nitroanilid) (1mM) ilave edilmis ve 40 dakika daha 25° C’de inkiibe edilmistir. 405 nm

absorbansta okutulmustur. Inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil ile hesaplanmustir.
Y% 1nhibisy0n = [(Akontrol' Aérnek)/ Axonirol] X 100
2.3.2. Kollajenaz Enzim Inhibisyon Tayini

Anti kollajenaz aktivitesi Wart ve Steinbrink’in yonteminde degisiklikler yapilarak
belirlenmistir (Barrantes ve Guinea, 2003). Ik olarak 96 kuyucuklu plakanmn her bir
kuyucuguna 25 ul elastaz enzimi (0.8 iinite/ml), 50 mM trisin tamponu (pH 7.5)
ardindan 25 ul bitki ekstrakt1 (1 pg/ml, 1.5 pg/ml, 2 pg/ml) eklenmistir. Kontrol olarak
DMSO kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak 25 pl elastaz enzimi, 25 pl Trisin buffer ve
25 ul askorbik asit kullanilmistir. 15 dk inkiibasyondan sonra 50 ul subtrat (N-(3-[2-
furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala) eklenmistir. 340 nm absorbansta okutulmustur.

Inhibisyon yiizdesi asagidaki formiil ile hesaplanmustir.

%Inhibisyon = 100 - [(Asmek /Axontrot) X 100]
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2.4. GC-MS Analizi

Bu calisma hizmet alim1 seklinde gerceklesmistir. Echinops borae ve Echinops pungens
tirlerine ait bitki ekstrelerinin kimyasal bilesenleri gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (Shumadzu, QP2010 Ultra) kullanilarak belirlenmistir. Kolon 30 m, 0.25
mm i¢ ¢capinda ve film kalinlig1 0.25 pm’dir. Tasiyic1 gaz akis hiz1 0.90 ml/dk olarak
ayarlanmus, kolon sicaklik programi 60 © C’de 2 dk bekleyip 3 © C/dk hizla 280 © C’ye
gidip orada 1 °C/dk bekletildikten sonra analiz tamamlanmstir. Madde tanimlamalar1
GC/MS veri Kkiitiiphanesi yaninda literatiir bilgileri de dikkate alinarak

degerlendirilmistir.



3. BOLUM
BULGULAR

3.1. Ekstraksiyon Verimi

Calisilan Echinops (Echinops borae ve Echinops pungens) 6rneklerine ait toprak alt1 ve
toprak istii kistmlarmin su, metanol, kloroform ve hekzan ekstrelerinin % verimleri
Tablo 3.1 ve Tablo 3.2 verilmistir. Genel olarak Echinops cinsine ait iki tiiriin 6rneginin
toprak alti ve toprak {iistii kisimlarinda sulu ekstre verimlerinin kullanilan diger
coOziiciilere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Echinops borae ve E.pungens
tiirlerine ait Orneklerin sulu ekstre verim sonuclar1 karsilastirildiginda ise Echinops
borae tiiriine Ornegin toprak iistii kisminda su veriminin (%33.9) en yiiksek oldugu

tespit edilmistir (Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Echinops borae tiiriine ait 6rnegin ekstraktsiyon sonuclar1

Echinops borae

Kuru Madde Miktar1 Elde Edilen Kuru Oziit Elde Edilen
(gr) Miktar1 (mg) Oziit Yiizdesi
(%)
Toprak alti-su 10 1228.5 12.2
Toprak alti-metanol 10 515.2 5.1
Toprak alti-kloroform 10 112.1 1.1
Toprak alti-hekzan 10 50.9 0.5
Toprak iistii-su 10 3397.5 33.9
Toprak iistii-metanol 10 1714.3 17.1
Toprak iistii-kloroform 10 716.8 7.1

Toprak iistii-hekzan 10 505.8 5.1
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Tablo 3.2. Echinops pungens tiiriine ait 0rnegin ekstraktsiyon sonuglari

Echinops pungens
Kuru Madde Miktari Elde Edilen Kuru Oziit Elde Edilen
(gr) Miktart (mg) Oziit Yiizdesi

(%)
Toprak alti-su 10 2737.7 27.3
Toprak alti-metanol 10 626.5 6.2
Toprak alti-kloroform 10 199.4 1.9
Toprak alti-hekzan 10 214.2 2.1
Toprak iistii-su 10 2885,8 28.8
Toprak iistii-metanol 10 962.6 9.6
Toprak iistii-kloroform 10 427,7 4.2
Toprak iistii-hekzan 10 2121 2.1

3.2. Antioksidan Aktivitesine Ait Bulgular
3.2.1. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayin Sonugclari

Toplam fenolik bilesik miktar tayini i¢in Folin- Ciocalteu Reaktifi (FCR) kullanilmistir.
Gallik asit derisimlerine karsi absorbans degerleri Olciiliip bir standart kalibrasyon
grafigi olusturulmustur (Sekil 3.1). Orneklerin toplam fenolik bilesik miktar degerleri
gallik asit standart grafigi kullanilarak gallik asit es degeri (mgGAE/g ekstrakt) olarak

hesaplanmustir.

Gallik Asit Standart Egrisi
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Sekil 3.1. Gallik asit standart egrisi



31

Tablo 3.3. Echinops borae tiiriine ait orneginin fenolik i¢erik sonuglari

Kisim Coziicii Konsantrasyon Toplam Fenolik Standart

(mg/ml) Icerik (mg GAE/g) Sapma

0.1 1.52 +0.16

0.5 3.34 +0.33

Su 1 5.39 +0.39

2 8.87 +1.34

4 16.51 +0.24

5 27.12 +1.27

0.1 0.67 +0.15

0.5 3.19 +0.41

Metanol 1 5.34 +1.65
2 8.58 +0.17

Toprak alti 4 15.71 +0.92
5 19.08 +0.63

0.1 0.53 +0.14

0.5 2.76 +0.21

Kloroform 1 5.08 +1.07
2 7.27 +0.08

4 13.08 +0.08

5 15.64 +0.27

0.1 0,48 +0.34

0.5 1.40 +0.70

Hekzan 1 2.44 +0.64
2 4.07 +0.04

4 7.60 +0.02

5 9.48 +0.19

0.1 1.20 +0.60

0.5 3.82 +0.65

Su 1 6.49 +0.06

2 12.44 +0.63

4 24.32 +0.09

5 30.48 +0.21

0.1 1.38 +0.66

0.5 6.85 +0.80

Metanol 1 12.52 +1.54
Toprak iistii 2 20.34 +0.77
4 32.37 +0.51

5 41.78 +0.18

0.1 1.05 +0.05

0.5 2.47 +0.16

Kloroform 1 4.71 +0.24
2 9.44 +0.49

4 17.15 +0.23

5 22.23 +0.10

0.1 0.69 +0.59

0.5 2.09 +0.32

Hekzan 1 3.93 +0.05
2 7.15 +0.24

4 11.57 +0.14

5 15.75 +0.51

Echinops borae tiiriine ait 6rneginin toprak alt1 kistmlarimna ait su, metanol, kloroform ve
hekzan ile elde edilen bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar: (0.1 mg/ml- 0.5 mg/ml
— 1 mg/ml — 2 mg/ml — 4 mg/ml- 5 mg/ml) fenolik igerik bakimindan incelenmistir.
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Echinops borae drneginin toprak alt1 kisimlarina ait ekstreler, fenolik icerik bakimindan
incelendiginde konsantrasyona bagl olarak diizenli bir artig sergiledigi goriilmiistiir.
(Tablo 3.3). Su ile elde edilen ekstrelerin tiim konsantrasyonlarinda en yiiksek fenolik
madde miktarma (1.52 - 27.12 mgGAE/g) sahip oldugu goriilirken, bunu sirayla
metanol (0.67 — 19.08 mgGAE/g), kloroform (0.53 — 15.64 mgGAE/g) ve hekzan (0.48
—9.48 mgGAE/g) ekstrelerinin takip ettigi tespit edilmistir. (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Echinops borae tiiriine ait 6rneginin toprak alt1 kisminin fenolik icerik grafigi

Echinops borae 6rneginin toprak iistii kisimlarina ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ile elde edilen bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 (0.1 mg/ml- 0.5 mg/ml — 1
mg/ml — 2 mg/ml — 4 mg/ml- 5 mg/ml) fenolik icerik bakimindan incelenmistir.
Echinops borae Orneginin toprak iistii kisimlarina ait ekstreler, fenolik icerik
bakimindan incelendiginde konsantrasyon arttik¢a tiiriin sahip oldugu fenolik icerik
miktarinin da arttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.3). Metanol ile elde edilen ekstrelerin tiim
konsantrasyonlarinda en yiiksek fenolik madde miktarina (1.38 — 41.78 mgGAE/g)
sahip oldugu goriiliirken, bunu sirayla su (1.20 — 30.48 mgGAE/g), kloroform (1.05 —
22.23 mgGAE/g) ve hekzan (0.69 — 15.75 mgGAE/g) ile elde edilen ekstrelerinin takip
ettigi tespit edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Echinops borae tiiriine ait 6rneginin toprak iistii kisminin fenolik icerik
grafigi

Tablo 3.4. Echinops pungens tiiriine ait 6rneginin fenolik icerik sonugclari

Kisim Coziicii Konsantrasyon Toplam Fenolik Standart
(mg/ml) icerik (mg Sapma
GAE/g)

0.1 0.83 +0.18

0.5 1.81 +0.09

Su 1 3.15 +0.14

2 7.50 +0.07

4 12.45 +0.27

5 17.75 +0.83

0.1 1.11 +0.26

0.5 4.18 +0.40

Metanol 1 7.31 +0.18
2 13.01 +0.25

Toprak alti 4 23.58 +0.30
5 26.57 +0.96

0.1 1.02 +0.41

0.5 2.09 +0.38

Kloroform 1 4.12 +0.13
2 8.09 +0.26

4 20.48 +1.39

5 22.04 +0.30

0.1 0.76 +0.43

0.5 1.64 +0.54

Hekzan 1 2.47 +0.16
2 4.81 +0.59

4 6.63 +0.44

5 15.22 +0.41

0.1 1.60 +0.14

0.5 6.46 +0.33

Su 1 12.51 +1.06

2 21.14 +1.43

4 31.60 +1.05

5 37.21 +1.28

0.1 2.22 +0.61




34

0.5 8.52 +0.64

Metanol 1 12.17 +0.61
Toprak iistii 2 20.82 +0.47
4 32.66 +0.24

5 41.03 +0.12

0.1 1.49 +1.65

0.5 3.54 +0.13

Kloroform 1 5.12 +0.57
2 6.77 +1.63

4 10.38 +1.50

5 13.24 +0.70

0.1 0.82 +0.05

0.5 2.52 +0.23

Hekzan 1 4.97 +1.73
2 5.85 +1.91

4 8.94 +0.03

5 9.91 +0.59

Echinops pungens’e ait 6rnegin toprak alti kisimlarina ait su, metanol, kloroform ve
hekzan ile elde edilen bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlari (0.1 mg/ml- 0.5 mg/ml
— 1 mg/ml — 2 mg/ml — 4 mg/ml- 5 mg/ml) fenolik icerik bakimindan incelenmistir.
Echinops pungens Orneginin toprak alt1 kisimlarina ait ekstreler, fenolik igerik
bakimindan incelendiginde konsantrasyonla dogru orantili olarak fenolik madde
miktarinin da arttigr goriilmiistiir (Tablo 3.4). Tiim konsantrasyonlarda, coziiciiler
arasinda en yiiksek fenolik madde miktar1 metanol ile elde edilen ekstrelerde (1.11 —
26.57 mgGAE/g) gozlemlenirken, bunu kloroform (1.02 — 22.04 mgGAE/g), su (0.83 —
17.75 mgGAE/g) ve hekzan (0.76 — 15.22 mgGAE/g) ile elde edilen ekstrelerin takip
ettigi tespit edilmistir (Sekil3.4).
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Sekil 3.4. Echinops pungens tiiriine ait 6rnegin toprak alt1 kisminin fenolik icerik grafigi
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Echinops pungens Orneginin toprak iistii kisimlarma ait su, metanol, kloroform ve
hekzan ile elde edilen bitki ekstrelerinde ise farkli konsantrasyonlar1 (0.1 mg/ml - 0.5
mg/ml — 1 mg/ml — 2 mg/ml — 4 mg/ml- 5 mg/ml) fenolik icerik bakimindan
incelenmistir. Echinops pungens’in toprak alt1 ekstrelerinde de fenolik igerik
bakimindan incelendiginde konsantrasyona bagli olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.4).
Metanol ile elde edilen ekstrelerin tiim konsantrasyonlarinda en yiiksek fenolik madde
miktarina (2,22 — 41.03 mgGAE/g) sahip oldugu bunu sirayla su (1.60 — 37.21
mgGAE/g), kloroform (1.49 — 13.24 mgGAE/g) ve hekzan (0.82 — 9.91 mgGAE/g)
ekstrelerinin takip ettigi tespit edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Echinops pungens tiiriine ait 6rneginin toprak iistii kisminin fenolik icerik
grafigi

3.2.2. DPPH Radikali Siipiiriicii Aktivitelerinin Belirlenmesi

Echinops tiirlerine ait bitki 6rneklerinden su, metanol, kloroform ve hekzan ile elde
edilen bitki ekstrelerinin DPPH radikali indirgenme aktiviteleri Tablo 3.5 ve Tablo
3.6’da yiizde inhibisyon olarak verilmistir. Bu testte pozitif kontrol olarak askorbik asit

kullanilmastir.
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Tablo 3.5. Echinops borae tiiriine ait 6rneginin DPPH siipiirme aktivitesi sonucu ve %
50 inhibisyon degerleri (mg/ml).

Kisim Coziicii Konsantrasyon ~ DPPH Inhibisyonu IC50 Degeri
(mg/ml) (%) (mg/ml)

14.91+0.88
16.45+1.16
22.5+£1.47 2.55+0.01
48.78+1.39
78.21+0.20
78.60+0.51
12.86+0.33
15.16+0.33
15.41+0.31 3.57+001

0.1
0.5
Su 1
2
4
5
0.1
0.5
1
2 26.43+0.36
4
5
0.1
0.5
1
2
4
5
0.1

Metanol

54.81+0.35
69.85+0.50
12.06+0.89
12.38+0.13
15.25+0.91 10.00 £3.13
15.71+0.32
24.20+0.46
27.85+1.63

Toprak alt1

Kloroform

. 11.45+0.53
0.5 12.25+0.12

1 13.23+0.24 15.10+0.38
2 14.90+0.22

4 21.98+0.27

5 24.11+0.39

Hekzan

0.1 7.63+0.98
0.5 23.95+0.73
1 39.86+0.55 3.55+0.02
2 73.56+0.39
4 77.45+0.53
5 78.80+0.15
0.1 9.58+1.60
31.36+0.62
55.85+0.52 2.58 £0.02
80.51+0.04
80.40+0.10
80.21+0.04
4.13+045
8.60+1.31
11.96+0.76 21.19 £2.76
17.35+1.39
31.70+0.33
40.36x1.09

Su

Metanol

Toprak iistii

Kloroform

6.88+0.61
10.83+1.13 52.45+6.62
17.43+0.27
18.01+2.59
19.65+0.60

Hekzan

12.45+0.01
22.29+0.00
39.46+0.01 2.90+0.31
66.37+0.00
72.62+0.00
87.58+0.00

0.5
1
2
4
5

0.1

0.5
1
2
4
5

0.1 2.2040.32

0.5
1
2
4
5

0.1

0.5
L-Askorbik Asit 1
2
4
5
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Echinops borae 6rneginin toprak alt1 kistmlarma ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ile elde edilen bitki ekstrelerinin konsantrasyona (0.1 mg/ml- 0.5 mg/ml — 1 mg/ml — 2
mg/ml — 4 mg/ml- 5 mg/ml) bagh olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.5). Su ile elde
edilen ekstrelerin (%14.91 — %78.90) tim konsantrasyonlarinda en yiiksek DPPH
radikalini giderici aktiviteye (%) sahip oldugu bunu sirasi ile metanol (%12.86 -
%69.85), kloroform (%12.06 - %27.85) ve hekzan (%11.45 - %24.11) ekstrelerinin
takip ettigi tespit edilmistir (Sekil 3.6). Referans antioksidan olarak kullanilan askorbik
asit 4 mg/ml konsantrasyonda su ekstresinden daha diisik DPPH radikali giderici
aktivite gostermistir. Ekstreler ICsy degerleri bakimindan su (2.55 mg/ml) > metanol
(3.57 mg/ml) > kloroform (10.00 mg/ml) > hekzan (15.10 mg/ml) olarak siralanmistir
(Tablo 3.5). Diisiik 1Cso degeri yiiksek aktivitenin gostergesidir.

100
Su

Metanol
Kloroform
Hekzan
L-Askorbik asit

DPPH % inhibisyon

0.1 0.5 1.0 2.0 4.0 5.0
Konsantrasyon( mg/ml)

Sekil 3.6. Echinops borae tiiriine ait 6rnegin toprak alt1 kisminin su, metanol, kloroform
ve hekzan ile elde edilen ekstrelerinin DPPH radikali siiplirme aktivite sonuglari

Echinops borae 6rneginin toprak iistii kisimlarina ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ile elde edilen bitki ekstrelerinin konsantrasyona (0.1 mg/ml- 0.5 mg/ml — 1 mg/ml — 2
mg/ml — 4 mg/ml- 5 mg/ml) bagh olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.5). Metanol ile
elde edilen ekstrelerin (%9.58 — %80.21) tiim konsantrasyonlarinda en yiiksek DPPH
radikalini giderici aktiviteye (%) sahip oldugu bunu sirayla su (%7.63 - %78.80),
kloroform (%4.13 -% 40.36) ve hekzan (%?2.20 - %19.65) ekstrelerinin takip ettigi tespit
edilmistir (Sekil3.7). Referans antioksidan olarak kullanilan askorbik asit 0.5 mg/ml ve
4 mg/ml konsantrasyonda daha diisik DPPH radikali giderici aktivite gostermistir.
Ekstreler ICsp degerleri bakimindan metanol (2.00 pg/ml) > su (2.05 pg/ml) >
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kloroform (6.30 mg/ml) > hekzan (15.01 mg/ml) olarak siralanmistir (Tablo 3.5). Diisiik
ICsp degeri yiiksek aktivitenin gostergesidir.

100
mm Su
o 0 S =N
©0 o =) = o Em Mectanol
80 0O © ,r: © g 2 =)
= S .
e > N mm Kloroform
z ©
S g © B Hckzan
@ 4
2 60+ 8 mm L-Askorbik asit
=
b= e Q 8
NS @ 5 (=]
= 40 8 < & R H
= 1 i r~
& 8o o B "
(=] Q o 8 Q 8 g
0 N © e = 2
20 - 0 ~ o D © -
2 o © @ e
~NT 2o D5
s O
T i
0=
0.1 0.5 1.0 2.0 4.0 5.0

Konsantrasyon( mg/ml)

Sekil 3.7. Echinops borae tiirline ait toprak iistii kisminin su, metanol, kloroform ve
hekzan ile elde edilen ekstrelerinin DPPH radikali siiplirme aktivite sonuglari
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Tablo 3.6. Echinops pungens tiiriine ait 0ornegin DPPH siipiirme aktivitesi sonucu ve %
50 inhibisyon degerleri (mg/ml).

Kismm Coziicii Konsantrasyon DPPH Inhibisyon IC50 Degeri
(mg/ml) (%) (mg/ml)

7.93+£0.95

12.10+1.50

13.46+0.74 3.55£0.02
30.01+0.65
54.38+0.40
69.98+0.52

8.45+0.21

15.45+0.37
27.00+0.98 2.58 £0.02
46.76x1.04
78.83+0.18
79.10+0.08

7.93+0.86

7.03+0.62

8.23+0.59 21.19+2.76
9.18+0.13

11.63+1.06

15.36+0.99

1.65+0.10

5.50+1.35

6.26+0.92 52.45 +6.62
7.33+0.76

8.11+0.14

8.16+0.48

Su

Metanol

Toprak alt1

Kloroform

Hekzan

13.76+0.39
45.98+0.27
69.17+0.28 1.13+0.01
71.66+0.21
74.21+0.20
77.83+0.08

12.10+1,65
38.25+0,95
68.55+0,25 1.42 +0.02
70.46+0,05
70.60+0,12
72.71+0,07

8.73£1.65

17.43+0.54

17.58+0.44

17.86+0.57 23.63+4.36
18.3+0.17
21.43+0.18

6.76+0.99

11.85+0.71

12.73+0.27 23.95+£2.82
14.71+0.33

15.78+1.25

17.68+0.50

Su

Metanol
Toprak iistii

Kloroform

Hekzan

12.45+0.01
22.29+0.00
39.46+0.01 2.90+0.31
66.37+0.00
72.62+0.00
87.58+0.00

L-Askorbik Asit

oo oo oo oo oo oo oo oo oo
DR S I e LR S (SIS SIE e [V SR ydiad IV S I e (VIR SRyt (P SIS ydiad (VIS SR it [V S R et
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Echinops pungens drneginin toprak alt1 kistmlarma ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ile elde edilen bitki ekstrelerinin konsantrasyona (0.1 mg/ml- 0.5 mg/ml — 1 mg/ml - 2
mg/ml — 4 mg/ml- 5 mg/ml) bagh olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.6). Metanol ile
elde edilen ekstrelerin (%8.45 — %79.1) tim konsantrasyonlarinda en yiikksek DPPH
radikalini giderici aktiviteye (%) sahip oldugu ve bunu sirayla su (%7.93 - %69.98),
kloroform (%7.93 -% 15.36) ve hekzan (%1.65 - %8.16) ekstrelerinin takip ettigi tespit
edilmistir (Sekil 3.8). Referans antioksidan olarak kullanilan askorbik asit 4 mg/ml
konsantrasyonda daha diisitk DPPH radikali giderici aktivite gostermistir. Ekstreler I1Csg
degerleri bakimindan metanol (2.58 mg/ml) > su (3.58 mg/ml) > kloroform (21.19
mg/ml) > hekzan (52.45 mg/ml) olarak smralanmistir (Tablo 3.6). Diisiik ICsy degeri

yiiksek aktivitenin gostergesidir.

100

. Su
8 =
i i = mm Metanol
80 = g
N R mm  Kloroform
-] © ©
S © B Hckzan
= 60+ © 3 mm L-Askorbik asit
= ~
= © €
° <
s S
o
= 40+ S S
-3 d [=]
= & 5§ 2
a 0 N ©
i S N Q @ 5
20 = N © & © 0
fse} = - «Q
398 ¢ Tasgll TW@g pes T =
N © g ~ G O 5 ~ o @©

0.1 0.5 1.0 2.0 4.0 5.0

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.8. Echinops pungens tiiriine ait Orneginin toprak alti kisminin su, metanol,
kloroform ve hekzan ile elde edilen ekstrelerinin DPPH radikali siipiirme aktivite
sonuglar1

Echinops pungens oOrneginin toprak iistii kisimlarma ait su, metanol, kloroform ve
hekzan ile elde edilen bitki ekstrelerinin konsantrasyona (0.1 mg/ml- 0.5 mg/ml — 1
mg/ml — 2 mg/ml — 4 mg/ml- 5 mg/ml) bagl olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.6). Su
ile elde edilen ekstrelerin (%13.76 — %77.83) tim konsantrasyonlarinda en yiiksek
DPPH radikalini giderici aktiviteye (%) sahip oldugu goriilmiis ve bunu sirayla metanol
(%12.10 - %70.71), kloroform (%8.73 -%21.43) ve hekzan (%6.76 - %17.68)
ekstrelerinin takip ettigi tespit edilmistir (Sekil 3.9). Referans antioksidan olarak
kullanilan askorbik asit 5 mg/ml hari¢ tiim konsantrasyonlarda daha diisik DPPH
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radikali giderici aktivite gostermistir. Ekstreler 1Csy degerleri bakimindan su (1.13
mg/ml) > metanol (1.42 mg/ml) > kloroform (23.63 mg/ml) > hekzan (23.95 mg/ml)
olarak siralanmustir (Tablo.3.6). Diisiik ICso degeri yiiksek aktivitenin gostergesidir.

100 = S
N Su
[v2l
© B Mectanol
80 " S o o 8 KN
— .
-8 = N o o mm Kloroform
= -~® B ) $ ~ = =
S pS © B Hckzan
w
= 60+ & mm L-Askorbik asit
= >
o O ©
5 &S =
3 @Q S
= 40+
.l [}
o & ()
. © Q =,
a s g o 8 8 - 3 <8
20 ~ = e ~ 8 ~ @ ~ '; © g o~ N
b [ A = » 7 ~ —
“-Nod = o -
e =0 =
[(e]
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0.1 0.5 1.0 2.0 4.0 5.0

Konsantrasyon( mg/ml)

Sekil 3.9. Echinops pungens tiiriine ait 6rneginin toprak ustli kisminin su, metanol,
kloroform ve hekzan ile elde edilen ekstrelerinin DPPH radikali siiplirme aktivite

sonuclari
3.3. Enzim InhibisyonTayinlerine Ait Bulgular
3.3.1. Elastaz Inhibe Edici Aktivite Tayin Sonuclar

Echinops borae ve Echinops pungens tiirlerine ait orneklerden su, metanol, kloroform
ve hekzan ile elde edilen bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 i¢in hesaplanan
elastaz inhibisyon degerleri ve konsantrasyon % elastaz inhibisyon grafikleri yardim ile

belirlenen ICs, degerleri Tablo 3.7 ve Tablo 3.8’de verilmistir.
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Tablo 3.7. Echinops borae tiiriine ait 6rnegin elastaz enzimi ilizerindeki % elastaz
inhibisyonu ve IC50 degerleri (ug/ml)

Kisim Coziicii Konsantrasyon % Elastaz IC50 Degeri
(ug/ml) Inhibisyonu (pug/ml)
1 24.40+0.65
Su 1.5 37.30+1.36 2.63£0.76
38.88+2.53
1 24.60+2.67
Metanol 1.5 40.87+3.07 1.99+40.18
Toprak alti 2 48.81+3.28
1 12.543.08
Kloroform 1.5 16.46+0.48 8.76£1.26
17.26+2.68
1 11.31+1.45
Hekzan 1.5 13.69+2.58 5.82+1.67
19.44+0.67
1 21.29+1.95
Su 1.5 35.91+1.17 2.04+0.49
2 49.20+2.21
1 5.75+£1.17
Metanol 1.5 19.24+1.58 2.7240.16
Toprak iistii 2 31.34+1.79
1 2.5740.48
Kloroform 1.5 10.76£1.95 3.90+0.72
18.84+2.43
1 4.56+0.89
Hekzan 1.5 9.12+1.44 5.9841.25
2 14.28+0.75
N- methoxysuccinyl-Ala-Ala- 44.64+2.87

Pro-Choloro (10 pg/ml)

Echinops borae 6rneginin toprak alt1 kisitmlarina ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ile elde edilen bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 (1 pg/ml — 1.5 pg/ml - 2
ug/ml) elastaz iizerindeki inhibisyon aktiviteleri incelendiginde konsantrasyona baglh
olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo3.7). Orneklerin, elastaz iizerindeki inhibisyon
aktivitelerinin biiyiikten kiiclige sirasiyla metanol (%24.60 - %48.81), su (%24.40 -
9%38.88), hekzan (%11.31 - %19.44) ve kloroform (%12.50 - %17.26) ekstreleri olarak
siralandigi tespit edilmistir (Sekil 3.10). Echinops borae 6rneginin toprak alt1 kisimlar1
icin ICsy degerinin en diisiik olmas1 nedeniyle en yiiksek oranda inhibe eden ektrenin

metanol ekstresi (ICsp 1.99+0.187 pg/ml) oldugu belirlenmistir (Tablo 3.7).
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Sekil 3.10. Echinops borae tiiriine ait toprak alt1 kisminin su, metanol, klorofrom ve
hekzan ile elde edilen ekstrelerinin konsantrasyon % elastaz inhibisyon grafigi

Echinops borae 6rneginin toprak iistii kistmlarina ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ile elde edilen bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 (1 pg/ml — 1.5 pg/ml - 2
ug/ml) elastaz iizerindeki inhibisyon aktiviteleri incelendiginde konsantrasyona bagh
olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.7). Orneklerin, elastaz iizerindeki inhibisyon
aktivitelerinin biiyiikten kiiciige swrasiyla su (%21.29 - %49.20), metanol (%5.75 -
%31.34), kloroform (%2.57 - %18.84) ve hekzan (%4.56 - %14.28) ekstreleri olarak
siralandigi tespit edilmistir (Sekil 3.11). Echinops borae 6rneginin toprak iistii kisimlari
icin ICsp degerinin en diisiik olmas1 nedeniyle en yiiksek oranda inhibe eden ekstrenin

metanol ekstresi (ICso degeri 2.04 +0.49 pg/ml) oldugu belirlenmistir (Tablo 3.7).
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Sekil 3.11. Echinops borae tiiriine ait 0rneginin toprak iistii kisminin su, metanol,
klorofrom ve hekzan ile elde edilen ekstrelerinin konsantrasyon % elastaz inhibisyon
grafigi

Tablo 3.8. Echinops pungens tiiriine ait orneginin elastaz enzimi iizerindeki % elastaz
inhibisyonu ve IC50 degerleri (ug/ml)

Kisim Coziicii Konsantrasyon % Elastaz IC50 Degeri
(ug/ml) inhibisyonu (ug/ml)
1 27.57+2.95
Su 1.5 39.28+1.22 2.69+0.56
2 39.68+1.84
1 29.56+0.89
Metanol 1.5 33.13+1.17 2.1540.11
Toprak alt1 2 49.03+0.97
1 2.77+0.61
Kloroform 1.5 6.94+1.14 6.79+0.15
10.91+2.43
1 12.51+1.24
Hekzan 1.5 18.84+2.05 3.68+0.16
2 26.58+0.61
1 24.60+3.07
Su 1.5 31.15+2.85 2.7440.06
39.28+1.06
1 30.35+1.92
Metanol 1.5 49.60+3.50 1.92+0.02
Toprak iistii 2 61.11+0.61
1 21.23+1.58
Kloroform 1.5 34.3242.05 2.61+0.09
38.09+1.50
1 16.27+0.61
Hekzan 1.5 24.08+2.85 2.94+0.07
2 33.73+0.97
N- methoxysuccinyl-Ala-Ala- 44.64+2.87

Pro-Choloro (10 pg/ml)
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Echinops pungens tiiriine ait Ornegin toprak alt1 kisimlarina ait su, metanol, kloroform
ve hekzan ile elde edilen bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar: (1 pg/ml — 1.5
pug/ml - 2 pg/ml) elastaz iizerindeki inhibisyon aktiviteleri incelendiginde
konsantrasyona bagl olarak arttig1 goriilmiistiir (Tablo 3.8). Orneklerin, elastaz
izerindeki inhibisyon aktivitelerinin biiyiikten kiiciige swrasiyla metanol (%29.56 -
%49.03), su (%27.57 - %39.68), hekzan (%12.51 - %26.58) ve kloroform (%2.77 -
%10.91) ekstreleri olarak siralandig tespit edilmistir (Sekil 3.12). Echinops pungens
tiirline ait ornegin toprak alt1 kisimlari i¢cin ICso degerinin en diisiik olmas1 nedeniyle en
yilksek oranda inhibe eden ektrenin metanol ekstresi (ICso degeri 2.15+0.11 pg/ml)
oldugu belirlenmistir (Tablo 3.8).
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Sekil 3.12. Echinops pungens tiiriine ait 0rnegin toprak alt1 kisminin su, metanol,
klorofrom ve hekzan ile elde edilen ekstrelerinin konsantrasyon % elastaz inhibisyon
grafigi

Echinops pungens’in toprak iistii kisimlarina ait su, metanol, kloroform ve hekzan ile
elde edilen bitki ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 (1 pg/ml — 1.5 pg/ml - 2 ug/ml)
elastaz iizerindeki inhibisyon aktiviteleri incelendiginde konsantrasyona bagli olarak
artt1i1 goriilmiistiir (Tablo 3.8). Orneklerin, elastaz iizerindeki inhibisyon aktivitelerinin
biiylikten kiiclige sirasiyla metanol (%30.35 - %61.11), su (%24.60 - %39.28),
kloroform (%21.23 - %38.09) ve hekzan (%16.27 - %33.73) ekstreleri olarak siralandigi
tespit edilmistir (Sekil 3.13). Echinops pungens 6rneginin toprak alt1 kistmlari i¢in I1Csg
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degerinin en diisiikk olmasi nedeniyle en yiiksek oranda inhibe eden ektrenin metanol

ekstresi (ICsp degeri 1.92+0.0.02 pg/ml) oldugu belirlenmistir (Tablo 3.8).

80—
N Su
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Sekil 3.13. Echinops pungens tiirline ait ornegin toprak iistii kisminin su, metanol,
klorofrom ve hekzan ile elde edilen ekstrelerinin konsantrasyon -% elastaz inhibisyon
grafigi

3.3.2. Kollajenaz Inhibe Edici Aktivite Tayin Sonuclar

Echinops borae ve Echinops pungens tiirlerine ait 6érneklerin su, metanol, kloroform ve
hekzan ekstrelerinin farkli konsantrasyonlart i¢in hesaplanan kollajenaz inhibisyon
degerleri ve konsantrasyon % kollajenaz inhibisyon grafikleri yardimi ile belirlenen

IC50 degerleri Tablo 3.9 ve Tablo 3.10°da verilmistir.
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Tablo 3.9. Echinops borae tiiriine ait 0rnegin kollajenaz enzimi iizerindeki % kollajenaz
inhibisyonu ve IC50 degerleri (ug/ml)

Kisim Coziicii Konsantrasyon % Kollajenaz IC50 Degeri
(pg/ml) Inhibisyonu (ng/ml)
1 8.07+0.81
Su 1.5 17.86+0.72 3.65+0.29
2 23.59+0.94
1 16.92+ 0.54
Metanol 1.5 23.07+0.79 2.30+0.23
Toprak alti 2 44.68+0.72
1 12.78+0.99
Kloroform 1.5 27.10+£ 0.80 2.71+0.81
33.73+0.63
1 4.03+0.90
Hekzan 1.5 19.46+0.17 3.25+0.76
2 21.60+0.78
1 17.20+ 0.90
Su 1.5 37.33 £0.64 2.26+0.92
40.92+ 0.84
1 30.98+0.99
Metanol 1.5 44.86+ 0.82 2.034£0.18
Toprak iistii 2 47.44+ 0.54
1 7.46 £0.90
Kloroform 1.5 15.21+£0.51 2.16+0.65
2 17.79+ 0.48
1 9.46+ 0.90
Hekzan 1.5 15.27 £0.92 3.84+0.92
2 23.85+0.69
L-Askorbik asit 1.5 62.46 0.37

Echinops borae 6rneginin toprak alt1 kistmlaria ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlart (I pg/ml — 1.5 pg/ml - 2 upg/ml) kollajenaz
izerindeki inhibisyon aktiviteleri incelendiginde konsantrasyona bagh olarak arttigi
goriilmiistiir (Tablo 3.9). Orneklerin, kollajenaz iizerindeki inhibisyon aktivitelerinin
biiyiikten kiiciige sirasiyla metanol (% 16.92 - %44.68), kloroform (%12.78 - %33.73),
su (%8.07 - %23.59) ve hekzan (%4.03 - %?21.60) ekstreleri olarak siralandigi tespit
edilmistir (Sekil 3.14). Echinops borae Orneginin toprak alt1 kisimlar1 icin ICsg
degerinin en diisiik olmasi nedeniyle en yiiksek oranda inhibe eden ektrenin metanol

ekstresi (ICsp degeri 2.304+0.23 pg/ml) oldugu belirlenmistir (Tablo 3.9).
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Sekil 3.14. Echinops borae tiirline ait Ornegin toprak alt1 kisminin su, metanol,
klorofrom ve hekzan ile elde edilen ekstrelerinin konsantrasyon -% kollajenaz
inhibisyon grafigi

Echinops borae 6rneginin toprak iistii kisimlarina ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 (1 pg/ml — 1.5 pg/ml - 2 pg/ml) kollajenaz
iizerindeki inhibisyon aktiviteleri incelendiginde konsantrasyona bagh olarak arttigi
goriilmiigtiir (Tablo 3.9). Orneklerin, kollajenaz iizerindeki inhibisyon aktivitelerinin
biiyiikten kiiclige sirasiyla metanol (% 30.98 - %47.44), su (%17.20 - %40.92), hekzan
(%9.46 - %?23.85) ve kloroform (%7.46 - %17.79), ve ekstreleri olarak siralandig1 tespit
edilmistir (Sekil 3.15). Echinops borae orneginin toprak iistii kisimlari i¢in ICs
degerinin en diisiik olmasi nedeniyle en yiiksek oranda inhibe eden ektrenin metanol

ekstresi (ICsp degeri2.03+0.18 pg/ml) oldugu belirlenmistir (Tablo 3.9).
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Kloroform

Sekil 3.15. Echinops borae tiiriine ait Ornegin toprak iistii kisminin su, metanol,
klorofrom ve hekzan ile elde edilen ekstrelerinin konsantrasyon -% kollajenaz

inhibisyon grafigi

Tablo 3.10. Echinops pungens tiiriine ait Ornegin kollajenaz enzimi iizerindeki %
kollajenaz inhibisyonu ve IC50 degerleri (ug/ml)

Kisim Coziicii Konsantrasyon % Kollajenaz IC50 Degeri
(ng/ml) inhibisyonu (ug/ml)
1 18.39 +0.84
Su 1.5 21.63+1.18 3.78+0.77
2 30.03+£0.75
1 27.86 +0.62
Metanol 1.5 33.55+£0.80 2.22+0.39
Toprak alti 47.05+£0.72
1 13.17 £1.53
Kloroform 1.5 20.36+ 0.77 4.22+0.88
24.42+0.94
1 5.99+0.87
Hekzan 1.5 9.32 +0.84 8.19+0.97
2 12.09+0.78
1 20.98+0.36
Su 1.5 46.53+0.54 1.86+0.27
50.18+ 0.62
1 23.96+ 0.72
Metanol 1.5 42.7 +0.18 1.61£0.14
Toprak iistii 2 67.98+0.99
1 11.28+0.78
Kloroform 1.5 16.69+ 0.27 4.93+0.59
21.07 £0.89
1 4.17 £0.80
Hekzan 1.5 13.40 +0.71 4,39+0.67
2 17.41+0.76
L-Askorbik asit 1.5 62.46 0.37
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Echinops pungens drneginin toprak alt1 kistmlarma ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 (1 pg/ml — 1.5 pg/ml - 2 pg/ml) kollajenaz
izerindeki inhibisyon aktiviteleri incelendiginde konsantrasyona bagli olarak arttigi
goriilmiistiir (Tablo 3.10). Orneklerin, kollajenaz iizerindeki inhibisyon aktivitelerinin
biiytikten kiiclige sirasiyla metanol (%27.86 - %47.05), su (%18.39 - %30.03),
kloroform (%13.17 - %?24.42) ve hekzan (%5.99 - %12.09) ekstreleri olarak siralandigi
tespit edilmistir. (Sekil 3.16). Echinops pungens orneginin toprak alt1 kisimlar1 i¢in ICsg
degerinin en diisiikk olmasi nedeniyle en yiiksek oranda inhibe eden ektrenin metanol

ekstresi (ICsp 2.22+0.39 pg/ml) oldugu belirlenmistir (Tablo 3.10).
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Sekil 3.16. Echinops pungens tiiriine ait toprak alt1 kisminin su, metanol, klorofrom ve
hekzan ile elde edilen ekstrelerinin konsantrasyon -% kollajenaz inhibisyon grafigi

Echinops pungens Orneginin toprak iistii kisimlarma ait su, metanol, kloroform ve
hekzan ekstrelerinin farkli konsantrasyonlar1 (1 pg/ml — 1.5 pg/ml - 2 pg/ml) kollajenaz
iizerindeki inhibisyon aktiviteleri incelendiginde konsantrasyona bagh olarak arttigi
goriilmiistiir (Tablo 3.10). Orneklerin, kollajenaz iizerindeki inhibisyon aktivitelerinin
biiylikten kiiclige sirasiyla metanol (%23.96 - %67.98), su (%20.98 - %50.18),
kloroform (%11.28 - %21.07) ve hekzan (%4.17 - %17.41) ekstreleri olarak siralandigi
tespit edilmistir (Sekil 3.17). Echinops pungens drneginin toprak iistii kisimlart i¢in ICsg
degerinin en diisiik olmasi nedeniyle en yiiksek oranda inhibe eden ektrenin metanol

ekstresi (ICsp degeri 1.61+0.14 pg/ml) oldugu belirlenmistir (Tablo 3.10).



51

80 =
3 = Su
S
Bl Mectanol
e mm Kloroform
Aok 2
2 3 o B Hckzan
2 © =
= < >
£ g
< 40+
S
©
s @ I~
2 8 o = -
o o N D i p
3 < 2 s S . =
v 20 N 9 o xS
- 1
=

1.0 1.5 2.0
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.17. Echinops pungens tiirline ait ornegin toprak iistii kisminin su, metanol,
klorofrom ve hekzan ile elde edilen ekstrelerinin konsantrasyon -% kollajenaz
inhibisyon grafigi

3.4. GC-MS Sonuclan

Echinops cinsine ait iki tiirliniin Orneklerinin toprak alti ve toprak {iistii kisimlari
kullanilarak hazirlanan su, metanol, kloroform ve hekzan ile elde edilen ekstrelerin

icerigi GC-MS ile tespit edilmistir (Tablo 3.11- Tablo 3.13).

Tablo 3.11. Echinops borae tiiriine ait Ornegin toprak alt1 kisminin su, metanol,
kloroform ve hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonuglar1

Bilesenler Su Metanol Kloroform  Hekzan
(%) (%) (%) (%)

1  1-(Piperidin-2-ylmethyl)piperidine - 0.02 - -

2 Pyrrolidine N-(3-methyl-3-butenyl)- 0.08 0.14 - -

3 Phenol,3,5-bis(1,1-dimethylethyl)- - 0.08 - -

4  Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS) 3.21 0.90 3.06 1.86

5  Tetradecanoic asid (CAS) 3.75 7.89 8.70 13.93

6  9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 9.68 9.47 8.15 -

7  Methyl stearate - 291 - -

8  9-Octadecenoic acid, 1,2,3-propanetriyl 1.39 77.44 - -
ester, (E,E,E)-

9  Cis-9-Hexadecenal 81.58 0.69 55.59 -

10 MENTHONE-DI1 - 0.29 - -

11  1,6,10-Dodecatrien-3-0l,3,7,11-trimethyl- - - 0.06 -
J(E)-

12 Tricyclo[6.3.0.0(1,5)]undec-2-en-4- - - 0.16 -
one,2,3,5,9-tetramethyl-

13 3-Methyl-2-butenoic acid, tridec-2-ynyl - - 0.40 -
ester

14  9.12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- - - 2.10 -
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15 Octadecanoic acid (CAS) - - 16.50 10.79
16 Tributyl acetylcitrate - - 5.28 -
17 4H-Pyran-4-one,2,3-dihydro-3,5- 0.15 - - -
dihydroxy-6-methyl-
18 Cyclopentanol,2-methyl-(CAS) 0.01 - - -
19 Phenol,2,6-dimethoxy- 0.06 - - -
20 1-Tetradecanol(CAS) 0.03 - - -
21 Methyl tetradecanoate 0.06 - - -
22 (-)-Caryophyllene oxide - - -- 0.54
23  1,2-Benzenediol, o-(6- chlorohexanyl)-o’- - - - 0.67
(3-methylbut-2-enoyl)-
24  .alpha.Gurjunene (CAS) - - - 1.91
25  11-Octadecenoic acid, methyl ester - - - 3.97
26  Octadecenoic acid, methyl ester (CAS) - - - 1.12
27 Oleyl alcohol, hepta fluorobutyrate - - - 44.76
28 2,2°.5°.2’-Terthiophene - - - 20.00
29 d-Nerolidol - 0.17 - -

Echinops borae 6rneginin toprak alt1 kistmlarma ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ile elde edilen bitki ekstrelerinin GC-MS sonuclar1 incelendiginde, suda ve metanol ile
elde edilen ekstreler icin 11 bilesen, kloroform ve hekzan ile elde edilen ekstreler icin
10 bilesen belirlenmistir (Tablo 3.11). Su ile elde edilen ekstreler i¢in ilk ii¢ bilesen cis-
9-hexadecenal (%81.58), 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester (%9.68) ve
Tetradecanoic asid (%3.75) oldugu, metanol ile elde edilen ekstreler icin ilk ii¢ bilesen
9-Octadecenoic acid, 1,2,3-propanetriyl ester, (E.,E,E)- (%77.44), 9-Octadecenoic acid
(Z)-, methyl ester (%9.47) ve Tetradecanoic asid (%7.89) oldugu, kloroformda ¢oziinen
ekstreler icin ilk iic bilesen cis-9-hexadecenal (%55.59), 9-Octadecenoic acid (Z)-,
methyl ester (%8.15) ve Tetradecanoic asid (%8.70) oldugu, hekzanda c¢o6ziinen
ekstreler icin ilk iic bilesen Oleyl alcohol, hepta fluorobutyrate (%44.76), 2,2°.5°.2’-
Terthiophene (%20.00) ve Tetradecanoic asid (%13.93) oldugu belirlenmistir (Sekil
3.18).
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Sekil 3.18. Echinops borae tiiriine ait 6rnegin toprak alti1 kisimlarinin GC-MS standart
kromatogrami A: Su ekstresi, B: Metanol ekstresi, C: Kloroform ekstresi, D: Hekzan
ekstresi
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Tablo 3.12. Echinops borae tiiriine ait 6rnegin toprak iistli kisminin su, metanol,
kloroform ve hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonuglar1

Bilesenler Su Metanol Kloroform  Hekzan
(%) (%) (%) (%)
1  6-(p-Tolyl)-2-methyl-2-heptenol, trans- - 0.21 - 0.51
2 2-Naphthalenemetanol,decahydro- - - - 0.12
,alpha.,alpha.,4a-trimethyl-8-me
3 Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS) 1.46 1.17 3.29 -
4  Tetradecanoic asid (CAS) 4.27 4.90 - 5.95
5  9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester - 6.44 - 10.27
(CAS)
6  9-Octadecenoic acid, 1,2,3-propanetriyl - - 27.88 1.94
ester, (E,E,E)-
7  Cis-9-Hexadecenal 84.06 69.51 62.08 61.60
8  9.12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-methyl - - - 1.51
ester (CAS)
9  Octadecanoic acid (CAS) - - - 9.84
10  Phenol,2,6-dimethoxy- 0.14 0.08 - -
11  Methyl tetradecanoate - 0.14 - -
12  Tetradecanoic asid, methyl ester 2.08 4.27 - 2.75
13 (Z)-14-Tricosenyl formate - - - 5.51
14  4-Methyleneproline - 0.03 -
15  1-Tridecanol (CAS) - 0.10 - -
16  Oleoyl chloride - 9.65 - -
17 Myo-Inositol - 3.21 - -
18 Hexyl(2-heptyn-1-1yl)amine - 0.29 - -
19  6-t-butyl anhydrocoumarin b - - 0.02 -
20 Pentadecanoic acid, mathyl ester - - 0.04 -
21  6-Octadecenoic acid, methyl ester,(Z)- - - 6.69 -
22 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 7.31 - - -
23 Hydroquinone, acetate 0.14 - - -

Echinops borae 6rneginin toprak iistii kisimlarina ait su, metanol, kloroform ve hekzan
ile elde edilen bitki ekstrelerinin GC-MS sonuglar1 incelendiginde, su ile elde edilen
ekstrelerde 7 bilesen, metanol ile elde edilen ekstreler icin 13 bilesen, kloroform ile elde
edilen ekstreler icin 6 bilesen ve hekzan ile elde edilen ekstreler i¢in 10 bilesen
belirlenmistir (Tablo 3.12). Su ile elde edilen ekstreler icin ilk ii¢ bilesen cis-9-
hexadecenal (%84.06), 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester (%7.31) ve
Tetradecanoic asid (%4.27) oldugu, metanolde ¢oziinen ekstreler icin ilk ii¢c bilesen cis-
9-hexadecenal (%69.51), Oleyl chloride (%9.65) ve9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl
ester (%6.44) oldugu, kloroform ile elde edilen ekstreler icin ilk ii¢ bilesen cis-9-
hexadecenal (%62.08), 9-Octadecenoic acid, 1,2,3-propanetriyl ester, (E,E,E)-(%27.88)
ve 6-Octadecenoic acid, methyl ester,(Z)-(%6.69) oldugu, hekzan ile elde edilen
ekstreler icin ilk iic bilesen cis-9-hexadecenal (%61.60), 9-Octadecenoic acid (Z)-,
methyl ester (%10.27) ve Octadecenoic acid (%9.84) oldugu belirlenmistir (Sekil 3.19).



55

A Max Intensty : 31,779,470
Tme Scan® nten Oven Temp) :J
~

30000000-]

25000000

15000000

10000000

<]
4

so 10.0 150 200

B Max Intensity : 31,264,222
Time Scan¥ inten. Oven Temp| :]
o

30000000

25000000

20000000

15000000

10000000

50 10.0 150

C Max Intensity : 24,434,065
25000000 Time Scan# Inten. Oven Temp| _:]
Lzl

22500000
20000000
17500000
15000000 _]
12500000
10000000

7500000 -«

5000000 ﬂ

2500000 %
T . ; ; r r

5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 35.0 40.0 450

D Max Intensity : 29,646,827
20000000-] Time Scan¥ Inle'r: Oven Temp) :I

25000000—:
20000000—:
1 5000000—:
1 0000000—3 @

b4
c 4

T T T T T T
S0 10.0 15.0 200 250 300 350 400 450

5000000

Sekil 3.19. Echinops borae tiiriine ait 6rnegin toprak iistii kisimlarinin GC-MS standart
kromatogrami A: Su ekstresi, B: Metanol ekstresi, C: Kloroform ekstresi, D: Hekzan
ekstresi
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Tablo 3.13. Echinops pungens tiiriine ait Ornegin toprak alti kisminin su, metanol,
kloroform ve hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonuglar1

Bilesenler Su Metanol Kloroform Hekzan
(%) (%) (%) (%)

1  Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS) 1.44 1.17 9.06 9.50

2  Tetradecanoic asid (CAS) 4.68 7.42 4.64 3.75

3 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester - 5.52 - -
(CAS)

4  9-Octadecenoic acid, 1,2,3-propanetriyl  2.51 - - -
ester, (E,E,E)-

5  Cis-9-Hexadecenal - - 58.01 -

6  4H-Pyran-4-one,2,3-dihydro-3,5- - 0.06 - -
dihydroxy-6-methyl-

7  Oleyl alcohol, trifluoroacetate 69.70 75.46 - 63.12

8  Tetradecanoic asid, methyl ester 1.81 0.14 - -

9  Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1,3- 0.83 - - -
propanediyl ester (CAS)

10 d-Nerolidol - - - 0.07

11 Decanal dimethyl acetal - - - 0.08

12 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 5.67 - - -

13 1H-3a-7-Methanoazulene,2,3,4,7,8,8a- - - 0.16 -
hexahydro-3,6,8,8-tetrameth

14 (E)-beta.-Famesene - - 0.03 -

15 Naphthalene, decahydro-4a-methyl-1- - - 0.04 -
methylene-7-(1-methylethenyl)

16 1,6,1Dodecatrien-3-0l,3,7,11-trimethyl- - - 0.05 -
[S-(2)]-

17 Hexadecadienoic acid, methyl ester - - 15.14 -
(CAS)

18 3-Dibenzofuranamine,2-methoxy - - 8.97 -

19  (S)-(+)-Curcuphenol - 1.67 0.73 -

20  Octadecenoic acid, methyl ester 13.24 - 3.17 -

21 Tridecanoic acid, 4,8,12-trimethyl- - - - 0.05
,methyl ester

22 Phenol,4-(1,1,3,3- tetramethylbutyl)- - - - 0.07
(CAS)

23  9-Hexadecanoic acid, methyl ester,(Z)- - - 0.14

24 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl - - - 22.83
ester (CAS)

25 9.12-Octadecadienoic acid (Z,7)- - 5.67 - -

26 Tridecanol (CAS) - 0.17 - -

27 Tridecanoic acid,methyl ester - 2.62 - -

28 Maltol - 0.10 - -

Echinops pungens drneginin toprak alt1 kistmlarma ait su, metanol, kloroform ve hekzan

ile elde edilen bitki ekstrelerinin GC-MS sonuglar1 incelendiginde, su ile elde edilen

ekstrelerde 8 bilesen, metanol ile elde edilen ekstreler icin 11 bilesen, kloroform ile elde

edilen ekstreler icin 11 bilesen ve hekzan ile elde edilen ekstreler icin 9 bilesen

belirlenmistir (Tablo 3.13). Su ile elde edilen ekstreler i¢in ilk ii¢ bilesen Oleyl alcohol,

trifluoroacetate (%69.70), Octadecenoic acid, methyl ester (%13.24) ve 9-Octadecenoic

acid (Z)-, methyl ester (%5.67) oldugu, metanol ile elde edilen ekstreler i¢in ilk ii¢
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bilesen Oleyl alcohol, trifluoroacetate (%75.46), Tetradecanoic asid (%7.43) ve 9.12-
Octadecadienoic acid (Z,Z)- (%5.67) oldugu, kloroform ile elde edilen ekstreler i¢in ilk
tic bilesen cis-9-hexadecenal (%58.01), Hexadecadienoic acid, methyl ester (%15.14) ve
Hexadecanoic acid, methyl ester (%9.06) oldugu, hekzan ile elde edilen ekstreler i¢in
ilk ii¢ bilesen Oleyl alcohol, trifluoroacetate (%63.12), 9,12-Octadecadienoic acid
(Z,2)-, methyl ester (%22.83) ve Hexadecanoic acid, methyl ester (%9.50) oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Echinops pungens tiirtine ait 6rnegin toprak alti kisimlarinin GC-MS
standart kromatogrami A: Su ekstresi, B: Metanol ekstresi, C: Kloroform ekstresi, D:
Hekzan ekstresi
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Tablo 3.14. Echinops pungens tiiriine ait 6rnegin toprak {iistli kisminin su, metanol,
kloroform ve hekzan ekstrelerinin GC-MS analiz sonuglar1

Bilesenler Su Metanol Kloroform Hekzan
(%) (%) (%) (%)

1  Hexadecanoic acid, methyl ester (CAS) 1.06 1.74 1.73 1.55
2  Tetradecanoic asid (CAS) 5.38 30.08 8.52 9.03
3 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 4.39 - - -

(CAS)
4  Octadecenoic acid, methyl ester (CAS) 1.92 3.38 - -
5 11-Octadecenoic acid, methyl ester - - - 8.43
6  9-Octadecenoic acid, 1,2,3-propanetriyl 2.10 - - -

ester, (E,E,E)-
7  Cis-9-Hexadecenal 79.11 25.71 76.26 61.11
8  Oleyl alcohol, trifluoroacetate - 2.85 - -
9  Tetradecanoic asid, methyl ester - - 4.30 3.38
10  9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester - - 9.16 -
11  Octadecenoic acid (CAS) 10.92 4.33 - 16.47
12 9-Hexadecanoic acid, methyl ester,(Z)- - 0.08 - -
13 4(1H)-Quinolinone, 1-methyl- 0.71 4.23 - -
14 (-)-Lavandulol 1.88 - - -
15 9-Octadecen-1-0l,(Z)- 3.45 - - -
16 Cyclopentanol (CAS) - 0.01 - -
17  1,2,3-Propanetriol (CAS) - 0.16 - -
18 Methoxy-4-vinylphenol - 0.12 - -
19  Phenol,2,6- dimethoxy- - 0.27 - -
20 Tridecanal - 0.34 - -
21  Quinic acid - 14.78 - -
22 Hexadecanamide - 1.00 - -

Echinops pungens Orneginin toprak iistii kisimlarma ait su, metanol, kloroform ve
hekzan ile elde edilen bitki ekstrelerinin GC-MS sonuglar1 incelendiginde, su ile elde
edilen ekstrelerde 10 bilesen, metanol ile elde edilen ekstreler icin 15 bilesen, kloroform
ile elde edilen ekstreler i¢in 5 bilesen ve hekzan ile elde edilen ekstreler icin 6 bilesen
belirlenmistir (Tablo 3.14). Su ile elde edilen ekstreler icin ilk ii¢ bilesen cis-9-
hexadecenal (%79.11), Octadecenoic acid (%10.91) ve Tetradecanoic asid (%5.38)
oldugu, metanol ile elde edilen ekstreler icin ilk ii¢ bilesen Tetradecanoic asid (%30.08),
cis-9-hexadecenal (%?25.71) ve Quinic acid (%14.78) oldugu, kloroform ile elde edilen
ekstreler icin ilk {i¢ bilesen cis-hexadecenal (%76.26), 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl
ester (%9.16) ve Tetradecanoic asid (%8.52) oldugu, hekzan ile elde edilen ekstreler
icin ilk iic bilesen cis-9-hexadecenal (%61.11), Octadecenoic acid (%16.47) ve
Tetradecanoic asid (%9.03) oldugu belirlenmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Echinops pungens tiirline ait Ornegin toprak {istii kisimlarin GC-MS
standart kromatogrami A: Su ekstresi, B: Metanol ekstresi, C: Kloroform ekstresi, D:
hekzan ekstresi
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Echinops borae ve Echinops pungens tiirlerine ait ornek ektrelerinin GC-MS sonucuna
gore elde edilen ana bilesiklerin literatiirde etkisi bilinen aktivitelerine ait bilgiler Tablo

3.15’te verilmistir.

Tablo 3.16. GC-MS sonuclarma gore elde edilenler arasinda literatiirde etkisi bilinen

bilesikler

Bilesik Adx Kimyasal Yapisi Aktivite Referans
Phenol,3,5-bis(1,1- Antioksidan Monowar vd., 2019
dimethylethyl)- 0
Hexadecanoic acid, methyl ester Antioksidan, Atasever Arslan
(CAS) Sitotoksik,Anti vd., 2015; Aparna

S kanser, Anti
enflamatuvar
9.12-Octadecadienoic acid Antioksidan Dobhal vd., 2022
Z.2)- WW}}
Octadecanoic acid (CAS) Sitotoksik Shah ve Khan, 2017
"OTW/\/VVWW\/
Phenol,2,6-dimethoxy- Antienzim, Abdulhafiz vd.,
i Antioksidan 2020
o )@
& S =
B 3
@ A
@ ©
Methyl tetradecanoate Anti metanojenik, | Khusro vd., 2022
Antienzim
/OWW
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(-)-Caryophyllene oxide Anti Sain vd., 2014
enflamatuvar,
Antioksidan
11-Octadecenoic acid, methyl Antioksidan Mazumder, 2020
ester
\OW
Cis-9-Hexadecenal Anti Hoda wvd., 2020;
- i enflamatuvar, Alves, 2021;
))/KVW Antioksidan, Ammar vd., 2022
Antifungal,
Anti melanojik,
Anti mikrobiyal
Oleoyl chloride Anti mikrobiyal Evran, 2010
Myo-Inositol Antienzim Candiota vd., 2011
9-Octadecenoic acid (Z2)-, Antioksidan Zahid vd., 2018
methyl ester [
Hydroquinone, acetate Antioksidan, Akasaka vd., 1996;
Anti timor, Gopalakrishna vd.,
Antienzim 1994
Octadecenoic acid, methyl ester Anti Jiménez-Ferrer vd.,
enflamatuvar, 2022

\
°
OI

Anti artritik,
Immiinomodulatér

etki
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Octadecenoic acid (CAS)

Obezite

Zou vd., 2022

4(1H)-Quinolinone, 1-methyl-

Anti bakteriyal

Adams vd., 2004

Methoxy-4-vinylphenol

Anti enflamatuvar

Antienzim

Jeong vd., 2011

Quinic acid

Antienzim

Dong vd., 2022




4. BOLUM
TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1. Tartisma

Bitkilerin halk arasinda geleneksel olarak, hastaliklarin tedavisinde kullanimlari,
bilimsel ¢alisma sonuglariyla da desteklenmeye basladigindan dolayi, bitkilerle tedavi,
gittikce artan bir 6neme sahiptir. Bunun sebebi insanlarin yillardir faydali olduguna
inandiklar1 i¢cin kullandig1 bitkilerin gercekten de faydali olduklarinin, bilimsel olarak ta
tespit edilmesi ve kullanilan sentetik ilaglarin bircok yan etki olusturmasi olarak
tanimlanabilir. T1ibbi bitkiler yeni ilaclarin gelistirilmesine imkan saglayacak (terapotik)
fitokimyasallar bakimindan olduk¢a zengin kaynaklardir (Alara vd., 2021). Bu
kimyasallar icerinde 6nemli bir yer tutan fenolik bilesikler, bes grup altinda incelenir;
fenolik asitler, stilbenler, flavonoidler, tanenler ve lignanlar. Bu bilesikler en bol olarak

baklagiller, sebzeler, 6zellikle {iziim gibi meyvelerde bulunmaktadirlar.

Fenolik bilesikler gibi bitkilerden elde edilen diger fitokimyasallarin ¢ogunun insan
saghg1l iizerindeki olumlu etkileri bulunmaktadir (Azwanida, 2015). Literatiirde
Echinops cinsi iiyelerinin antioksidan ve antienzim aktiviteleri {izerine yapilmis az
sayida caligma bulunmaktadir. Bu tez calismasinin materyalini olusturan Echinops
pungens ve E. borae tiirleri lizerine herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu
caligmada kullanilan iki tiire ait Orneklerin toprak alti ve toprak {istii kisimlari
kullanilarak elde edilen; su, metanol, kloroform ve hekzan ekstrelerindeki bilesiklerin
tayini “Gaz Kromatografi kiitle Spektrofotometri” (GC-MS) cihaziyla gerceklestirilmis
ve bitkilerden elde edilen; ekstrelerde (su, metanol, kloroform ve hekzan) antioksidan

ve antienzim aktivite arastirilmasi yapilmastir.
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4.1.1. Antioksidan Aktivite

Giiniimiizde bitkisel kaynakli besinlerin insan sagiligi ilizerinde olumlu etkileri bu
besinlerin icerdigi fenolik bilesiklerden kaynakli oldugu bilinmektedir. Fenolik
bilesikler, serbest radikalleri ortadan kaldirmada etkili hidroksil gruplarinm varligi
sayesinde antioksidan olarak 6nemli rol oynamaktadir (Villatio vd., 2007). Bitkilerin
radikal giderme aktiviteleri, yapay radikaller kullanilarak cesitli in vitro yontemlerle

Olciilmektedir.

Echinops pungens ve E. borae tiirlerine ait Orneklerin ekstre verimleri
karsilagtirildiginda dort farkli ekstreden (su, metanol, kloroform, hekzan) en yiiksek

elde edilen o6ziit ylizdesine su ekstrelerinde rastlanmastir.

Calismamizda E. borae ve E. pungens tiirlerine ait 6rneklerin toprak alt1 ve toprak iistii
kistmlarinin total fenolik igerigi kiyaslandiginda; c¢oziiciiye gore fenolik madde
miktarinin degistigi goriilmiistiir. En yiliksek fenolik icerik miktar1 her iki tiiriin
orneklerinin toprak iistii kisitmlarinda metanol ekstrelerde ve yine metanol ektresi olmak
tizere, E. pungens Orneginin toprak alti1 kismida (41.78 mgGAE/g) belirlenmistir.
Echinops borae 6rneginin toprak alt1 kisminda ise en yiiksek fenolik igerigin (27.12

mgGAE/g) su ekstresinde oldugu gozlenmistir.

Literatiirde bazi  Echinops tiirlerinin  (E.ritro,  E.tournefortii,  E.persicus,
E.spinosissimus) fenolik icerikleri belirlenmis ve su ve metanol ekstrelerinde yiiksek
fenolik icerigin oldugu rapor edilmistir (Tasdelen vd., 2015; Aydin vd., 2016; Mohseni
vd., 2017; Nourine vd., 2022). Literatiirdeki verilerin ¢ogu ile bizim sonug¢larimiz
arasinda farkl tiirler ¢calisilmis olmasina ragmen fenolik igcerik veriminin su ve metanol

ekstrelerinde yiiksek olmasi agisindan benzerlik bulunmaktadir.

Calismamizda E.borae ve E.pungens tiirlerine ait orneklerin toprak alti, toprak iistii
kisimlarina ait ekstrelerinin DPPH radikali kullanilarak serbest radikal siipiiriicii etkisi
Olciildiigiinde; E.borae i¢in en gii¢lii radikal siipiiriicii aktiviteye toprak alt1 kisimda su
ekstresinin (%78.60+0.74) sahip oldugu, E. borae drneginin toprak iistii kisminda ise en
giiclii radikal siipiiriicii aktiviteye metanol ekstresinin (%80.21+£0.04) sahip oldugu
tespit edilmistir. Echinops pungens orneginin toprak alt1 kisminda ise en giiclii radikal

slipiiriicii aktiviteye yine metanol ekstresinin (%79.07+0.08) rastlanmistir. Son olarak E.
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pungens orneginin toprak iistii kisminda ise en giiclii radikal siipiiriicii aktiviteye sahip
olan su ekstresidir (%77.83+0.08). 1.1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) siipiiriicii
aktivitenin belirlenmesi caligmalarinda elde edilen sonuglara gore ortamda DPPH
radikalinin %50’sini etkisiz hale getiren ekstre miktar1 standart grafikler kullanilarak
belirlenmistir. Bu sonuglara gore E. borae 6rneginin toprak alti kisminda en yiiksek 1Csg
degeri su ekstresinde (2.55 pg/ml), toprak istii kisminda ise en yiiksek 1Csy degeri
metanol ekstresinde (2.00 pg/ml) goriilmiistiir. Echinops pungens drneginin toprak alti
kisminda en yiiksek ICsy degeri metanol ekstresinde (2.58 pg/ml) ve toprak iistii
kisminda ise en yiiksek ICsy degeri su ekstresinde (1.13 pug/ml) goriilmiistiir. Standart

denemesinde kullanilan askorbik asitte ICsy degeri 20.90 pg/ml olarak hesaplanmustir.

Tasdelen vd. (2015), E.ritro Orneklerinin antioksidan aktivitelerini farkli ¢oziicii
ekstrelerinde incelemisler caligmalari sonucunda, DPPH radikali siipiiriicii etkisi
Olciildiigiinde en yiiksek aktiviteye metanol ekstresinin (%87.9) sahip oldugu bunu

strastyla ethanol, su ve kloroform ekstresinin takip ettigini gostermislerdir.

Aydin vd. (2016), E. tournefortii’nin 6rneklerinin su, ethanol, metanol ve kloroform
ekstrelerinde fenolik icerik ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amagl
caligmasinda DPPH radikali siipiiriicii etkisi Ol¢iildiigiinde konsantrasyona gore DPPH
slipiiriicii aktivitenin arttigini, en yiiksek aktiviteye metanol ekstresinin sahip oldugunu

ve bunu sirasiyla ethanol, su ve kloroform ekstresinin takip ettigini raporlamislardir.

Benrahou vd. (2022), E. spinosus ekstrelerinin akut toksisitesi, fenol icerigi,
antioksidan ve anti-diyabetik aktivitesini belirlemeye yoOnelik caligmasinda su ve
metanol ekstresinde DPPH siipiiriicii etkisi ol¢iildiigiinde yiiksek aktiviteye metanol
ekstresinde sahip oldugunu, ICsy degerini 4.78+0.2 pg/ml olarak bulmuslardir. ICsg
(inhibisyon konsantrasyonu) degeri, DPPH cozeltisinin absorbansint %50 diisiiren

konsantrasyon degeridir.

Laos vd. (2022), Senecio nutans Sch. Beep. oOrneklerinin ethanol ekstrelerinde
antioksidan ozellikleri ve antimikrobiyal aktivite calismasinda DPPH siipiiriicii etkisi
Olciildiigiinde aktiviteye sahip oldugunu ve ICsy degerini 8.28+0.07 pg/ml olarak

hesaplandigini bildirmislerdir.
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Sharma vd. (2022), Acmella ciliata Orneklerinden izole edilen aktif sekonder
metabolitlerin degerlendirmesi amacli ¢caligmalarinda bitkinin cicek, yaprak, govde ve
yaprak kisimlarindan elde edilmis metanol ekstrelerinde en yiiksek 1Cso degerini cicek

kisminda 546.25+6.31 pug/ml olarak bulmuslardir.

Baht vd. (2022), Jurinea dolomiaea Boiss (Asteraceae) orneklerine ait kok ve yaprak
ekstrelerinin ehrlichs ascites karsinoma (EAC) hiicre hattina karsi in vivo antikanser
aktivitesi adl1 caligmalarinda su ekstreleri kullanilmistir. Su ektrelerinde en yiiksek ICsg

degeri kok kisminda 133.41 pg/ml olarak bildirmislerdir.

Heidari vd. (2022), Larinus hedenborgi (Curculionidae) ve Echinops cephalotes
(Asteraceae) Orneklerinin diyabetik sicanlarda metabolik etkileri incelemisler ve
metanol ekstrelerinde E. cephalotes’in 1Csy degerinin (84.14 ppm) daha yiiksek

oldugunu raporlamiglardir.

Calismamizda E. borae ve E. pungens tiirlerine ait bitki orneklerine ait ekstrelerin sahip
olduklar1t DPPH radikal siipiiriicii etkileri, total fenolik icerik miktar1 ile uyumludur. En
yiiksek total fenolik icerige sahip metanol ektresi ayn1 zamanda en iyi DPPH radikali
slipiiriicii aktivite de gostermistir. Bitkiler ve standart antioksidan arasinda kiyaslamalar
yapildiginda metanol ve su ekstrelerinin %50 inhibisyon degerinin askorbik asite yakin
oldugu goriilmektedir. Bitki ekstreleri ile yapilan diger calismalarda da fenolik madde
iceriginin artmasi ile serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin de arttigi bildirilmistir
(Benvenuti vd., 2004; Barreto vd., 2009). Sonug olarak E.borae ve E. pungens tiirlerine
ait orneklerin metanol ekstreleri, oksidanlara kars1 6nemli derecede antioksidan sahip

olduklar1 ve dolayisiyla bu tiirlerin dogal antioksidan olabilecekleri belirlenmistir.
4.1.2. Enzim Aktivitesi

Insan derisinin dermis tabakasinda bulunan, hiicreleri birbirlerine destekleyen ve
baglayan, derinin esneklik ve biiylimesinde gorevli yapisal bilesenlere “Ekstraseliiler
matriks” denilmektedir (Bravo vd. 2016). Ekstraseliiler matriksin yapisinda matriks
proteinleri ve proteoglikanlar bulunmaktadir. Elastin ve kollajen bu yapisal matriks
proteinlerindendir. Ekstraseliiler matrikste en c¢ok kollajen proteini bulunmaktadir.
Kollajen, dokularin gelisimi ve derinin gerilim kuvvetinden sorumludur. Diger bir

yapisal protein ise elastintir. Elastin en fazla aortta, akcigerde ve bag dokuda
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bulunmaktadir (Pereira vd., 2013). Metabolik faaliyetler sirasinda elastin ve kollajen
yikimi sonucunda, deri yaslanmasi ve yara iyilesmesinde gecikme gibi olumsuz
durumlar meydana gelmektedir. Bu proteinlerin yikimmdan sorumlu enzimler elastaz ve
kollajenazdir. Normal sartlarda dokularda dengeli calisan bu enzimler, dengenin
enzimlerden kaynakli bozulmasi1 durumunda kontrolsiiz yikimlara ve deri yaslanmasi
yanmda bircok istenmeyen hastalia neden olmaktadir. Deri yaslanmasi, genetik ve
genetik olmayan sebepler olmak iizere iki sekilde gelismektedir. Genetik olarak
gerceklesen icsel yaslanma olup kacimilmaz bir siirectir. Genetik olamayan (Digsal)
yaslanma ise, ¢evresel faktorlere bagh olarak gelismektedir. Diizensiz beslenme, giines
isinlarina fazla maruz kalma, c¢evre kirliligi ve sigara icme serbest radikallerin
gereginden fazla olugsmasini saglayarak enflamatuvar etki ile birlikte dogal yaslanma

siirecini etkilemektedir.

Calismamizda E.borae ve E. pungens tiirlerinin elastaz ve kollajenaz enzimleri

izerindeki inhibitor etkisi in vitro olarak degerlendirilmistir.

Echinops borae orneginin toprak alt1 kistmlarmin kloroform ve hekzan ekstrelerinde
referansa gore, elastaza kars1 diisiik anti elastaz aktivite goziikiirken, metanol
ekstresinde (ICso degeri 1.99+0.18 pg/ml) daha yiiksek anti elastaz aktivite goriilmiistiir.
Elastaza karsi Kloroform ve hekzan ekstelerinde diisilk derecede, metanol ve su
ekstrelerinde ise orta derece inhibisyon olusturmustur. Echinops borae drneginin toprak
iistii kisimlarinda ise referansa gore kloroform ve hekzan ekstrelerinde daha diisiik anti
elastaz aktivite goziikiirken, su ekstresinde (ICsy degeri 2.04+0.49 ng/ml) daha yiiksek
anti elastaz aktivite goriilmiistiir. Echinops borae Orneginin toprak iistii kisminda,
toprak alti kisminda oldugu gibi kloroform ve hekzan ekstelerinde diisiik derecede,
metanol ve su ekstrelerinde ise elastaza karsi orta derecede inhibisyon olusturmustur.
Echinops pungens orneginin hem toprak alt1 hem toprak iistii kisitmlarinda referansa
gore kloroform ve hekzan ekstrelerinde elastaza karsi diisiik anti elastaz aktivite
gozlenirken, metanol ekstrelerinde (ICso degeri 2.15+0.11 pg/ml ve 1.92+0.02 pg/ml)
daha yiiksek anti elastaz aktivite goriilmiistiir. metanol ekstrelerin elastaza kars1 yiiksek

derece inhibisyon olusturulmustur.

Echinops borae 6rneginin kollajenaz aktiviteleri degerlendirilecek olursa toprak alt1 ve

toprak stii kistmlarina ait ekstreler (su, metanol, kloroform, hekzan) referansa gore,
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kollajenaza kars1 diisiik anti kollajenaz aktivite goriilmiistiir. Kollajenaza kars1 metanol
ekstresinde yiiksek derecede inhibisyon olusmustur. Echinops pungens drneginin toprak
alt1 kistmlarinin metanol ekstresinde referansa gore, kollajenaza karsi diisiikk anti
kollajenaz aktivite goOriilmiistiir. Kollajenaza karsi en yiiksek metanol ekstresinde
(%47.05£0.72) inhibisyon olusmustur. Echinops pungens’in toprak iistii kistmlarinda
ise referansa gore metanol ekstresinde (ICso degeri 1.61 ug/ml), kollajenaza karsi
yiiksek anti-kollajenaz aktivite goriilmiis ve kollajenaza karsi en yiiksek kollajenaz

inhibisyon metanol ekstresinde (%67.98 + 0.99) olusmustur.

Vallisuta vd. (2014), Tagetes erecta L.’ nin ¢igek ekstrelerinin sitotoksisitesi, elastaz ve
tirozinaz inhibitor aktiviteleri adli calismalarinda iki farkli ¢oziiciide (ethanol ve etil
asetat) enzim inhibitor aktivitelerini karsilastirilmislar ve metanol ekstrelerinde daha

fazla elastaz inhibisyon aktivitesi oldugunu sonucuna ulagmiglardir.

Acikara vd. (2019), Podospermum canum Orneklerinin kollajenaz, elastaz ve
hiyaliironidaz enzimlerinin inhibitor aktivitelerini incelemisler ve toprak iistii metanol
ile hazirlanan ekstrelerin elastaz ve kollajenaz enzimi {izerinde gii¢lii inhibitor aktivite
gosterdigini, bunu su ile hazirlanan ekstrelerin takip ettigini fakat kloroform ile

hazirlanan ekstrelerde ise herhangi bir aktivite gostermedigini raporlamislardir.

Azwanida vd. (2020), Cosmos caudatus Kunth. tiiriine ait orneklerin yapragindan elde
edilen sulu ektrelerinde antioksidan, anti kollajenaz, anti elastaz ve anti tirozinaz
aktivitelerini belirlemeye yonelik ¢alismasinda ICsy degerinin 758 pg/ml oldugu ve
elastaz inhibisyon yiizdesinin konsantrasyona (125, 250, 500 ve 1000 upg/ml) bagl
olarak artigimi (%7, 9, 19, 37, 63.7) bildirmislerdir.

Deniz vd. (2021), ¢esitli bitki 6zlerinin antioksidan, elastaz, kollajenaz ve tirozinaz
etkilerini inceleyerek kozmesotik profillerinin ¢ikarilmasin1 amaclayan calismalarinda
52 tiire ait metanol ekstrelerini incelemislerdir. En giiclii anti elastaz aktiviteye sahip
olan tiirlerden biri olarak Asteraceae familyasinin iiyesi olan Calendula arvensis
tiirlinlin metanol ekstresinde (666 pg/ml) ICsy degerinin 8.40+1.30 pg/ml oldugunu
raporlamislardir. Literatiirde Echinops cinsine ait elastaz ve kollajenaz aktiviteleri ile
ilgili herhangi bir calisma bulunamamistir. Fakat calismamizda kullanilan tiirler ile
akraba olan diger tiirler kiyaslandiginda; benzer sekilde, en gii¢lii anti elastaz ve anti-

kollajenaz aktiviteye metanol ekstrelerinde rastlanmustir.
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4.1.4 GC- MS analizi

Calismamizda E. borae ve E. pungens tiirlerine ait orneklerin toprak alt1 ve toprak iistii
kisimlarindan elde edilen su, metanol, kloroform ve hekzan ekstrelerinin GC-MS analizi
ile kimyasal iceriklerinin ilk kez belirlenmistir. Echinops borae ve Echinops pungens ait
orneklerin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarinin su, metanol, kloroform ve hekzan ile
elde edilen ekstreleri beraber degerlendirildiginde major bilesikler ve bu bilesiklerin

aktiviteleri ait bilgiler Tablo 3.15’te verilmistir.

Echinops borae tiiriine ait 6rneklerin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarindan ve E.
pungens tiirline ait orneklerin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstrelerde, ana
bilesenin cis-9- hexadecenal oldugu goriilmiistiir. Echinops pungens tiiriine ait
orneklerin toprak alt1 kisimlarindan elde edilen ekstrelerde ise ana bilesen Oleyl alcohol,

trifluoroacetate olarak tespit edilmistir.

Echinops borae tiiriine ait 6rneklerin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarindan ve E.
pungens tiirline ait orneklerin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ekstrelerde, ana
bilesenin cis-9- hexadecenal tespit edilmistir. Echinops pungens tiiriine ait orneklerin
toprak alt1 kisimlarindan elde edilen ekstrelerde ise ana bilesen Oleyl alcohol,
trifluoroacetate olarak tespit edilmistir. GC/MS analiz sonuglarina gore iki tiir arasinda
olusan ana bilesen farki, Echinops pungens tiiriiniin karasal iklimde yer almasinda ve

stres ortamina dayanikli olmasindan kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

Yiiriitiilen Calismada, literatiir ¢aligmalar1 ile kiyaslandiginda igerisinde bulunan

fitokimyasal bilesen oranlarinin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmiistiir.
4.2. Sonuc ve Oneriler

Echinops borae ve Echinops pungens tiirlerine ait 6érneklerin su, metanol, kloroform ve
hekzan ekstrelerinin antioksidan, antienzim aktiviteleri ve fitokimyasal igerigi

ulasabildigimiz literatiir kayitlarina gore ilk kez bu calismayla belirlenmistir.

Echinops pungens ve E. borae tiirlerine ait Orneklerin ekstre verimleri
degerlendirildiginde; en yiiksek elde edilen 6ziit yiizdesine su ve metanol ekstrelerinde

belirlenmistir.
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Calismizda E.borae ve E. pungens tiirlerinin antioksidan aktiviteleri belirlemek ic¢in
DPPH yontemi kullanilmigtir. Ayrica ekstrelerin  total fenolik miktarlar1 da
belirlenmistir. Echinops borae ve E.pungens tiirlerinde DPPH radikal siipiiriicii etkisi en

fazla metanol ekstrelerinde oldugu; bunu su ekstrelerinin takip ettigi tespit edilmistir.

Echinops borae ve E. pungens tiirlerine ait orneklerin ekstrelerinin sahip olduklari
DPPH radikal siipiiriicii etkileri, total fenolik icerik miktar1 ile uyumlu oldugu

goriilmiistiir.

Metanol ve su ekstrelerinin %50 inhibisyon degerinin pozitif kontrol olarak

kullandigimiz askorbik asitten daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Echinops borae’de en yiiksek anti elastaz enzim aktivitesi metanol ekstrelerinde
belirlenirken, E.pungens’te ise en yiiksek aktivitesi su ekstrelerinde goriilmiistiir.
Echinops borae ve E. punges Orneklerinin hem toprak alt1 hem de toprak iistii

ekstrelerinde en yiiksek anti kollajenaz aktiviteye metanol ekstrelerinde goriilmiistiir.

Calistigimiz tiirlerin antioksidan ve antienzim aktivitelerinin standarda gore yiiksek,
diizeyde olmasi sebebiyle; kanser, romatizma, obezite ve enfeksiyon gibi 6nemli
hastaliklar {izerinde olumlu etkileri olabilecegi ve fitoterapotik ajan olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizin GC-MS sonuclar1 literatiir ile karsilastirildiginda 6ziit iceriklerinde
bulunan molekiillerden antioksidan ve antienzim aktivitesine sahip olanlarin yaninda;
anti-fungal, immiino modiilator etki, anti bakteriyal, anti melanojik, anti mikrobiyal ve
anti artritik etkileri bulunan molekiillerin de yer aldig1 goriilmiistiir. Bu sebeple E. borae
ve E. pungens tiirleri sadece antioksidan ve antienzim etkili molekiil kaynagi olarak
degil; ayn1 zamanda anti fungal, immiino modiilator etki, anti bakteriyal, anti
mikrobiyal ve anti-artritik etkili molekiil kaynagi olarak da degerlendirilebilecegi

Onerilmektedir.

Echinops cinsine ait diger tiirlerin de calismamiza konu olan tiirlere benzer potansiyele

sahip olabilecegi ve detayli incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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Yiiksek oranda antioksidan ve antienzim aktivitelerinden dolay: bu aktivitelerin etkeni
olan molekiillerin etkilerinin daha net agiklanabilmesi icin in vivo olarak ileri diizeyde

caligmalarla desteklenmesine gerek duyulmaktadir.
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