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Bu ¢aligmada Tirkiye i¢cin endemik bir tiir olan Nepeta congesta var. congesta’nin (Lamiaceae)
antioksidan ozellikleri ve enzim inhibitor etkisi degerlendirilmistir. Bitkisel materyallerin antioksidan
kapasitesinin belirlenmesinde sadece bir metot ile ¢alisilmasi yeterli olmadig1 i¢in birden fazla sayida
metot kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada; total antioksidan kapasite (fosfomolibdat), DPPH (2,2 -difenil-1-
pikrilhidrazil) metodu, ABTS metodu, demir ve bakir indirgeme giicii metotlar1 (FRAP, CUPRAC) ve
metal selatlama testleri uygulanmistir. Ayrica bu metotlara ilave olarak Oziitlerin toplam fenolik ve
flavonoid igerikleri de g¢ahisilmistir. Bu ¢alismada, Nepeta congesta var. congesta’nin (Lamiaceae)
metanolik ekstraktinin enzim inhibitor ozellikleri de arastirilmistir. Bu amagla, bu ekstraktin anti-
kolinesteraz, anti-tirozinaz, anti-amilaz ve anti-glukozidaz etkisi incelenmistir. ~ Ekstraktin
asetilkolinesteraz ve butrilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri sirasiyla 2.69 ve 2.99 mgGALAE / g olarak
bulunmustur. Ekstraktin antitrozinaz etkisi 30.29 mgKAE / g olarak bulunmustur. Metanolik ekstraktin a-
amilaz ve a-glukozidaz inhibitér aktiviteleri sirasiyla 0.36 ve 0.67 mmolACAE / g 6ziit olarak
belirlenmigtir. Sonuglara gdre Nepeta congesta var. congesta, antioksidanlarin ve dogal enzim
inhibitdrlerinin degerli bir kaynagi olarak diistiniilebilir. Tiim bunlar dikkate alindiginda bu ¢aligma bu tiir
iizerine yapilacak diger caligmalara 151k tutacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Enzim Inhibisyonu, Lamiaceae, Nepeta congesta



ABSTRACT

MS THESIS

EVALUATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES AND ENZYM INHIBITORY
EFFECT OF NEPETA CONGESTA VAR CONGESTA (LAMIACEAE), A
SPECIES ENDEMIC TO TURKEY
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Advisor: Prof. Dr. Gokalp Ozmen GULER
2018, 84 Pages

Jury
Prof. Dr. Gokalp Ozmen GULER
Prof. Dr. Abdurrahman AKTUMSEK
Dog. Dr. Mustafa YONTEM

In this study, antioxidant properties and enzym inhibitory effect of Nepeta congesta var.
congesta (Lamiaceae), a species endemic to Turkey were evaluated. In determining the antioxidant
capacity of plant materials, it is not sufficient to study only one method, so more than one method is used.
In this study; total antioxidant capacity (fosfomolibdat), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method,
ABTS method, iron and copper reduction potency methods (FRAP, CUPRAC) and metal chelating were
applied. In addition to these methods, the total phenolic and flavonoid contents of the extracts were also
studied. In this study, enzyme inhibitory properties of methanolic extract from Nepeta congesta var.
congesta (Lamiaceae) were also investigated. For this purpose, anti-cholinesterases, anti-tyrosinase, anti-
amylase and anti-glucosidase effect of this extracts were studied. Acetylcholinesterase and
butrylcholinesterase inhibitory activities of the extracts were found to be 2.69 and 2.99 mgGALAE/g
extract, respectively. Anti-tyrosinase effect of the extract was 30.29 mgKAE/g extract. a-amylase and a-
glucosidase inhibitory activities of the metanolic extract were determined as 0.36 and 0.67 mmolACAE/g
extract, respectively. Nepeta congesta var. congesta can be considered as a valuable source of
antioxidants and natural enzyme inhibitors according to the results. When all this is taken into account,
this work will shed light on other work on this species.

Keywords: Antioxidant, Enzyme inhibition, Lamiaceae, Nepeta congesta
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1. GIRIS

Insan viicudunda, aerobik reaksiyonlar sirasinda bir takim etmenlerin tesviki ile
veya patolojik olgularda bir yan iiriin olarak aktif oksijen formlar1 olugmaktadir. Olusan
bu yapilar; protein, lipit, karbohidrat ve DNA’da yapisal bozulmalara yol agarlar.
Ornegin, hidroksil radikali, DNA ile etkilesime girerek piirin, pirimidin bazlarmnmn
hasar1 ile deoksiriboz iskelette zararlar meydana getirir. Radikallerin asir1 iiretilmesi
oksidatif stres olarak tanimlanir ve oksidatif stres; kanser, kardiovaskiiler hastaliklar,
gibi bircok dejeneratif ve kronik hastaliga ve yaslanmaya sebep olur (Halliwell ve
Gutteridge, 1995).

Serbest radikallerin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 6nlemek igin,
biyolojik sistemlerde gesitli antioksidan savunma sistemleri gelistirilmistir (Yildirim,
2003). Antioksidan maddeler, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya olusan
serbest radikalleri tutarak, oksidasyonun neden oldugu hasarlar1 hiicresel bazda
onlemektedir ve bunun sonucunda da hastaliklarin olusumunu engellemektedir (Baublis
ve ark., 2000; Sivritepe, 2000). Antioksidanlarin olusturdugu bu sistemi katalaz,
stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler meydana getirmektedir.
Normal kosullarda bu enzimler ve serbest radikal {liretimi arasindaki denge saglikli bir
yasamin slrdiiriilmesi agisindan ¢ok biiylik Oneme sahiptir. Ancak dis faktorlerin
ornegin; UV 1smlara maruz kalma, Kirlilik ve sigara gibi cevresel faktorler ile radikal
tiretimi bu savunma sisteminin kapasitesini asarsa bu durumda dietle antioksidanlarin
alim1 biiylik 6nem kazanir (Valko ve ark., 2007).

Antioksidanlar; serbest radikal gidericisi, peroksit pargalayicisi, Sinerjist ve
enzimlerin inhibitéru olarak fonksiyon gosterirler. Antioksidanlar, serbest radikallerin
sebep oldugu zararl etkileri, lipoproteinlerin ve diisiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL)
oksidasyonunu engelleyerek saglik iizerinde pozitif etki ederler. Bu nedenlerden dolay1
giinlimiizde dogal antioksidan kaynagi olan sebze, meyve, baharat ve bitkisel caylara
olan ilgi artmistir (Tzia ve Liadakis, 2003; Aras, 2006; Kafkas ve ark., 2006; Koca,
2007).

Bitillenmis hidroksi anisol (BHA), bitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve propil
gallat gibi sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilecegini ortaya koyan
arastirmalar vardir. Bu arastirmalar sonucunda bazi iilkelerde sentetik antioksidanlarin
kullanimlarina ciddi smirlamalar ve yasaklar getirilmistir (Kosar ve ark., 2002; Oztirk

ve ark. 2002; Koksal, 2007; Yagc1 ve ark., 2008).



Enzimler genellikle protein yapisinda olan, kimyasal tepkimelerde katalizor
gorevi yapan molekiillerdir. Enzimler katalizor maddeler olmalar1 nedeniyle hiicre
icerisinde meydana gelen tepkimelerin hizin1 ve 6zgilliigiinii kendileri degisiklige
ugramadan diizenlerler (Voet ve Voet, 2000).

Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH’da, viicut sicakliginda ve minimum enerji
ile gerceklesir. Enzimler, hiicrelerde gergeklestirdikleri reaksiyonlarda yan iriin
olusturmazlar ve bu reaksiyonlar sonucu %2100 verim elde edilir. Laboratuar
kosullarinda yiiksek sicaklik ve fazla enerji ile ger¢eklesen bircok tepkime, enzimlerin
yardimiyla daha diisiik sicaklikta ve enerji ile gerceklestirilebilir. Enzimler ylksek
sicakliklarda protein yapilarinda bozulma olusmasi nedeniyle etkilerini kaybederler
(Voet ve Voet, 2000; Lehninger, 2005).

Enzimler ve enzim inhibitorleri; tipta, gida endiistrisinde, pestisitlerde, kozmetik
sanayinde ve tarim sanayinde kullanilmaktadir (Friedman, 1996).

Lamiaceae familyasi, ilk kez 1789 yilinda De Jusssieu tarafindan ‘Labiatae’
adiyla isimlendirilmistir. 1836 yilinda ise Lindley tarafindan ‘Lamiaceae’ olarak
adlandirlmistir (Greuter, 1988; Hedge, 1992). Lamiaceae familyasi, diinyanin belli
baghi biiyiilk ve en eski familyalarindan biridir. Lamiaceae ile ilgili fosil kayitlari
olmamasina ragmen kokeninin Oligosen’e dayandigi séylenmektedir (Chadefaud ve
Emberger, 1960; Hedge, 1986).

Lamiaceae familyasinin, Boissier’in “Flora Orientalis” adli eserinde 66 cins,
yaklagik 1100 kadar tiiri bulunmaktadir. Bu say1 tahminen Diinya’ daki Lamiaceae
tiirlerinin 1/3° 1 kadardir (Hedge, 1986). Arastirmacilara gore Lamiaceae familyasi;
ortalama 200-250 cins ve 3200-4000 arasi tiirden olugmaktadir (Heywood, 1978;
Hedge, 1992). Thorne ise 250 cins, 7000 tiirii bulundugunu belirtmistir (Thorne, 1992).

Lamiaceae familyasi tiyeleri Akdeniz Bolgesinde yaygin olan, ugucu yag iceren,
bir veya ¢ok yillik, otsu veya ¢alimsi bitkilerdir. Familya icin basi sekiz hiicreli pul
seklindeki salgi tiiyleri karakteristiktir. Lamiaceae familyasi; tipta, eczacilikta ve
parfiimeride kullanilan bir¢ok ucgucu yagi icermesi nedeniyle onemli familyalardandir
(Baytop, 1996).

Nepeta, Lamiaceae familyasinin en fazla takson igeren cinslerinden biridir ve
Diinya’da yaklasik 250- 300 taksonla temsil edilmektedir. Uzun 6miirlii bir bitki ¢esidi
olan Nepeta cinsi bitkiler; genellikle Asya, Avrupa, Kuzey Amerika, Kuzey Afrika ve
Akdeniz bolgelerinde yayilis gostermektedirler (Dinesh ve ark., 2010).



Nepeta congesta Fisch. et Mey. var. congesta Fisch. et Mey. bitkisinde ¢icekler
beyaz, leylak renginde ya da mordur (Hedge ve Lamond, 1982).

Bu tez ¢aligmasinin amaci; lilkemizde yayilis gosteren ve endemik bir tiir olan
Nepeta congesta var. congesta’nin antioksidan ozelliklerinin ve enzim inhibitor
etkisinin degerlendirilmesidir. Yapilan literatiir taramasina gore, bu tlrlin antioksidan
kapasitesi ve inhibitor etkisi ilgili yapilmig bir ¢alismaya rastlanilmamasi bu tezin
Onemini bir kat daha artirmistir. Bu tez ¢alismasi giinimuzde basta gida, tip ve eczacilik
alaninda olmak (zere dogal yeni hammadde kaynaklarinin tespitinin biiylik dnem
tagimasi nedeniyle, Nepeta congesta var. congesta’nin dogal antioksidanlarin bir
kaynag1 olarak kullanilip kullanilamayacagi ve enzim inhibitoér etkisi hakkinda fikir

verecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Serbest Radikaller

Atom veya molekillerdeki elektronlar; ¢ekirdegin etrafinda orbital adi verilen
boélgelerde bulunur ve bu bdlgelerde hareket ederler. Dis orbitallerinde ortaklanmamis
tek sayida elektronu olan atom ya da molekiiler yapilara serbest radikaller ad1 verilir.
Ortaklanmamis elektron, molekiiliin formiiliinde nokta seklindeki bir simge ile ()
gosterilir. Serbest radikaller; kisa dmiirlii, kararsiz, diisiik molekiil agirligina sahiptirler
(Halliwel, 1984; Abdollahi ve ark., 2004). Serbest radikaller iyonlarin veya uyarilmis
molekiillerinin ayrilmalar1 sonucunda olusan, dis yoriingelerindeki elektron sayilarimi
diger molekiillerle birleserek eslestirirler ve bodylece kararli bilesiklere donilismeye
calisirlar. Bu nedenden dolayr kimyasal olarak ¢ok aktiftirler ve ortamdaki diger
biyomolekiillerle elektron alig-verisine girerek onlarin biyolojik yapilarimi bozarlar
(Fantel, 1996; Temple, 2000).

Serbest radikaller dogada ¢ift halde bulunan elektronlar: birbirinden ayirir ve
boylece etki ettigi atom ya da molekiiliin serbest radikal olmasina aracilik eder. Serbest
radikaller yasamin devamu i¢in elzemdir. Enerji tretimi, elektron transferi gibi pek ¢cok
diger metabolik islevde gorev alirlar. Solunum zincirinde son elektron alicisi olan
oksijenin tam indirgenememesi radikallerin esas kaynagini olusturur (Miller ve ark.,
1990). Zincir reaksiyonunun kontrolsiiz davranig gostermesi sonucunda hiicrelerde
hasar meydana gelir. Ayrica arastirmacilar 1950'lerde serbest radikallerin yaslanma ve
kronik hastaliklara serbest radikallerin neden oldugunu tespit etmislerdir (Commoner ve
ark., 1954; Harman, 1956).

2.2. Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Canli organizmalarda serbest radikallerin en biiyiik kaynagi reaktif oksijen
tarleridir (Commoner ve ark., 1954; Harman, 1956). Metabolizmadaki etkilesimler
neticesinde oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri olusabilmektedir.

Lipidler, proteinler ve nikleik asitler ile tepkimeye girerek bu maddelerin
fonksiyonlarmin bozulmasina ya da yok olmalarina sebep olabilirler. Bu etkileri
sebebiyle bu molekillere reaktif oksijen tirleri (Reactive Oxygen Species, ROS)
denilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri ve diger tiirevlerinin reaktiviteleri ¢ok yiiksektir
(Halliwell, 1996).
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Sekil 1. Serbest oksijen radikalleri ve olusumlari (Singh ve ark., 2007)

Metabolik reaksiyonlarin normal seyrinde oksijen molekili toplam dort tane
elektron kabul edebilmektedir. Oksijene bir elektron eklenmesi ile stperoksit radikali,
iki elektron eklenmesiyle hidrojen peroksit, U¢ tane elektron eklenmesiyle hidroksil
radikali olusur ve su olusmasi igin ise dort elektron eklenmesi gerekir (Wickens, 2001)
(Sekil 1).

Bitkilerde ve hayvanlarda yogun olarak olusan serbest radikaller; reaktif oksijen
tirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak siiflandirilirlar. Metabolizmada
stperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalinden bagka reaktif oksijen

tiirleri ile reaktif azot tiirleri de vardir (Glimiistas ve Atukeren, 2008) (Tablo 1).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) Reaktif azot tiirleri (RNS)
Stperoksit radikali 02" Nitrik oksit radikali NO*
Hidrojen peroksit H:0: Azot dioksit radikali NOOr
Hidroksil radikali OH Peroksinitrit radikali ONOO*
Hipokloréz asit HOCI Nitréz asit HNO:
Singlet oksijen 03! Nitrozil katvonu NO™
Organik radikaller RO" R R-§ Nitroksi anvonu NO-
Peroksil radikali RCOO’ Peroksinitrit ONOO-
Ozon O3 Diazot tetraoksit N204

Tablo 1. Bazi1 6nemli reaktif oksijen ve azot tiirleri (Giimiistas ve Atukeren, 2008)



2.2.1. Superoksit radikali (O,")

Oksijen molekilune bir elektron eklenmesiyle siiperoksit radikali olusur (Miller
ve ark., 1990). Superoksit, serbest radikal olmasina ragmen yiiksek derecede reaktif
degildir. Uretimi ¢ogunlukla hiicrenin mitokondri igerisinde gerceklesir. Memeli
hlcresinde mitokondriyal elektron transfer sisteminde (ETS) ATP’nin ana kaynagi
olarak rol oynar ve bu nedenle de hayatin devamu igin elzemdir. Molekuiler oksijenin
suya indirgenmesi ve enerji doniisiimii sirasinda az miktarda elektron kagaklar
oksijenin stuiperoksit serbest radikaline doniisiimiine neden olur. Bu yiizden g¢esitli
hastaliklarin patofizyolojisinde gorulur (Valko ve ark., 2004; Kovacic ve ark., 2005).
2.2.2. Hidrojen peroksit (H,O,)

Hidrojen peroksit (H20,), O,’ye bir elektron ilavesiyle veya oksijenin iki
elektron alarak indirgenmesi ile olusur. Hidrojen peroksit, biyolojik membranlara nifuz
edebilmesinden dolay1, bir serbest radikal olmamasina ragmen yine de ¢ok onemlidir.
(Sundaresan ve ark., 1995; Rhee, 1999). Hidrojen peroksit, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve peroksiredoksinler olarak adlandirilan antioksidan enzim sistemleri
tarafindan ortadan kaldirilir (Chae ve ark., 1999; Mates ve ark., 1999).

2.2.3. Hidroksil radikali (OH)

Oksijenin ¢ elektron alarak indirgenmesi ile hidroksil radikali olugsmaktadir.
Hidroksil radikali, biyomolekuller ile daha gigcli reaksiyona girer. Bundan dolay1
biyolojik sistemler tlizerine diger ROS’lardan daha fazla zararli etkisi vardir. Hidrojen
peroksit, Fe*?, Cu* ve Mn*? veya diger gecis elementleri (Zn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda
indirgenerek hidroksil radikaline donistiiriiliir. Bu reaksiyona “fenton reaksiyonu” denir
(Halliwell, 1996; Lloyd ve ark., 1997; Betteridge, 2000).

2.2.4. Singlet oksijen (O,)

Singlet (tekli) oksijen; oksijenin elektronlarindan birisinin enerji alarak spininin
zit yoniine hareket etmesiyle veya bir orbitalden bagka bir orbitale yer degistirmesi ile
olusur. Singlet oksijen serbest radikal degildir ¢iinkii eslenmemis elektron icermez.
Ancak gliglii bir oksidan etkinligi vardir. Hem serbest radikal metabolizmasi sonucu
meydana gelir hem de serbest radikal reaksiyonlarini baglatabilir. Asir1 doymamis yag
asitlerini de i¢eren pek ¢cok molekiilii cok hizli bir sekilde okside edebilir (Akkus, 1995;
Stahl ve Sies, 2002).



2.2.5. Nitrik oksit radikali

Nitrik oksit (NO), inorganik bir serbest radikaldir. NO, metabolizma icerisinde
birgok goreve sahiptir. Nitrik oksit radikalinin kan basinci ve immiin sistem iizerine
onemli etkileri vardir. NO’nun, siiperoksit radikali ile tepkimesi sonucu peroksinitrit
olusur. Bu madde, nitrik okside gdre daha az stabil etki gosterirken ondan daha az
toksiktir. NO, bazi durumlarda antioksidan gibi davranir ve lipit peroksidasyonunu
oOnler. Superoksitlerle reaksiyona girerek prooksidan gibi davranir (Lala ve Chakraborty,
2001).
2.3. Serbest Radikal Olusumu ve Kaynaklar:

Serbest radikaller, yiiksek enerji transferi gerektiren tepkimeler sonucunda
olusturulurlar. Bu tepkimeler;

1. Molekdle tek bir elektron eklenmesiyle: (X+e'— X")

2. Molekiilden bir elektron kaybi veya molekiiliin kovalent bagindaki iki elektronun

ayni atomda kalacak sekilde heterolitik boliinmesiyle:

(X—X"+e) veya (X' Y—X:"+Y")

3. Molekulln kovalent baginin homolitik boliinmesiyle: (X'Y—X+Y") (Akkus 1995).
Serbest radikallerin olusma kaynaklari, endojen ve eksojen kaynaklar olmak

uzere ikiye ayrilir (Tablo 2). Endojen (i¢) kaynaklar; elektron transport sistemi, bazi

enzimatik reaksiyonlar, oksidasyon reaksiyonlar1 gibi metabolik proseslerken, UV

isinlar1, radyasyon, ilag yan etkileri, sigara, yanlis beslenme, kanserojen maddeler en

onemli dis kaynaklardir (Aksoy, 2002).

Endojen (i¢) Kaynaklar Eksojen (dis) Kaynaklar
Mitokondriyal transport zinciri Diyet faktorleri
Redoks reaksiyonlari Toksinler (sigara dumant)
Fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki oksidatif Ksenobiyotikler, Pestisitler

reaksiyonlar

Otooksidasyon reaksiyonlari Ilaglar (glutatyon tiiketen ilaclar,
antikanser ilaglar)

Aragidonik asit metabolizmasi Zararli 1gmlar( UV, x-ray)

Enzimler (ksantin oksidaz, NADPH oksidaz vb.) Organik solventler

Tablo 2. Serbest radikal ve reaktiflerin kaynaklar1 (Atkins ve Carey, 1999)



2.4. Serbest Radikallerin Organizma Uzerine Etkileri
2.4.1. Serbest radikallerin fizyolojik rolleri

Canli organizmalarda, serbest radikallerin bulunmasi hayatin devami igin
onemlidir. ROS bagisiklik sisteminde antijenlerin yok edilmesine aracilik eder ve
fagositozda cok oOnemlidir. ROS; hicresel haberci olarak veya redoks uUzerinden
hicresel sinyallerin iletimini saglarlar. Ayrica hiicrenin biyogenez sirecinde de aktif rol
alirlar (Hamptom ve ark., 1998). Kas kasilmasinda reaktif oksijen tiirlerinin énemli
etkileri vardir. ROS yapimimin engellenmesi kas liflerinde kontraktil gucte kayiplara,
artirtlmasi ise kontraktil giicte artiglara sebep olur (Andrade ve ark., 1998; Coombes ve
ark., 2001; Reid, 2001). Ayrica toksinlerin giderilmesi ve glikojenin depolanmasinda
enzim aktivasyonununda 6nemli goérev alirlar (Van Breusegem ve Dat, 2006).

Bitkilerde ise serbest radikaller; kloroplasttaki fotosentez tepkimelerinde,
peroksizom ve plastitlerde, mitokondrideki krebs ¢cemberinde NADPH oksidaz, htcre
duvar1 peroksidazlari ve amino oksidazlar gibi enzimlerin etkisiyle meydana gelirler
(Jenkins, 1988).

2.4.2. Serbest radikallerinin patolojik rolleri

Saglikli hicrelerde, reaktif oksijen tiirlerinin artig1 apoptozise (programlanmis
hlcre 6lim0), hiicresel islevlerde hasara ve inflamasyon olusumuna neden olabilir. Tim
bu zararli etkileri sebebiyle reaktif oksijen tirleri; ateroskleroz, alzheimer, parkinson
gibi dejeneratif hastaliklarin ve romatolojik hastaliklarin olugsmasina aracilik etmektedir
(Golden ve ark., 2002).

Doku ve hiicrelerdeki olusturduklari hasarlar su sekilde siralanabilir:

1. Niikleotid yapidaki enzimlerin inaktivasyonu ve yikimi
2. DNA tahribi

3. Lipid peroksidasyonu

4. Proteinlerin oksidatif hasara ugramasi

5. Protein ve lipidlerle kovalent baglanma

6. Zar proteinlerinin hasar1 sonucu zar yapilarinin ve fonksiyonlarinin olumsuz
etkilenmesi
7. Hicre disindaki kollagen doku komponentlerinin, savunma enzimlerinin ve

transmitterlerin yikimi

8. Kollojen ve elastin gibi proteinlerin reaksiyonlarinin bozularak damarlarda yapisal

degisikliklerin olugumu



9. Transport sistemlerinin hasar1
10. Yashlik pigmentlerinin birikimi (Stocks ve Dormandy, 1971; Stocks ve ark., 1972;
Gutteridge ve Halliwell, 1990; Collier ve ark., 1992)

2.5. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) hem zararli hem
de yararli etkiler gosterirler. Diisiik veya orta seviyelerdeki ROS ve RNS derisimi
hiicresel yanitlar ve immiin fonksiyonlarin gergeklesmesi ve hiicreler arasi iletisimde rol
alirlar. Bu molekiillerin asir1 miktarda olugmasi ile oksidadif stres meydana gelir.
Oksidatif stres; erken yaslanma, hiicre fonksiyonlarinin ve biyokimyasal molekiillerin
yapilarinin bozulmasi ile beraber bir¢cok hastaligin olusmasina sebep olur (Halliwell,
1997)

Oksidan molekiil artis1 viicutta belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidanlar
tarafindan engellenmektedir. Oksidatif stres; oksidan ve antioksidan dengenin,
antioksidan aleyhine bozulmasi olarak da tanimlanabilir. Giinlimiizdeki hastaliklarin
cogunun oksidatif stresle baglantili oldugu kabul edilir. Reaktif oksijen tirleri; bobrek
fonksiyonlarinin bozulmasina, sinirsel hastaliklara, diyabete, gorme bozukluklarina ve
akciger, kalp gibi hayati 6neme sahip organlarda hasarlara sebep olur (Kozluca, 1993;
Cos ve ark., 2000; Desmarchelier ve ark., 2000; Katalinic ve ark., 2006).

Serbest radikallerin olumsuz etkileri yalnizca insan sagligi ve metabolizmasi
uzerinde gozlenmemektedir (Simone, 1992). Bu yiizden tipta, biyolojide, toksikolojide
ve gida endiistrisinde, serbest radikallerin etkileri iizerinde yogun bir ilgi mevcuttur.
Gida endiistrisinde iiretim siiregleri sirasinda karsilasilan en onemli sorunlardan biri,
lipid peroksidasyonunun serbest radikal reaksiyonlaridir. Gida ireticileri
antioksidanlarla lipid igeren gidalarin oksidasyonunu en aza indirmeyi amaglarlar.
Bunun yani sira hekimler organizmadaki reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusan hasari
onledikleri igin antioksidanlara son derece ilgi duymaktadirlar (Aruoma, 1996; Pezzuto,
1997).

2.6. Antioksidanlar
Canli organizmalar serbest radikallerin organizmada olusturduklar1 zararh
etkilerinden korunmak icgin antioksidan korunma sistemine sahiptirler. Canli hiicrelerde

bulunan karbohidrat, protein, lipit ve nikleik asitler gibi okside olabilecek maddelerin
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oksidasyonunu onleyebilen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar denir. Bu
olaya da antioksidan savunma sistemi ad1 verilir (Cavdar ve ark., 1997; Tunalier ve ark.,
2002). Antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerini azaltmalar1 veya ortadan
kaldirmalar1 nedeniyle dejeneratif hastaliklar1 ve erken yaslanma siirecini baglatan
zincirleme reaksiyonlar1 engelleyen olduk¢a onemli molekiillerdir. Antioksidanlar,
organizma tarafindan sentezlenen ya da disaridan aliman maddeler olup, oksidan
molekiillerin olusmasin1 ve hiicreye zarar vermesini engellerler. Antioksidanlar bu
etkilerini serbest radikallere kolayca elektron hedefi olusturarak gosterirler. Radikaller
almak istedikleri elektronu antioksidanlardan elde ederlerse hiicre igerisinde baska bir
yapiya zarar vermezler (Cavdar ve ark., 1997).

Insanlar hayatlar siiresince hastaliklardan korunmak ve yasamin beraberinde
getirdigi stres ve benzeri zorluklar1 agmak i¢in takviye destek almalidir. Bu tiir
koruyucu maddeler icerisinde antioksidanlarin 6nemli bir yeri vardir. Genellikle
polifenolik yapida olan antioksidanlar neredeyse tiim bitki, sebze, meyve,
mikroorganizma, mantar ve hayvansal dokularda bulunurlar. En 6nemli antioksidanlar;
tokoferoller, flavonoidler, C vitamini ve karotenoidlerdir (Hudson, 1990; Shahidi,
1996).

2.6.1. Antioksidan savunma mekanizmalari

Antioksidanlar etkilerini, radikal olusumunu smirlandirma, ortaya ¢ikan
radikalleri yok etme, tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlari engelleme, hasarli
molekiillerin tamiri ve temizlenmesi gibi farkli mekanizmalarla etkilerini gosterirler
(Akkus, 1995).

Oksidanlarin hiicrede olusturduklar1 zararlar1 antioksidanlar 4 farkli mekanizma
ile dnlerler:

1. Toplayier (Scavenging) etkisi: Antioksidanlar, oksidanlar1 tutarak onlari
etkisizlestirip daha zay1f yeni molekiillere gevirirler.

2. Sondurme (Quencher) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive olmasini
saglar. Likopen, B-karoten gibi antioksidanlar tekli oksijeni baskilayarak sondirme
etkisi gosterirler.

3. Onarma (Repair) etkisi: Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 yok ederler.
DNA hasarinin tamiri bu sekildedir.

4. Zincir reaksiyonlarbnni kirma (Chain Breaking) etkisi: Serbest radikalleri

baglayarak zincir reaksiyonlarin islevini engellerler. Zincir koparan antioksidanlar
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arasinda aromatik aminler, fenoller, vitaminler ve en ¢ok da a- tokoferoller yer alirlar.
(Memisogullari, 2005; Kelestemur ve Ozdemir, 2011).

Antioksidanlar diisiik konsantrasyonda bile serbest radikalleri etkisiz hale
getirmekte oldukcga etkilidirler (Halliwell ve Gutteridge, 1995; Huang ve ark., 2005)
(Sekil 2). Antioksidan sistemlerin etkisi; enzim yapiminin miktar1 ve besinsel olarak
alimma baglidir. Bu sebeple antioksidan etkinlik; saglikli beslenme, egzersiz ve

yaslanma siirecinden etkilenir (Dekkers ve ark., 1996, Fang, 2002).

Serbest radikal Gretimi 0.
P-450 ER \
Inflamasyon oksidaz _______ ( —————— Elektron transport zinciri
Radyasyon
Toksinler Sitozolik enzimler
Kimyasallar NADPH
oksidaz @7 Oksidaz

o

Reaktif oksijen tiirleri Fe*2 Fenton pgs3
SOD

Reaktif oksijen tiirleri
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Vitamin E, B- Kalulleli/ m H.0
karoten GSSG perokmdazstH

H:0 Glutatyon
/J \\ reduktaz

\
- / \ (g @*" SOD. glutatyon peroksidaz

Membran lipdleri
peroksidasyonu

2 SOD
@9 Glutatyon JJ B Katalaz
\ peroksidaz e
% Vitamin C
DNA’Tin Proteinlerin Serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi
par:;alnnmam pdn;a\anmasa

Serbest radikallerin yaptig1 hiicre hasari

Sekil 2. Radikallerin meydana getirdigi zarar ve etkisiz hale getirilmesi (Kumar ve ark., 2005)

2.7. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidan maddeler, katalitik aktivitelerine, kaynaklarina, lokalizasyonlarina
ve savunma mekanizmalarina gore siiflandirilmaktadirlar. Canli organizmada enzimler
katalitik aktivitelerine gore, enzim yapisinda olan ve enzim yapisinda olmayan

(vitaminler vb.) antioksidanlar olarak siniflandirilirlar (Sivrikaya, 2007).

Katalitik Aktivitelerine Gore

-Enzimatik olmayan
-Enzimatik olan
Kaynaklarina Gore
- Dogal

- Sentetik



Lokalizasyonlarina Gore

-Suda ¢oziinenler (C Vitamini, Glutatyon, Sistein, Urik asit, Glukoz)

-Yagda ¢oziinenler (B-karoten, E Vitamini, Flavonoidler, Bilirubin)

Savunma Mekanizmalarima Gore
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-Birincil
-Ikincil
Eksojen Antioksidanlar Endojen Antioksidanlar
-Trolox-c -Enzimler;
- Folik asit Superoksitdismutaz (SOD)
- Anestezikler Katalaz(CAT)
- Mannitol Gulutatyon peroksidaz (GSH-Px)
- Barbituratlar Glutatyon-S-Transferazlar (GST) Mitokondriyal

- Demir selatorlen
-BHT{Butillerimis Hidroksi Toluen)
- BHA (butillerumiz hidroksi anizol)
- TBHQ (tersiver biitilhidrokinon)
-Propil gallat (PG)

sitokrom oksidaz sistemi Hidroperoksidaz.
-Enzim olmayanlar;

E witamini (tokoferol)
vitamin C (askorbik asit)
vitammin A (retinol)
MMelatonin
Seruloplazimin
Transfemn

Mivoglobin

Hemoglobin

Femitin

Bilimibin

Glutatyon

Sistem

Metiyonin

Urat

Laktofemn

Alburmin

Polifencller

Tablo 3. Endojen ve eksojen antioksidanlar (Gilgin, 2002)

2.7.1. Endojen dogal antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olarak farkli 2 grupta incelenirler (Pham-Huy ve ark., 2008) (Tablo 3).
2.7.1.1. Enzim olan antioksidanlar

Enzimatik  antioksidanlar; enzimatik ~ savunma  hattin1  olusturan
antioksidanlardir. Bu antioksidanlar; stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediktaz, glutatyon transferaz, katalaz (CAT) ve sitokrom
oksidazlardir. Bunlar ayni zamanda birincil antioksidanlardir (Sen ve Chakraborty,

2011).
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2.7.1.1.1. Suiperoksit dismutaz (SOD)

SOD (EC.1.15.1.1), diger enzimatik antioksidanlardan farkli olarak stperoksit
radikallerinden korunmada temel mekanizma olup oksidatif strese karsi savunmanin
birinci basamaginda bulunur. Bu enzim hicre iginde stperoksit anyonunu belirli bir
seviyenin altinda tutar ve bu anyonun, hidrojen peroksit ve molekdler oksijene ¢evrildigi

tepkimeyi katalizler (Habtemariam, 2007).
SOD

20, + 2H" 5 H0:+0

Stiperoksit dismutazlarin; yapilarinda bulunan metallere, aminoasit diziliglerine,
sahip olduklari alt iinitelere, kofaktdrlere ve diger faktorlere gore cesitli izoformlari
vardir. Insanlarda ii¢ izoenzimi (izozim) bulunur. Bakir-ginko iceren SOD sitozolde
(bitkilerde kloroplastta), ekstraseliiler SOD (ekstraselliiler dokuda) ve mangan iceren
SOD mitokondride gorev yapar. Ayrica bitkilerde demir iceren SOD kloroplast
stromasinda gorev yapar. Hemen hemen butin aerobik organizmalarda bulunan SOD
enzimi; oksijen kullanimi fazla olan dokularda daha aktifken, oksijen kullanimi az olan
dokularda daha az aktiviteye sahiptir (McCord, 2000; Powers ve Lennon, 2000; Landis
ve Tower, 2005).
2.7.1.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (EC.1.11.1.6) hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene doniismesi
reaksiyonunu katalizler:

2H,0, — 2H,0 + O,

Katalaz, hicre iginde buytk 6lglide peroksizomlar iginde ve daha az olarak da
mitokondri, endoplazmik retikulum ve sitozolde bulunur. (Akkus, 1995; McCord,
2000). Katalaz o6zellikle karaciger, bobrek ve eritrosit hicreleri tarafindan sentezlenir
(Goyal ve Basak, 2010).

Katalaz, dort protein alt birimden meydana gelen ve bu alt birimlerde bir hem
grubu ve bir NADPH molekull iceren bir hemotetramerik 6zellikte kompleks bir
enzimdir. Katalaz, hlcreyi kendi solunumsal patlamasina karsi korur ve hidrojen
peroksidi (H,0,) oksijen ve suya parcalayarak hidroksil radikali (OHe) olusumunu
engellerler (Altinisik, 2008).
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2.7.1.1.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), transferaz ve rediktaz

Hicrelerin sitoplazmasinda bulunan glutatyon peroksidaz (GSH-Px), oksidatif
hasara karst hiicreleri korur. Glutatyon peroksidazin temel olarak iki formu
bulunmaktadir. Bunlardan biri selenyum bagimli (GPx, EC.1.11.1.19) iken digeri
selenyum bagimsizdir (Glutatyon-S tranferaz, GST, EC.2.5.1.18). Bu iki enzim sahip
olduklar1 alt iinitelere, aktif bolgelerine, selenyum olup olmadigi ve Kkatalitik
aktivitelerine gore farklilik gosterirler (Mates ve ark., 1999). Hidrojen peroksitin ve
organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda gorev alirlar. Glutatyon peroksidaz, dort
protein alt biriminden olusan ve her bir alt biriminde bir selenyum atomu igeren bir
enzimdir. Elektron kaynagi olarak indirgenmis glutatyona ihtiya¢ duyar. Glutatyon bu
reaksiyonlar sonrasinda okside olur ve glutatyon disiilfit olusur.

Peroksitten su olusumunu saglayan reaksiyonu katalize eder:

H,0; + 2GSH — 2H,0 + GSSG

H,0,” in disiik konsantrasyonlarinda katalaz, yiiksek konsantrasyonlarinda
glutatyon peroksidaz daha aktiftir.

Glutatyon rediiktaz; glutatyon peroksidaz katalizasyonu sonucu meydana gelen
okside glutatyonun rejenere edilmesi reaksiyonunu katalizleyen bir flavoproteindir.
Serbest radikal hasarini1 6nlemek i¢in gerekli bir enzimdir (McCord, 2000; Ozkan ve
ark., 2007).

NADPH + GSSG + H" — NADP" + 2GSH

Glutatyon transferaz, glutatyonun tiyol gruplan ile alkilasyon ajanlarinin
reaksiyonunu katalizleyerek arasidonik ve linoleik asit hidroperoksitleri basta olmak
tizere lipid peroksitlerin detoksifikasyonunda goérev alir (Cervello ve ark., 1992;
McCord, 2000).
2.7.1.1.4. Sitokrom oksidaz

Mitokondride elektron tasima zincirinin son basamaginda bulunur. Stperoksit
anyonunun suya doniistiiriildiigii reaksiyonu katalizler ve siiperoksidi detoksifiye eder:

40;" + 4e” + 4H"— 2H,0

Bu reaksiyon metabolik sartlarda devamli meydana gelen normal bir tepkimedir.
Bunun sonucunda yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve yiksek miktarlarda
ATP dretilir. Fakat genellikle stperoksit olusumu mitokondriyal sitokrom oksidaz
enziminin aktivitesini asar ve boyle durumlarda antioksidan etkili diger enzimler

stiperoksitin hasar verici etkisini 6nlerler (Altinisik, 2008).
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2.7.1.1.5. Ksantin oksidaz

Ksantin  oksidaz (XO) enzimi superoksit radikalinin en  6nemli
kaynaklarindandir. Butin cekirdekli hlcreler icerisinde bulunan
metaloflavoproteinlerden biridir. Plrin nikleotidinin metabolizmasi1 sirasinda hiz
kisitlayict enzim olarak hipoksantinin ve ksantinin {irik asite gevrildigi reaksiyonu
katalizler (Krenitsky ve ark., 1986).
2.7.1.2. Enzim olmayan antioksidanlar

Enzim yapisinda olmayan dogal antioksidanlar, hemen hemen tim bitki ve
hayvan dokularinda bulunurlar. Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar;
vitaminlerden; E vitamini (tokoferol), A vitamini (retinol), C vitamini (askorbik asit),
flavonoidler, tioller (glutatyon), melatonin, ubikinon, ve drik asittir. Bilirubin, ferritin,
demir, albumin, c¢inko, bakir, seruloplazmin, selenyum, manganez de indirek
antioksidan 6zellik gostermektedirler (Mc Call ve Frei, 1999).
2.7.1.2.1. E vitamini (Tokoferol)

Tokoferol yagda c¢oziinen en giiclii antioksidandir. Bitkilerin tiim kisimlarinda
bulunan tokoferoller sadece bitkiler tarafindan sentezlenir. Tokoferoller, sekiz
stereoizomeri olan asimetrik bilesiklerdir. Bu asimetrik formlar a, B, y, o tokoferol ve
o, B, y, & tokotrienol olarak adlandirilirlar. Insanlarda en aktif formu o-tokoferoldir ve
a-tokoferol hiicre membranin1 serbest radikallerin hasarlarindan korur, peroksitlerin
olusumunu engeller. Tokoferoller, hucrelerde bol miktarda bulunur ve serbest
radikallerin yok edilmesi, peroksidasyon zincirinin kirilmasi, bozulan yapilarin
onarilmasi ve endojen savunma sistemlerinin giiclendirilmesi gibi mekanizmalarin
tamamini kullanir. Bu sayede de lipid peroksidasyonunun durdurulmasinda gorev alir.
Tokoferoller peroksidasyon zincirini kirma islevini ¢oklu doymamis yag asitlerinden
lipid hidroperoksitlerin olusumunu 6nleyerek yaparlar. HDL, VLDL ve LDL yapisinda
bulunurlar ve LDL oksidasyonunu Onlerler (Evans, 2000; Aydin ve ark., 2001;
Muntenau ve ark., 2004).

Tokoferoller; kolon, prostat ve gogiis kanserlerinde, bazi1 kardiyovaskiiler
hastaliklarda, iskemi, katarakt, artrit ve norolojik bozukluklarda koruyucu etki gosterir
(Aydn ve ark., 2001).
2.7.1.2.2. C vitamini (Askorbik asit)

Askorbik asit, ekstraseliiler sivilarin en 6nemli antioksidanidir. Suda ¢6ziiniir.
Sivilarda hidroksit, siiperoksit, yag asidi peroksi radikalleri ve alkoksi radikallerini

notralize ederler. Tokoferol ve glutatyonun rejenerasyonunu saglarlar (Carr ve Frei,
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1999). Bir¢ok canlida C vitamini; glukozdan ve diger basit dnciilerden sentezlenebilir.
Mikroorganizmalarda yoktur, insan ve diger omurgalilar igin ise esansiyeldir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2004). Sulu fazlarda enzimatik olan ve non-enzimatik reaksiyonlarin
birgogunda elektron verebilmeleri sebebiyle temel ROS temizleyicisi olarak islev gorir.
Askorbat halinde; bitki yaprak ve kloroplastlarin 6zellikle stromalarinda rediikte formda
yogun olarak bulunurlar (Lamb ve Dixon, 1997).

2.7.1.2.3. Retinoid ve Karotenoidler

Retinoitler, lipidlerin ve 0zellikle de hiicre membranmnin yapisinda bulunan
Oonemli antioksidanlardandir. Retinoid ve karotenoidlerin; flavin ve porfirinlerin
istenmeyen etkilerini engelleme, tekli oksijeni baskilama ve H,0, radikallerinin
olusumunu 6nleme gibi islevleri vardir (Fang, 2002).
2.7.1.2.4. Glutatyon (GSH)

Hem i¢ hem de dis antioksidanlardan olan glutatyon, glutatyon peroksidazin
katalize ettigi reaksiyonla serbest radikallere karsi hlcreyi korur. Direkt antioksidan
etkileri de bulunmaktadir. Tokoferollerin ve askorbik asidin antioksidan verimini
yukseltirler (Fang, 2002).

Glutatyon; bitki hticrelerinde sitosol, ER, mitokondri ve vakuollerinde basta
olmak tiizere tiim hiicrelerinde yaygin olarak bulunurlar (Lamb ve Dixon, 1997).
Glutatyon; karacigerde sentezlenen bir tripeptitdir. Hemoglobinin oksitlenmesiyle
olusan methemoglobine doniistimline engel olur. Glutatyon; eritrosit, 16kosit ve g6z
lensini oksidatif strese kars1 korur (Dawn ve ark., 1996).
2.7.1.2.5. Melatonin (MLT)

Bilinen antioksidanlarin en giigliisii olarak varsayilan melatonin, hidroksil
radikalini ortadan kaldirir. Melatonin lipofiliktir, bundan dolay1 hiicrenin bir¢ok
organeline ve hiicre c¢ekirdegine rahatlikla ulagabilir, bdylece bir¢ok organda
antioksidan aktivite gosterir. Yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarda melatonin
tiretiminin azalmasinin 6nemli rolii vardir (Dawn ve ark., 1996).

2.7.2. Sentetik antioksidanlar

Makromolekiiller igerisinde doymamis yag asitlerini igeren lipitler, serbest
radikallere karsi en hassas olan molekiil grubudur (Siems ve ark., 1995). Lipid
peroksidasyonun son drlnid malondialdehittir (MDA). MDA memeli hicrelerinde

mutajenik ve karsinojenik etki gostermektedir (Cadenas, 1997).
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Antioksidan maddeler asir1 doymamis yag asitlerinin  oksidasyonunu
engelledikleri i¢in yagh gidalarin raf Omriiniin uzatilmasinda kullanilmaktadir. Bu
etkilerinden dolay1 gidalarin islenmesi sirasinda kullanilan birgok sentetik antioksidan
tiretilmistir. Gidalarda dogal olarak bulunabildikleri gibi gida endistrisinde urunlerin
kalitesini artirmak ve besinsel degerini korumak icin sonradan da eklenebilirler. Yapay
antioksidanlar; besinlerin bozulmasini geciktirici 6zellige sahip kimyasal maddelerdir.
Ozellikle yaglarda, havadaki oksijenin sebep oldugu oksidasyonu yavaslatmak igin
kullanilirlar. Boylece yaglarin; tadini, kokusunu, rengini, kalitesini artirir ve raf dmriinii
uzatirlar. Ortamda diisik konsantrasyonlarda bulunmalari halinde bile etkindirler

(Keskin ve Erkmen, 1987).

Giliniimiizde gida ve ilag sanayisinde antioksidan maddelerin kullanimi oldukc¢a
yaygindir ve tiikettigimiz {rlinlerin ¢ogunda sentetik antioksidan maddeler
bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri butillendirilmis hidroksi toluen (BHT),
bitillendirilmis hidroksi anisol (BHA), propil gallat (PG) ve tersiyer bdtilhidrokinon
(TBHQ)’dur (Hudson, 1990; Fki ve ark., 2005) (Sekil 3).

OH
OH

OCH;

Bufillenmig hidroksianisol Biifillenmig udroksitoluen

7 OH
HO OH
C(CHa)s
Propil gallat OH

TBHQ (tersiyerbatilhidrokinon)

Sekil 3. Sentetik antioksidanlar
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Sentetik antioksidanlar besinlerin daha uzun siire saklanmasini saglar ancak
yapilan bircok calisma kullanimlarini  siipheli hale getirmektedir. Ornegin, bu
antioksidanlarin karsinojenik ve mutajenik olmak iizere saglik tizerine olumsuz etkileri
rapor edilmistir (Ito ve ark., 1986). Bu maddeler, canli organizmalarda kanserojen
etkiler goOstermelerinin yaninda karacigerde blylmeye ve mikrozomal enzim
aktivitelerinde artisa sebep olabilmektedir (Ebrahimabadi ve ark., 2010).

Sentetik antioksidanlarin gesitli yan etkilere sebep olduklarinin anlasilmasinin
ardindan kullanimi bir¢ok tilkede kisitlanmistir (Gililgin ve ark., 2005). Bu nedenle
sentetik antioksidanlarin yerine daha giivenli dogal antioksidanlarin kullanimi ve
kaynaklarinin belirlenmesi son zamanlarin en ilgi ¢ekici konulari arasindadir (Vichi ve
ark., 2001). Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda meyve-sebze tiiketiminin artmasiyla
bircok kronik hastalik riskinin azaldigi gosterilmistir. Hastaliklar1 6nlemek tedavi
etmekten ¢ok daha onemli oldugu icin, gidalardaki ve bitkilerdeki antioksidanlar
oldukca oOnemlidir. Insan sagligi iizerindeki olumlu rolleri nedeniyle bitkilerdeki
antioksidan bilesenler ve fitokimyasallar bilim adamlari, gida iireticileri ve tiiketiciler
acisindan 6nemli bir yere sahiptir (Moure ve ark., 2001).

Dogal antioksidanlarin en Onemli grubunu bitkisel fenolik bilesikler
olusturmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucu fenolik bilesikler agisindan zengin
bitkilerin serbest radikallerin zararli etkilerinin ortadan kaldirilmasinda oldukga etkili

oldugunu belirtmistir (Vichi ve ark., 2001).

2.8. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkisel besinlerin lezzetine genellikle buruk bir tat birakarak
etki eden ve rengini degistiren 6nemli bir madde grubudur. Meyve ve sebzelerde
genellikle ¢ok az miktarlarda bulunurlar. Fenolik bilesikler yapisal olarak aromatik
halkalarinda bir veya birden fazla hidroksil (-OH) grubu bulunduran maddelerdir
(Shahidi ve Naczk, 1995). Bu bakimdan en basit fenolik madde bir tane hidroksil grubu
bulunduran fenoldir (Sekil 4) ve diger fenolik bilesikler fenolden tlremistir. Birden
fazla hidroksil grubu iceren fenolik maddelere polifenoller adi verilir (Cemeroglu ve
Acar, 1986; Evrenesoglu, 2002).
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Sekil 4. Fenol halkasi

Fenolik maddeler insanlar icin esansiyel olmayan bilesikler olmalari ile birlikte
insan sagligr iizerine ¢ok sayida olumlu etkileri bilinmektedir. Yapilan bir¢ok
aragtirmada flavonoidlerin antiinflamatuvar, antiallerjik, antimikrobial, hepatoprotektif,
antiviral, antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellikleri bulunmustur. Fenollik maddeler
genellikle saf halde kristal yapili ve renksizdir. Hava ve i1siktan etkilendiginde kirmizi
renklidirler. Fenoller; dezenfektan, katalizor, ¢ozlicu, bitki koruyucu olarak ve biyolojik
orneklerden DNA’y1 saflagtirmak i¢in kullanilir. Fenolik bilesikler, keskin kokuda etkili
maddelerdir. Fenoller 41 °C’de erir ve nem ¢ekici 6zelliklerinden dolay1 kismen sivi
halde bulunurlar. Basit fenoller suda kolayca ¢oziiniirken, alkil fenoller guc ¢ozunurler
(Calik, 2004).

Polifenoller; fonksiyonel bilesikler olup, indirgeme araci, tekli oksijen
sondurdcl, hidrojen atom-donérii antioksidanlar ayrica bazilart metal iyonlarini
selatlama 0Ozelliklerine sahip antioksidanlardir. Polifenollerin iki 6zelligi antioksidan
olarak tanimlanmalarmi saglar. Bu 0Ozelliklerden ilki, diisik konsantrasyonda bile
oksidasyonu yavaslatabilme, geciktirme, veya engelleme yetenegine sahip olmalari,
ikinci 0zellik ise serbest radikale doniistiigiinde stabil formda kalabilmeleridir (Miller
ve Paganga, 1996; Scalbert ve ark., 2005).

Giliniimiizde yaklasik 5000 civari fenolik bilesik tanimlanmis olup bunlardan
2000’den fazlas1 dogal flavonoidlerdir. Genellikle bitkinin yaprak, cicek, meyve gibi
canli dokularda glikozit halde, odunsu dokularda aglikon seklinde, ¢ekirdekte ise hem
glikozit hem de aglikon seklinde bulunurlar (Shahidi ve Naczk, 1995).

Fenolik bilesikler; bitkiler aleminde hemen hemen her meyve ve sebzede bir
miktar bulunurlar. Meyvelerde ise sebzelerden daha ¢ok bulunurlar. Bitkilerin biyume,
iireme ve patojenlere karst korunmasinda olduke¢a etkilidirler. Fenolik bilesikler
gidalarin besinsel degeri ve duyusal kaliteleri iizerinde etkilidir. Gidalarda, disiik
konsantrasyonda bulunduklart zaman bile gidalar1 oksidatif bozulmalara kars1 korurlar,
yuksek konsantrasyonda ise ¢okelti olusturarak iiriinlerin rengini bozarlar (Shahidi,
2004).
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Agir metal tuzlar ile reaksiyona girerek, 6zellikle ortam pH=4’0n Uzerinde
oldugunda; mavi-griden, mavi-siyaha kadar degisen tonda renk verirler ve metalik
tatlara sebep olurlar. Enzimatik esmerlesme olaylarinda da oldukga etkilidirler (Eksi,
1988; Schobinger, 1988).

Bitkilerde, fotosentezle olusan karbonun yaklasik %?2'si fenolik bilesiklere
dontiigiir. Bu donilisiimiin aromatik amino asit metabolizmasi sirasinda gerceklestigi
bilinmektedir (Van Buren, 1970). Bu yuzden fenolik maddeler sekonder bitki metaboliti
sayilmaktadir (Markham, 1982; Spanos ve Wrolstad, 1992).

Meyveler, icerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyal
oOzellikleri ile insan saglig1 iizerindeki olumlu etkileri sebebiyle multifonksiyonel gidalar
olarak degerlendirilirler (Pehluvan ve Gileryiiz, 2004).

Ayrica fenolik bilesiklere, beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkisi sebebiyle
"biyoflavonoid" adi da verilmistir. Baz1 arastirmacilar ise "P faktord" (permeabilite
faktor() veya "P vitamini" olarak adlandirmiglardir (Saldamli, 2007; Cemeroglu, 2004).

Gida bileseni olarak fenolikler; enzimleri inhibe etmeleri sebebiyle ve farkli
gidalarda kalite kontrol kriteri olduklari igin Onemlidir (Anonim, 2006; Saldamli, 2007).

Fenolikler; meyve sebzelerdeki enzimatik esmerlesme olayina substrat olarak
katilmalarindan (Bruchmann, 1976; Eskin ve ark., 1976), metal iyonlar1 ile tepkimeye
girerek renk degismesine yol agmalarindan (Herrmann, 1976), gidalardaki buruk tat
algilamasinin kaynagi olmalarindan (Lea, 1984), polimerizasyon veya proteinlerle
tepkimeye girerek tortu olusturmalarindan (Van Buren ve ark., 1976, Oh ve Hoff, 1987)
dolayi kalite agisindan olduk¢a 6nemlidirler.

Bitkilerde bulunan fenolik maddeler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak tzere
iki gruba ayrilirlar. Fenolik asitler, hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler
olmak (zere iki kisimda incelenirler. Flavonoidler ise antosiyanin, flavonol, flavanon,
proantosiyanidinler ve katesinler (I60ykoantosiyanidinler) olarak bes alt grupta

incelenirler (Cemeroglu ve Acar, 1986).

2.8.1. Fenolik bilesiklerin simiflandirilmasi
2.8.1.1. Fenolik asitler

Fenolik asitler; 6zellikle son yillarda koroner kalp hastaliklar1 ve kanser gibi
hastaliklara karst koruyucu etkilerinin tespit edilmesiyle yaygin olarak kullanilan
oldukga 6nemli bilesiklerdir. Fenolik asitler; hidroksi benzoik ve hidroksisinamik asitler

olarak iki grupta toplanirlar. C¢-C; fenilmetan yapida olan, hidroksibenzoik asitler,
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bitkilerde genellikle eser miktarlarda bulunur. Hidroksibenzoik asitlerin en yaygin
bulunanlar1 gallik asit, salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, vanilik asit ve siringik
asitlerdir. Cg-C3 fenilpropan yapisinda olan hidroksisinamik asitler, fenilpropan
halkasina baglanan hisroksil grubunun lokalizasyonu ve yapisina gore farklilik gosterir.
Flavonoidlerin 6nclsi olan hidroksisinamik asitlerin en ¢ok bulunanlari; ferulik asit,
kafeik asit, p-kumarik asit, o-kumarik asit ve sinapik asitlerdir. Hidroksisinamik asitler;
erik, elma, armut ve Gzim gibi meyveler ve bitkilerde cok bulunurlar. Bitkilerdeki
biiyiik bir kism1 sekerler ve organik asitlerle esterlesmis olarak bulunurlar (Cemeroglu,
2004).
2.8.1.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeleti, difenilpropan (Ce-C3-Cs) yapisindadir. Bu yapi
iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusur ve 15 karbon atomu igerir.
Flavonoidlerin yapisindaki hidroksil gruplari, reaktif ozelliklerinden dolay1 kolayca
glikozitlenir. Flavonoidler; gidalarda en yogun bulunan polifenollerdir ve gliniimizde
6500 civar1 farkli flavonoid tiirii bulunmaktadir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999;
Saldamli, 2007).
Flavonoidler yapisal olarak bes gruba ayrilirlar;
1. Antosiyaninler
2. Flavanonlar
3. Flavonlar ve flavonollar
4. Proantosiyanidinler

5. Katesinler ve I6ykoantosiyanidinler

2.8.1.2.1. Antosiyaninler

Sekerlerle glikozit yapmis olarak bulunan antosiyaninler, dogada serbest halde
bulunmazlar. Antosiyaninler, meyve ve sebzelere pembe, kirmizi ve mavi tonlardaki
cesitli renkleri veren suda eriyebilen pigmentlerdir (Cemeroglu, 2004). Aglikonlar
antosiyanidinlerdir. Antosiyaninler, baglanan seker ve baglanma lokalizasyonlarina gore
isimlendirilirler. Antosiyaninler kendi iglerinde pelargonidin (turuncu), paenodin (agik
kirmizi), siyanidin (kirmizi), delfinidin (koyu mavi), petunidin (mavi-mor), ve malvidin
(mor) olarak farkli renkteki formlarda bulunurlar (Shahidi ve Naczk, 1995; Tirk, 2009).

Antosiyaninler; antosiyanidin yapida aglikon, genelde ramnoz, ksiloz, galaktoz

ve arabinoz yapida seker, fenolik ve organik asitlerden olusur. Buna ilaveten kafeik ve
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ferrulik asit gibi asitlerle acil yapabilirler. Acillenmemis antosiyaninler, agillenmis
olanlara gore daha az stabildir (Cemeroglu, 2004; Kurilich ve ark., 2005).
2.8.1.2.2. Flavonlar ve Flavonollar

Flavonoidlerin en yaygin olarak bulunan sinifi flavonollardir. Orta halkada 3.
karbon atomuna flavonlarda hidrojen, flavonollarda ise hidroksil grubu bagl haldedir.
Antosiyanidinler gibi bunlar da sekerlerle glikozitler halinde bulunurlar (Saldamli,
2007). En onemli flavonollar; kuersetin, glikozitlenmis kuersetin (rutin), kamferol,
mirisetin, izoramnetindir. Bitkilerin temel fenolik bileseni olan kuersetin; elma, sogan,
cay ve lahanada bol miktarda bulunmaktadir (Rice-Evans ve ark., 1996; Heim ve ark.,
2002).
2.8.1.2.3. Flavanonlar

Flavonlardan farkli olarak flavononlarda orta halkalarinda ¢ift bag bulunmaz.
Turunggillerde yaygin bulunan bu glikozitler bitkilerdeki acimsi buruk tattan
sorumludurlar (Cemeroglu, 2004). En onemli flavononlar naringin, hesperidin ve
naringenindir. Hesperidin portakal ve limonda, naringin ise greyfurtta bol bulunur.
Dihidrokalkon yapisinda bulunan floretin ve floridzin; elma ve armutta oldukca fazla
bulunur (Saldamli, 2007).
2.8.1.2.4. Katesin ve LOykoantosiyanidinler

Uclincii karbon atomunda bir hidroksil kokii igeren katesinlerin kimyasal
yapilari, ‘flavon-3-ol” diir. Katesinler gidalarda yaygin olarak bulunan serbest haldeki,
renksiz flavonoidlerdir. Kimyasal ve enzimatik olarak havadaki oksijenle kolayca
reaksiyona girerek proantosiyanidinleri meydana getirirler (Saldamli, 2007).
2.8.1.2.5. Proantosiyanidinler

Katesin ya da ldykoantosiyanidinden olusan polimerik yapilara proantosiyanidin
denir.  Proantosiyanidinler, sadece epikatesin/katesin  bilesimiyle olusuyorsa
prosiyanidin, katesin/gallokatesin bilesimiyle olusuyorsa prodelfinidin denir. Bitkisel
gidalarda ¢ok  bulunan  proantosiyanidinler;  (-)-epikatesin  ve  (+)-katesin
kondensasyonlarindan olusan dimerlerdir (Shahidi ve Naczk, 1995; Saldamli, 2007).

2.8.2. Bitkilerde bulunan diger polifenolik bilesikler
2.8.2.1. izoflavonlar

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlar yaygin olarak soya fasulyesi ve soya
urtnleri igerisinde bulunur ve fitoGstrojenik etkiye sahiptirler. Fitodstrojenik

izoflavonlar; glisitein, daidzein ve genisteindir. Vucltidumuzda genistein, beta dstrojen
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reseptoriiyle (ERp) etkilesime girer ve dstrojenin giicunun Ucte biri kadar etki gosterir.
Genistein; ovaryum, meme, prostat, endometrium, vaskiler ve kemik dokularinda
Ostrojen benzeri etki olusturur (Wilson ve Temple, 2001; Cornwell ve ark., 2004).
Izoflavonlar Gesitli kurubaklagillerde de bulunur ancak ana kaynagi soya fasulyesidir
(Cornwell ve ark., 2004)
2.8.2.2. Tanenler

Yiizyillardan beri bilinen ham deriyi tabaklama (“tanning=tabaklama”)
ozelliklerinden adimi1 alir. Tanenler Gzerinde; gida, eczacilik ve saglik alaninda birgok
calisma yapilmistir. Tanenler; fenolik polimerler, bazilarinda ise tannik asit olarak
bilinir. Tanenler; genellikle sumak, kestane gibi yiiksek yapili bitkilerde bulunurlar.
Kimyasal yapilar1 birbirinden oldukg¢a farklilik gosterir. Suda ¢oziinen tanenler yliksek
molekiil agirlikli fenolik polimerlerdir. Bitkide bir¢ok kisminda bulunan fenolik
bilesiklerdir. Koyu renkli gevsek yapili, buruk tatta bilesiklerdir (Chung ve ark., 1998;
Khanbabaee ve Ree, 2001).
2.8.2.3. Stilbenler

Stilbenler ana kaynagi yer fistigi ve Uzum olan fitodstrojenik polimerlerdir.
Resveratrol iiziimiin sadece kabugunda bulunan stilbendir. Resveratrol; yuksek
biyoyararliliga, faydali farmakolojik ve fizyolojik etkiye sahiptir. Stilbenler antioksidan
olmalar1 yani1 sira HDL seviyesini arttirir, kalbi korur, nitrik asit {iretimini arttirir ve
pihtilagmay1 6nler (Wilson ve Temple, 2001).
2.8.2.4. Lignanlar

Fitolignanlar; bazi meyve ve sebzelerde, keten tohumu, tam bugday tanesi
icerisinde ve cgay yapraklarinda yuksek miktarda bulunurlar (Golgberg, 2001; Magee ve
Rowland, 2004).

2.9. Enzimler

Genel anlamda enzimler protein veya proteid yapisindaki biyomolekiillerdir.
Enzimlerde protein yapiy1 olusturan amino asitlerin dizilisi, sayist ve sirast belirli bir
diizen icinde bulunur. Bu yapi enzimin substrata ozgiilligiinii saglar (Yildirimoglu,
2009). Enzimlerin bir kismi sadece protein yapidan olusurken bazilar1 ise protein
yapidan farkli bir takim maddeler de ihtiva eder. Bu maddeler “koenzim” ya da
“kofaktor” adim alir. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi (Mg*?, Fe*?, Fe*, zn*?
v.b.), koenzim ise organik bir madde (NAD", FAD, TPP, CoA v.b.) olabilir. Koenzim

veya kofaktér enzime kovalent bagla bagliysa “prostetik grup” adini alir (Fennema,
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1985; Yildirimoglu, 2009). Enzimlere etki eden maddelere “substrat” denir. Enzim
lizerinde substratlarin baglanip bir kimyasal reaksiyona girdigi yere “aktif bolge” denir
(Yildirimoglu, 2009). Substrat ve eger varsa koenzim, aktif bolgeye hidrojen baglari,
hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar veya kovalent baglar ile baglanir. Hucredeki
reaksiyonlarda yan 0rin olusturmazlar, reaksiyonlar % 100 verimle sonuglanir.
Enzimler ve enzim inhibitorleri tipta, gida endiistrisinde, pestisitlerde, kozmetik
sanayinde ve tarim sanayinde kullanilmaktadir (Friedman, 1996).

2.9.1. Asetilkolinesteraz enzimi

Asetilkolinesteraz enzimi, norotransmitter asetilkolini hidrolizleyen, dokularda
serbest veya fosfolipidlerle bilesik halde lipotrofik etkiye sahip spesifik olmayan bir
enzimdir. Hidroliz edilen bu asetilkolin biyolojik 6neme sahip bir esterdir. Eritrositler,
dalak, karaciger, sinir uglar1 ve beynin gri cevherinde bulundugu tespit edilmistir. Ayni
zamanda sarkoplazmik retikulum, kemik iligi ve plasentada da mevcuttur (Wilson ve
Nachmansohn, 1954). Bu enzim sinir gazlar1 (diizopropil floro fosfat) ve pestisitler gibi
organofosfor bilesikler tarafindan inhibisyon icin birincil hedeftir (Aras ve Ersen,
1988).

Beyindeki norotransmitter ACh’1n sinapstaki varligit AChE enziminin etkinligine
baghidir. Uretilen asetilkolin, sinaps Oncesindeki ndronlarda bulunan vezikiller
icerisinde depolanir ve bu vezikiiller, nérona sinir uyarisi geldiginde igerigini sinaptik
araliga salar (Guyton ve Hall, 2000). Sinaptik araliga salinan asetilkolin molekillerinin
bircogu postsinaptik membran Uzerindeki reseptorlerle baglanir. Reseptorlere
baglanamayan asetilkolin molekdilleri de asetilkolinesteraz tarafindan hidroliz edilir.
Postsinaptik norona baglanan asetilkolin molekiilleri, sinir uyarisinin diger ndrona
iletilmesinin ardindan bagli oldugu reseptorlerden ayrilir ve asetilkolinesteraz tarafindan
hidroliz edilir. Asetilkolin yikimiyla ortaya ¢ikan kolin tekrardan kullanilmak iizere
presinaptik nérona gonderilir. Memelilerde 2 tip kolinesteraz bulunur. Ilki segici olarak
asetilkolini hidroliz eden asetilkolinesteraz, digeri ise asetilkolin ve diger kolin
esterlerini hidroliz edebilen BuChE’dir (Temel, 2008).

Asetilkolinesteraz enzimi oldukga yiiksek bir aktiviteye sahiptir, her bir molekdil
saniyede yaklasik olarak 25000 ACh parcalar. Enzimin aktif bélgesi anyonik alt birim
ve katyonik alt birim olmak (izere iki alt birimden olusur (Sussman ve ark., 1991).

AChE inhibitorleri; geri donilisiimlii, yar1 geri doniislimlii ve geri doniislimsiiz
olarak etki ederler (Pohanka, 2012). Yarismali ve yarismasiz geri doniistimli

asetilkolinesteraz inhibitorleri gogunlukla tedavi amagl kullanilir. Tibbi amagh olarak,
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myasthenia gravis ile, glaucoma tedavisinde, antikolinerjik zehirlenmeye karsi antidot
olarak, non-depolarlayic1 kas gevseticilerin etkisini tersine ¢evirmek i¢in, Alzheimer
gibi hastaliklarin ndropsikiyatrik semptomlarinin tedavisinde oOzellikle tepkisizlige
karsi, Lewy Body Dementia ve Parkinson Hastaliklarinin tedavisinde kullanilir (Taylor
ve ark., 2012). Bu gibi hastaliklarin baglamasiyla ger¢eklesen néron ve akson kaybi
daha diisik diizeylerde asetilkolin salinmasina sebep olur. Sonug¢ olarak,
konsantrasyondaki norotransmitter diizeylerinde sinir iletilerinin devamliliginin
saglanmas1 ve bilgilerin aktarimi daha da glglesir. Bu durumu duzeltmek igin
uygulanacak yontemlerden biri ginimuizde zor olan asetilkoline benzer maddeler
verilmesidir. Asetilkolin diizeylerini arttirmak igin uygulanacak bir diger yontem ise
asetilkolini yikan asetilkolinesteraz enziminin inaktive edilmesidir. Bu amaca yonelik
olarak genellikle kolinesteraz enzim inhibitorleri kullanilir. Alzheimer ve koroner arter
gibi hastaliklarin asetilkolin eksikligi ile derin bir baglantisi oldugu i¢in AChE enzimini
inhibe eden ilaglar ve bitkilere ihtiyag artmaktadir (Sahin, 2002; Thacker, 2003).

Alzheimer hastaligi, ilk kez 1906 yilinda Alman noropsikiyatrist ‘Alois
Alzheimer’ tarafindan tanimlanmistir. Beynin diisiince kontrolii, hafiza ve konusma
yetisi gibi bazi fonksiyonlarmin yer aldigi boélimiinde, karmasik mesajlart Sinir
hlcreleri arasinda tasiyan kimyasallarin diizeyinin azalmasi ve sinir hiicrelerinin yok
olmasiyla normal diisiince ve hafiza yetilerinin kayboldugu bir hastaliktir. Bu hastalik
ozellikle yaslh niifusun fazla oldugu sanayilesmis iilkelerde biiyiik bir sorundur (Orhan
ve Aslan, 2009). Alzheimer hastaligi su anda diinya capinda 35 milyon kisiyi
etkilemekte ve 2050°de 115 milyon kisiyi etkilemesi 6ngorilmektedir. Alzheimer
hastaligi, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra saglik harcamalarinda Gglncu
sirada olup senelik maliyeti tahmini 250 milyar dolar olarak hesaplanmaktadir (Winblad
ve ark., 2006).
2.9.2. Butirilkolinesteraz enzimi

Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda da bulunmak iizere kolinerjik
ve kolinerjik olmayan dokularda genis bir dagilima sahip enzimlerdir. Substrat
seciciligine, substrat varligindaki davraniglarina ve inhibitorlere karsi duyarliliklarina
gore iki gruba ayrilmislardir. AChE veya ger¢ek kolinesteraz (AChE: E.C.3.1.1.7,
asetilkolin asetil hidrolaz) ve butirilkolinesteraz (BuChE: E.C.3.1.1.8 agilkolin
acilhidrolaz), spesifik olmayan kolinesteraz veya psddokolinesteraz olarak bilinir.
Asetilkolinesteraz; beyin ve eritrositlerde yiksek konsantrasyonlarda bulunurken,
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Butirilkolinesteraz; serum, pankreas, karaciger ve santral sinir sisteminde bulunur (Rao
ve ark., 2007).

BuChE’1n yapisinda AChE’a benzer sekilde esteraz, aril a¢il amidaz ve peptidaz
(proteaz) olmak iizere ii¢ farkli enzimatik aktivite bulunur. Her iki enzim farkli
dokularda dagilim gosteren molekiiler forma sahiptir. BuChE’in esteraz aktivitesi,
organofosfat ve karbamat yapili inhibitorlerin AChE’a ulagsmadan dolasimdan
uzaklastirilmasinda, AChE eksikliginde kolinerjik sinir iletiminin kontrolQ, aspirin ve
amitriptilin gibi baz ilaglarin inaktive edilmesi veya bambuterol, heroin gibi bazi
ilaglarin aktive edilmesinde 6nem kazanmistir. Enzimin aril acgilamidaz aktivitesinin ise
seratonerjik ve kolinerjik sinir iletim sistemleri arasinda iletisim saglama oldugu
belirlenmistir. Ayrica enzimin proteaz veya peptidaz aktivitesinin  Alzheimer
hastaliginin gelismesi ve progresyon fonksiyonu bulunmaktadir. BUChE bu hastalikta
amiloid proteinin tretimine ve proteinin 3-amiloid plaklara diflize olmasina sebep olur.
BUuChE; substratin baglanmasinda ve katalizinde rol oynayan; PAS (periferal anyonik
bolge), omega cep, oksainyon cukur, acil baglama bolgesi ve katalitik ti¢lii (Ser198,
His438, Glu325) kisimlarini igerir (Nese, 2003).

2.9.3. Tirozinaz enzimi

Tirozinaz (polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya katekolaz,
dihidroksi-Lfenilalanin: oksijen oksidorediiktaz (E.C 1.14.18.1)) olarak adlandirilan bir
enzimdir. Memelilerde, yaygin olarak bitkilerde, mikroorganizmalarda ve mantarlarda
bulunur. Bitki ve hayvanlarda genis yer kaplayan melanin pigmentleri icin gerekli bir
enzim olup kofaktorii bakirdir. Tirozinaz hayvansal organizmalarin 6zellikle deri, sag ve
g6z pigmentlerinde bulunur (Ortonne ve Ballotti, 2000). Tirozinaz gida endiistrisinde
meyve ve sebzelerin ekonomik degerlerinin korunmasinda anahtar bir enzimdir. Sebze
ve meyvelerdeki enzimatik kahverengilesmeden sorumludur (Mayer, 1987; Whitaker,
1995). Ayrica tirozinaz haserelerle mucadelede, yara iyilesmesinde, parazitlerin
enkapsiilasyonunda gorevlidir. Tiim bu sebeplerden dolay1 tirozinaz inhibitorleri ilag ve
kozmetik Urunlerinde vitiligo, malign melanoma gibi hastaliklarda pigmentasyon
rahatsizliklari1 6nlemede gittikge artan bir 6neme sahiptir (Mosher ve ark., 1983;
Maeda ve Fukuda, 1991).

2.9.4. Amilaz enzimi

Amilazlar  (o-1,4-glukan-4-glukanohidrolaz);  glikojen, amilopektin  ve

amilozdaki a-D-(1,4) glikozid baglarini hidrolizleyen enzimler sinifina ait olup birgok

ototrof ve heterotrof organizmada yaygin bir sekilde bulunmakta ve karbohidrat
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metabolizmasinda onemli rol almaktadirlar (Yoon ve Robty, 2003). o-amilaz
inhibisyonunun, karbohidrat toleransina, tokluk hissi, kilo kayb1 ve uzun siireli gastrik
bosalmaya neden oldugundan, a-amilaz inhibitorlerinin obezite ve Tip 1l diyabet
tedavisinde etkili olabilecekleri bildirilmistir (Gerrard ve ark., 2000; Conforti ve ark.,
2005). a-amilaz (E.C 3.2.1.1) ve a-glukozidaz (E.C 3.2.1.20), karbohidrat sindiriminde
gorev alan anahtar enzimlerdir de diyebiliriz.

2.9.5. Glukozidaz enzimi

Glukozidaz, ince bagirsak epitelyumunda zara bagli enzim olup oligosakkaritler
ve disakkaritleri glukoz birimlerine hidrolizlemektedir. a-glukozidaz, karbohidratlarin
sindiriminin son basamaginda gorev aldigindan, bu enzimin inhibitorleri,
karbohidratlarin tamamen sindirilme stirelerini uzatarak, sindirimini geciktirmektedirler
(Kim ve ark., 2005). Bu nedenle a-glukozidaz inhibitorleri, karbohidratlarin hidrolizini
ve emilimini yavaglatarak tokluk kan sekeri yliksekligini baskilayabilmektedirler. o-
glukozidaz inhibitorleri, glukoz emilim hizinin azalmasina ve artmis olan tokluk kan
glukoz oranmin diismesine sebep olduklarindan, Tip 1l diyabetin duzenlenmesinde
oldukca 6nemlidir (Hamdan ve Afifi, 2004; Ali ve ark., 2006).

Diabetes mellitus (DM), insiilinin tamamen veya kismen eksilmesiyle gelisen ve
hiperglisemiyle (yiiksek kan sekeri) tanimlanmis bir hastaliktir. Insiilin eksikliginin
yaninda insiiline karsi gelisen direng, diyabet olusmasinda rol oynamakla birlikte;
karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasini da etkiler (Abou-Seif ve Youssef, 2004).

Hiperglisemi; kardiyo-vaskiiler hastaliklara, nefrolojik sendroma, bobrek
yetmezligine, sinir sistemi hastaliklarina, korliige neden olabilen retinopatiye ve ayakta
ulsere sebep olan uzun sireli komplikasyonlar sonucunda olusan kangren, felg
gelisimine ya da kroner hastaliklar olusmasina sebep olur (Zimmet ve ark., 2001).

Diyabet, diinya niifusunun yaklasik %5-10’nu etkileyen kronik hastaliklardan
birisidir (Dwarakanathan, 2006).

2.10. Lamiaceae Familyas1 ve Nepeta Cinsi
2.10.1. Lamiaceae familyasi1 hakkinda genel bilgiler

Tirkiye cografi konumunun yanisira, jeolojik ve jeomorfolojik yapisi, farkl
toprak ve anakaya tiplerine sahip olmasi ve iliman iklim kusaginda bulunmasi nedeniyle
zengin bir bitki florasina sahiptir. Avrupa kitasinin tamaminda yayilis gosteren bitki
tiurleri sayisiyla, Tirkiye’de yetisen bitki tiirleri sayisi arasinda paralellik vardir.

Tirkiye bu 6zelliginden dolay1 yillardan beri bir¢cok botanik¢inin ilgi odagi olmustur.
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P.H. Davis 1938 yilindan itibaren bir¢cok kez lilkemize gelerek Ornekler toplamustir.
Yaptigi calismalar sonucunda ilki 1965, son cildi 1988 yilinda 9 esas, 1 ek ciltten olusan
“Flora of Turkey and The East Aegean Island” isimli eseri yayinlamigtir (Davis ve ark.,
1988)

Lamiaceae familyasi ilk kez De Jusssieu tarafindan 1789’da “Labiatae” adiyla
isimlendirilmistir. Lindley 1836 yilinda ‘Lamiaceae’ olarak adlandirmistir (Greuter,
1988; Hedge, 1992). Lamiaceae diinyanin biiyiik ve en eski familyalarindan biridir.
Lamiaceae ile ilgili fosil kayitlart bulunmamasina ragmen kokeninin Oligosen’e veya
daha 6ncesine dayandigi soylenebilir (Chadefaud ve Emberger, 1960; Hedge, 1986).

Lamiaceae familyasinin, Boissier’in “Flora Orientalis” adli eserinde 66 cins,
yaklagik 1100 kadar tUri bulunmaktadir. Bu say1 tahminen Diinya’ daki Lamiaceae
tarlerinin 1/3” i kadardir (Hedge, 1986).

Bagta Akdeniz havzasi olmak iizere yeryiiziiniin biitiin bolgelerine yayilmis olan
Lamiaceae familyasiin iilkemiz florasinda da onemli bir yeri vardir. Lamiaceae
familyas1 yaklagik 200-250 cins ve 3200-4000 tir ile temsil edilmektedir (Heywood,
1978; Hedge, 1992). Thorne’e gore 250 cins, 7000 tiirii bulunmaktadir (Thorne, 1992).

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasinda otlar yari ¢alimsi ya da ¢ok yillik
calimsi, bazen iki veya bir yillik, siklikla aromatik bitkilerdir. Govdeler 4 koseli ya da
degil, yapraklar stipiilasiz, basit, nadiren pinnat damarhdir. Temel ¢igek durumu brakte
veya floral yapraklarin koltugunda tasiman vertisillat (yalanci ¢evrel ¢igek durumu)
seklindedir. Ayrica vertisillatlar spika, rasemus, simoz durumlar seklinde
duzenlenebilir. Cicekler hermafrodit veya sterildir (disi fonksiyonel). Brakteoller eksik
ya da mevcuttur. Brakteler yapraklarla benzerdir ya da gorinlr sekilde farklilasmustir.
Kaliks genelde 5 loblu iist lob 3 disli, alt lob 2 dislidir. Nadiren loblar veya disler 1 ve 1
veya 1 ve 4 seklinde veya kaliks aktinomorftur. Damarlar 5-20, korolla gamopetal,
zigomorfik ve bilabiet tiipsii, genellikle tist dudak indirgenmis, alt dudak belirsiz iki
loblu, dik ya da falkat (orak seklinde), az ¢cok konkav, alt dudak (¢ lobludur. Bazen st
dudak indirgenmis ve alt dudak 5 loblu veya iistte 1 ve altta 4 loblu, ya da korolla
aktinomorfik, stamenler korolla yiizeyine yapisik 4 veya didinamda ikidir. Ovaryum st
durumludur. Stilus ginobazik, nadiren degil, tepede bifittir. Meyve; kuru meyve tipi
(cok nadir olarak etli meyve) olan nutlettir (findiks1). Dort ya da nadiren daha az
sayidadir (Chadefaud ve Emberger, 1960).

Familya iyeleri, diinyanin birkag¢ bdolgesi hari¢ hemen hemen her bdlgede

(Himalayalar, Gilineybati Asya, Avustralya, Amerika ve Afrika’ya kadar) ¢ok farkli
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habitat ve yukseklikte yetisebilirler. Cogunlukla a¢ik habitatlara uyum saglamislardr.
Birkag cinsi (Gomphostemma) tropikal yagmur ormanlarina 6zgudir (Suddee, 2001;
Dirmenci, 2003).

Tirkiye florasinda Lamiaceae familyasi 45 cins, 565 tiir ve 735 taksonla temsil
edilmektedir. Son arastirmalarla familya’ya Kuzeydogu Anadolu’dan Perilla cinsi ve
Lophanthus cinsi ilave edilerek familyanin cins sayis1 47’ye yiikselmistir (Dirmenci ve
ark., 2010). Lamiaceae Turkiye’de endemik tiir sayis1 en fazla olan familyalar arasinda
olup endemizm oran1 %45 tir (Baser, 1993). Tiirkiye'nin en zengin {igiincli familyasi
konumundadir (Guner ve ark., 2000; Dénmez, 2002).

Tirkiye’de Lamiaceae familyasinin endemik tiirlerinin yogunlastigi alanlar
Anadolu ¢aprazi, Toroslar ve Amanoslardir (Hedge, 1986).

Lamiaceae familyasi liyeleri Akdeniz Bolgesinde yaygin olan, ugucu yag igeren,
bir veya ¢ok yillik, otsu veya ¢alimsi bitkilerdir. Lamiaceae familyasi iiyelerinin ¢ogu
ucucu yaglar, aromatik yaglar ve benzeri sekonder metabolitler bakimindan zengin
olmas1 sebebiyle; tip, eczacilik, gida, kozmetik ve parfiimeri gibi alanlarda oldukca
biylik 6neme sahiptir (Baytop, 1996). Bas1 sekiz hiicreli pul seklindeki salgi tiiyleri bu
familya icin karakteristiktir. Dolayisiyla basta nane, kekik ve lavanta ¢igegi olmak iizere
bu familyaya ait ¢igekler bol 1tirli olur (Baser, 1993).

Lamiaceae familyasi tiyeleri iilkemizde etnobotanik olarak da kullanilmaktadir.
Bu familyada bulunan tirlerin tibbi &zellikleri ve siis bitkisi olmalari nedeniyle

kltirleri yapilir (Bager ve Kirimer, 2006).

2.10.2. Nepeta cinsi hakkinda genel bilgiler

Adini giiniimiizde “Nephi” denilen Italya’nin orta bolgelerinde eski dénemlerde
kullanilan peyzaj (Nepete, Nepet)’dan almistir. Nepeta ismini ise ilk kez 1690 yilinda
Rivunus, Tournefort’un 1689 yilinda Mentha cataria genel isimlendirmesi altinda
topladig1 bir grup bitkisi i¢in kullanmistir (Dirmenci, 2003). Daha sonraki yillarda
Linneaus “Species Plantarum” adli eserinin ilk baskisinda 12 Nepeta tlr( tanimlamistir
(Shishkin, 1976; Dirmenci, 2003).

Lamiaceae familyasi liyelerinden biri olan Nepeta cinsinin 250 yi askin tiiri
vardir. Genelde Nepeta cinsi bitkiler Giineybati Asya, Hindistan, Cin, Avrupa, Suudi
Arabistan, Orta Amerika, Kuzey Amerika, Kuzey Afrika ve Akdeniz bdlgelerinde
yayilim gosterirler. Tirler genellikle Rusya, Iran, Afganistan ve Turkiye’de yayilis
gostermektedir (Dinesh ve ark., 2010).
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Nepeta, Lamiaceae familyasi’nin en ¢ok takson igeren cinslerinden biridir.
Turkiye’de Nepeta cinsi genellikle Dogu, Bati ve Giiney Anadolu’da yayilis
gostermektedir. Nepeta turleri 0-4500 m, c¢ogunlukla 1000-3000 m arasindaki
yiikseltilerde hemen hemen her tiirlii habitatta yetismektedir. Ulkemizde Nepeta cinsine
ait 40 takson belirlenmistir. Taksonlardan 21’i Iran-Turan, 13 tanesi ise Akdeniz
fitocografya bolgesinde bulunmaktadir. Bu taksonlardan 18 takson endemik olarak

tespit edilmistir. Endemik taksonlardan 6 tanesi Iran-Turan, 12 tanesi ise Akdeniz

fitocografya bolgesindedir (Dirmenci, 2003).

T

—

Sekil 5. N. congesta var. congesta’nin Tirkiye’deki yayiligt (www.tubives.com)

Nepeta congesta var. congesta bitkisinde cicekler beyaz, leylak renginde ya da
mordur. Kaliks tiipii ve agz1 diizdiir. Brakteol kaliksten kisa ya da uzundur. Bitkiler ¢ok
eseyli ya da hermafrodittir. Nutletler tuberkullt kireseldir (Hedge ve Lamond, 1982).
N. congesta var. congesta’nin Tiirkiye’deki yayilist Sekil 5°da sunulmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Calismada Kullamlan N. congesta var. congesta Taksonlar1 ve Ozellikleri
Bu tez calismasinda kullanilan Nepeta congesta var. congesta taksonlar1 florada
belirtilen lokalitelerden Nisan-Haziran ¢igeklenme donemlerinde toplanmustir. Nepeta
congesta var. congesta Turkiye florasi i¢in endemik bir tiirdiir. Nepeta congesta var.
congesta bitkisi Konya Selguk Universitesi Kampuisii-Yiikselen yolundan toplanmis
olup bitkinin taksonomik teshisini ‘Prof. Dr. Murad Aydin SANDA’ yapmustir.
Calismada kullandigimiz bitkiye ait taksonomi ve toplandig: lokalite bilgileri
Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. N. congesta var. congesta * nin lokalite ve taksonomik bilgileri

Bitki Adi Bitkinin toplanma yeri

N. congesta var. congesta Konya Selcuk Universitesi Kampiisii-
Yikselen yolu

TAKSONOMIK HIiYERARSI (www.tubives.com)

Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Subclass Asteridae
Order Lamiales
Family Lamiaceae
Genus Nepeta
Species Nepeta congesta FISCH. ET MEY.



Sekil 6. N. Congesta var. congesta’ya ait fotograflar (www.turkiyebitkileri.com)
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[Omir || Cok yllik |
|Yap1 ||Ot |
[Ciceklenme  |[Nisan-Haziran |
|Habitat ”Kiregtasl yariklar ve ¢agillik, tagl yamaglar, nadas veya bugday tarlalart |
Y likseklik |300-2100 m |
[Endemik | Endemik |
dT:grl';'ﬁ Orta Anadolu (ANKARA, ESKISEHIR, KONYA, SIVAS, YOZGAT)

Tablo 5. N. congesta var congesta hakkinda bilgiler (www.tubives.com)

3.2. Bitkisel Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Konya Selguk Universitesi Kampiisii-Yiikselen yolu arasindan toplanan bitki

ornekleri gélgede kurutulmus ve analizlerin yapilmasi i¢in 6gutiilmiistiir. Antioksidan

kapasite ve enzim inhibitor aktivitelerin tayini i¢in toz hale getirilmis bu 6rneklerden

metanol ekstraklari ¢ikarilmigtir. Metanol ozltleri icin toz bitki 6rnekleri sokslet
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aparatinda 6-8 saat ekstraksiyona tabii tutulmustur. Elde edilen bitki ekstraktlar

kullanilincaya kadar 4°C’ de muhafaza edilmistir.

3.3. Antioksidan Kapasite Tayin Testleri
3.3.1. Toplam antioksidan komponentlerin belirlenmesi
3.3.1.1. Toplam fenolik madde analizi (Folin ciocalteu yontemi)

Fenolik madde tayini icin oncelikle bitki ekstrakti konsantrasyonu 2 mg/ml
olacak sekilde hazirlandi. Bu amagla 10 ml metanol igerisine 20 mg bitki eklenerek
¢ozildi. Bitkisel droglardan 200 ul ayri deney tiiplerine alindiktan sonra her bir tipe
0.5 ml %2’lik Na,CO3 ¢ozeltisi ve 1.5 ml su ilave edildi. 3 dakika bekletildikten sonra
0.1 ml Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi. Folin-Ciocalteu ayiract (FCR) bazli yontem
gercekte Ornegin indirgenme kapasitesini tayin eder. Karisim karanlikta ve oda
sicakliginda 2 saat bekletilip daha sonra 760 nm’de absorbans: 6lgiildii. Antioksidan
kapasite tayin testleri spektrofotometrik 6l¢ciimleri Shimadzu UV-1800 spektrofotometre
cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Ayn1 islem standart olarak kullanilan gallik asit igin
de tekrar edildi. Bitkilerin fenolik madde icerigi gallik asit es degeri (mg GAE/Q)
olarak verildi (Slinkard ve Singleton, 1977).
3.3.1.2. Toplam flavonoid madde tayini

Toplam flavonoid icerik spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Bu amacla
2 mg/ml konsantrasyondaki bitki ekstraktindan 1 ml alinip %2’lik AICI3’n metanolik
¢ozeltisinden ayn1 hacimde ilave edilerek karistirildi. 10 dakika bekletildikten sonra 415
nm dalga boyunda karisimin kore karsi absorbansi oOlgiildii. Ayni metot Standart
flavonoid olan rutin i¢in de uygulanarak rutine ait kalibrasyon egrisi ¢izildi. Sonug
olarak ekstraktin toplam flavonoid madde igerikleri rutin es deger (mg RE/g) olarak
belirlendi (Berk ve ark., 2013).

3.3.2. Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi

Antioksidan analiz metodunun esast Mo(VI)’nin Mo(V)’e indirgenerek asidik
ortamda yesil renkli fosfat/Mo(V) kompleksinin olusmasina dayanmaktadir. Bunun igin
oncelikle bitki 6zitumuzin konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde ¢ozelti hazirlandi.
Troloks standart olarak kullanildi. Reaktif ¢Ozeltisi ise asagida belirtildigi sekilde
hazirlandi:

28 mM NayHPO,4.12H,0 ¢ozeltisi: 0.025 gr Na;HPO4.12H,0 tartilarak hacmi saf su

ile 25 ml’ye tamamlandi.
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4 mM Amonyum molibdat ¢ozeltisi: 0.123585 gr amonyum molibdat tartilarak hacmi
saf su ile 25 ml’ye tamamlandi.

0.6 M H,SO, ¢ozeltisi: 0.83175 ml H,SO, alinarak Uzerine 24.18825 ml saf su
sizdirilarak ilave edildi.

Yukaridaki sekilde hazirlanan ¢ozeltiler bir meziirde karistirilarak reaktif
cozeltisi hazirlandi. 2 mg/ml konsantrasyondaki bitkisel ¢ozeltiden 0.3 ml bir tlipe
alindiktan sonra Uzerine reaktif ¢ozeltisinden 3 ml ilave edildi. Kuvvetli bir sekilde
karistirilan tup 95°C’de 90 dakika inkiibe edildikten sonra 695 nm’de absorbansi
Olctldi. Ayni islemler standart antioksidan olarak kullanilan troloks igin de tekrar
edildi. Troloks esdegeri (mg TE/g) alinarak antioksidan aktivite hesaplandi (Prieto ve
ark., 1999).

3.3.3. indirgeme giiciiniin belirlenmesine yonelik testler

3.3.3.1. Bakir indirgeme giici (CUPRAC testi)

Amonyum asetat tamponu: 1 M (pH=7) amonyum asetat tampon ¢ozeltisinden (NH;AC)
19.27 g tartilarak su ile 250 ml’ye tamamlandi.

Neokuproin ¢ozeltisi: 7.5x10° M, Neokuproin (2,9 dimethyl 1-10 phenantroline)’den
0.039 g alinarak %96’lik etil alkolle 25 ml’ye tamamlanarak hazirlandu.

102 M Cu(ll) Kloriir ¢ozeltisi: 0.4262 g CuCl,.2H,0’den tartilip su ile 250 ml’ye
tamamlanarak hazirlandu.

Bu c¢alisma igin bitki ekstraktinin 0.4 mg/ml ile 2 mg/ml arasindaki farkli
konsantrasyonu kullanildi. Oncelikle her bir deney tptne 1 ml CuCl,.2H,0, 1 ml
amonyum asetat, 1 ml neokuproin ¢oeltileri ile 0.6 ml saf su eklendi. Daha sonra her bir
tlpe bitkisel ¢ozeltiden 0.5 ml eklenip iyice karistirildiktan sonra tiipler agizlar1 kapali
bir sekilde oda sicakligi ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Troloks iginde aym
islemler tekrar edildi. inkiibasyon sonunda 450 nm’de absorbanslar1 ol¢lldi (Apak ve
ark., 2006).
3.3.3.2. FRARP testi

FRAP metodu bitki ekstrakt Fe(lll)/TPTZ kompleksinin Fe(l1)/TPTZ
kompleksine indirgemesi prensibine dayanmaktadir. Bu amagla 2 mg/ml’lik 6zt
kullanildi. Bu 6zltden 0.1 ml alinarak tizerine 2 ml FRAP reaktif karisimi ilave edildi.
Reaktif karigimi 10:1:1 oraninda asetat tamponu (0.3 M pH:3.6), 40 mM HCI i¢inde 10
mM TPTZ ve 20 mM FeCls icermektedir. Karisim bu sekilde hazirlanarak 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. 593 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢ildi. FRAP metodun

sonuglari standart troloks kullanilarak degerlendirildi (Benzie ve Strain, 1996).
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3.3.4. Serbest Radikal Suptrme Aktivitesinin Belirlenmesi
3.3.4.1. DPPH radikal stiptirme etkinligi

Serbest radikal giderim kapasitesi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest
radikali kullanilarak tespit edilmistir. Bitki 6zitumizdenden 1 ml alinarak (izerine 1 ml
konsantrasyondaki DPPH c¢ozeltisi (final konsantrasyonu 0.2 mM) ilave edildi. Tupin
agz1 kapatilip kuvvetlice karigtirildiktan sonra oda sicakligi ve karanlikta 30 dakika
inkibe edildikten sonra 517 nm’de absorbansi Ol¢uldu. Bitkisel ¢ozelti ve troloksun
inhibisyonu asagidaki denklemden hesaplanmstir (Kirby ve Schmidt, 1997). Kontrol
cozeltisi olarak ekstrakt yerine metanol ilave edildi. Serbest radikal giderim aktivitesi
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

Inhibisyon(%)=(Axontrol-Asmek)! Akontrol) X100
3.3.4.2. ABTS katyon radikal stiptrme aktivitesi

ABTS" radikal katyonu, 7.4mM ABTS solusyonu ile 2.45 mM potasyum
persulfat reaksiyona girmesi ile direkt olarak iretilmistir. Karisim 12-16 saat oda
sicakligl ve karanlikta bekletilip aktif radikal olusmasi saglanmistir. Deney 6ncesinde
ABTS solusyonunun 734 nm’de absorbansi 0.700+0.02 olacak sekilde metanol ile
seyreltildi. Bitki ekstraktindan 1 ml alinarak 2 ml ABTS solusyonuyla karistirildi. Agz1
kapali bir sekilde oda sicakliginda 30 dakika bekletilen 6rnek absorbansi 734 nm’de
olculdi (Re ve ark., 1999). Bitkisel 6zutlerin ABTS katyon radikalini siptirme yuzdesi
asagidaki denklemden faydalanilarak hesaplandi:

Inhibisyon (%) = [(Axontro—Asmek)/Akontrol] X 100

Axontrol kontroliin absorbansi ve Agsmek Ornegin absorbansini ifade eder. Troloks
icinde ayni islemler yapilarak, bitki ekstraktinin ABTS katyon radikali stpirme
aktivitesi troloks es deger olarak verildi (mgTESs/g).

3.3.5. Metal selatlama aktivitesi

Fe?" iyonlarmi selatlama aktivitesi Dinis ve ark., (1994) yéntemine gore
belirlenmistir. igerisinde 2 ml bitkisel 6ziit (2 mg/ml) bulunan deney tiipiine 2 mM 0.05
ml FeCl, ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon 0.2 ml 5 mM ferrozin ilave edilerek baslatildi.
Karistirilan tUp sonra oda sicakliginda 10 dakika inkube edildikten sonra 562 nm’de
absorbansi okundu. Selatlayici ajan olan EDTA iginde islem tekrarlandi. Ferrozin-Fe®*
olusum inhibisyonu (%) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. Deneyin sonucu
EDTA es deger alinarak degerlendirildi (mg EDTA/g).

Metal selatlama kapasitesi (%) = [(Axontrol—Asmek)/Akontrot] X 100
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3.4. Enzim Inhibisyonuna Yonelik Testler
3.4.1. Anti-kolinesteraz aktivitesi

Kolinesteraz inhibisyon aktivitesi “Ellman’s yontemi” kullanilarak 96 kuyucuklu
mikroplakalar igerisinde 6lguldii (Ellmann ve ark., 1961). Mikroplaka kuyucuklarina 2
mg/mL konsantrasyondaki 50 pL bitki ekstrakti, 125 pL DTNB (5,5-Dithio-bis(2-
nitrobenzoic) acid), 25 pL Tris-HCI tamponu (pH 8.0) icerisinde hazirlanmis
asetilkolinesteraz veya butirilkolinesteraz enzim cozeltileri konularak karisim oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi. Uzerine 25 pL asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) veya
butiriltiyokolin iyodir (BTCI) ilave edildi. Ayni sekilde, asetilkolinesteraz veya
butirilkolinesteraz enzim ¢6zeltisi konulmadan hazirlanan reaksiyon reaktiflerine 6rnek
cozeltisi ilave edilerek kor hazirlandi. Korlerin ve 6rnegin absorbans degerleri oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 405 nm dalga boyunda ol¢uldii. Ornegin
absorbans degerinden korlerin absorbans degerleri ¢ikarilarak gergek absorbanslar
hesaplandi. Kolinesteraz inhibisyon aktivitesi galantamin es deger alinarak
degerlendirildi (mg GALAE/Q).
3.4.2. Anti-tirozinaz aktivitesi

Tirozinaz enzim inhibitori aktivitesi, L-DOPA ‘nin substrat olarak kullanildigi
“dopachrome yontemi” ile olgiildii. Mikroplaka igerisindeki kuyucuga 25 pL Ornek
cozeltisi, 100 pL fosfat tamponu (pH 6.8) ve 40 pL tirozinaz ¢ozeltisi ilave edildi.
COzelti oda sicakliginda 15 dakika bekledikten sonra 40 uL L-DOPA ilave edildi. Ayni
sekilde, tirozinaz enzimi ¢Ozeltisi konulmadan hazirlanan reaksiyon reaktifine 6rnek
cOzeltisi eklenip kor hazirlandi. Ornek ve korlerin absorbans degerleri 10 dakika oda
sicakliginda bekletilmesinin ardindan 492 nm de absorbansi okundu. Korlerin
absorbansi 6rneklerden ¢ikartilarak gergek absorbans degerleri hesaplandi. Kojik asit es
deger (mg KAE/g) alinarak tirozinaz inhibitor aktivitesi hesaplandi (Orhan ve ark.,
2014).
3.4.3. Anti-amilaz aktivitesi

a- amilaz inhibitor aktivitesi “Caraway-Somogyi iyot/potasyum iyodir (IKI)
yontemi” uygulanarak gergeklestirildi (Zengin ve ark., 2014). Mikroplakadaki
kuyucuklar icine 25 pL ornek cozeltisi ve fosfat tamponu (pH 6.9, 6 mM sodyum
Klorlr) icerisinde hazirlanan 50 pL o- amilaz ¢ozeltisi ilave edildi ve 37 °C de 10 dakika
inklbe edildikten sonra 6rnek ¢ozeltilerine % 0.05°lik 50 puL nisasta ¢ozeltisi eklendi.
Kor cozeltisi de, o- amilaz enzim ¢ozeltisi konulmadan hazirlanan reaksiyon

reaktiflerine Ornek cozelti ilave edilerek hazirlandi. Cozelti 37 °C de 10 dakika
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bekletilmesinin ardindan 1 M 25 puL HCI eklenerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra
100 pL iyot-potasyum iyodir cozeltisi ilave edildi. Ornek ve korlerin absorbans
degerleri 630 nm dalga boyunda okundu. Gercek absorbans degerleri, korlerin
absorbans degerleri 6rneklerin absorbans degerlerinden ¢ikarilarak elde edildi. a- amilaz
inhibitor aktivitesi akarboza esdeger secilerek tespit edildi (mmol AKAE/Q).
3.4.4. Anti-glukozidaz aktivitesi

50 uL ornek ¢ozelti mikroplaka icerisindeki kuyucuklara, fosfat tamponu icinde
¢oziinmiis 50 pL a- glukozidaz ¢oOzeltisi, 50 pL glutatyon ve 50 pL PNPG (4-p-
nitrofenil-a-D-glukopiranozid) ilave edilerek 37 °C de 10 dakika bekletildi. Aym
sekilde, a- glukozidaz enzim c¢o6zeltisi eklenmeden hazirlanan reaksiyon reaktiflerine
ornek ¢ozeltisi konularak kor hazirlandi. Reaksiyon 0.2 M 50 pL sodyum karbonat
eklenerek tamamlandi. Numune ile korlerin absorbans: 400 nm de okunduktan sonra
korlerin absorbanslart numunelerden ¢ikartilarak gergek absorbans degerleri bulundu. a-
glukozidaz inhibisyon aktivitesi (mmol AKAE/g) akarboz esdeger alinarak rapor edildi
(Palanisamy ve ark., 2011).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez calismasinda Konya Selguk Universitesi Kampiisii-Yikselen yolu
arasindan toplanan, endemik bir bitki olan Nepeta congesta var. congesta bitkisinin
antioksidan kapasite ve enzim inhibitor aktivitesi degerlendirilmistir.

Bitkisel materyalin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde tek bir metot bitki
antioksidan kapasitesini tlimiiyle yansitmayacagi i¢in c¢esitli metotlar kullanilmistir.
Metot olarak literatiirlerde de en sik karsilasilan: total antioksidan kapasite, ABTS
metodu, DPPH metodu, demir ve bakir indirgeme giicii metotlari, metal selatlama
metodu uygulanmistir. Bu metotlara ilaveten ekstraktin toplam flavonoid ve fenolik
igerikleri de hesaplanmustir.

Enzim inhibitdr aktivitenin belirlenmesine yonelik ise anti-kolinesteraz aktivite,
anti-butirilkolinesteraz aktivite, anti-trozinaz aktivite ve antidiabetik (o-amilaz ve a-

glukozidaz inhibisyonu) etkinin belirlenmesine yonelik testler uygulanmustir.

4.1. Antioksidan Aktivite Tayin Testleri
4.1.1. Toplam fenolik ve flavonoid icerigi

Fenolik bilesiklerin saglik lizerine olan c¢ok sayidaki olumlu etkileri son
zamanlarda bilim diinyasinin bu bilesiklere yonelmesine yol agmustir. Bitkilerin toplam
fenolik iceriklerinin belirlenmesinde gallik asit veya pirokatekol gibi standart bir fenolik
madde kullanilmaktadir. Fenolik icerigin belirlenmesinde basitligi ve 6zel bir ekipman
gerektirmemesinden dolayr Folin Yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Nepeta
congesta var. congesta ekstraklarinin fenolik icerikleri gallik asit standart kullanilarak
hesaplanmistir. Bu tez ¢alismasinda Nepeta congesta var. congesta nin Folin-Ciocalteu
reaktifi ilave edilerek yapilan metanol dziitlinde 32.03+0.48 mgGAE/g fenolik madde
bulunmustur.

Bitki 6zutlinde spektrofotometrik dlciimler ve flavonoid icerik “Shimadzu UV-
1800 spektrofotometre cihazi” kullanilarak belirlenmistir. Nepeta congesta var.
congesta’ nin flavonoid igerigi rutin es deger olarak hesaplanmistir. %2’lik AICI3’ln
metanolik ¢Ozeltisinde bitki Ozituniin toplam flavonoid miktar1 14.71£0.26 mgRE/g
olarak 6l¢iilmiistiir.
4.1.2. Toplam antioksidan kapasite (Fosfomolibdat testi)

Fosfomolibdat testi, asit ortam sartlarinda antioksidan madde igeren bilesiklerin
Mo(V1)* yi, Mo(V)’ e indirgemesi ve olusan fosfat/Mo(V) (yesil renkli) kompleksinin

spektrofotometrik olarak oOlglimiine dayanmaktadir. Cesitli g¢alismalarda metodun
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sonuglart ile fenolik icerik arasinda herhangi korelasyon olmadigi rapor edilmesine
ragmen, metot basitligi ve kullanilan reaktiflerinin ucuzlugundan dolay1 antioksidan
kapasitenin degerlendirilmesinde son yillarda siklikla kullanilan metotlardan biridir. Bu
metot ile sonug verirken; antioksidan aktivitesini bildigimiz bir maddeye gore esdegeri
olarak verilir. Genel olarak bilinen standart antioksidan madde olarak troloks ya da
askorbik asidi kullanilir. Bu ¢alismada fosfomolibdat troloks esdeger alinarak
degerlendirilmistir.

Nepeta congesta var. congesta 0zutlinin toplam antioksidan kapasitesi miktari
1.61 +0.07 mmol TE/g olarak 6lgiilmiistiir.

Nepeta congesta var. congesta’nin metanol Ozdtlerinin toplam fenolik ve

flavonoid icerikleri ile toplam antioksidan kapasitesi Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 6. Nepeta congesta var. congesta’nin toplam fenolik ve flavonoid icerikleri ile toplam antioksidan
kapasitesi

Ozut Toplam fenolik icerik | Toplam flavonoid Toplam antioksidan
(mg GAE/g 6zlt) icerik (mg RE/g 6ziit) | kapasite (mmol TE/g
ozit)
Metanol 32.03£0.48 14.71+0.26 1.61 £0.07

“Ortalama+Standart Sapma. GAE: Gallik asit esdegeri; RE: Rutin esdegeri; TE: Troloks esdegeri

Nepeta congesta var. congesta'nin toplam fenolik ve
flavonoid icerikleri ile toplam antioksidan kapasitesi

35 + 32,03
30
25 A
20 -
14,71
15 4
10 -
5 1,61
0 |
Toplam fenolik icerik ~ Toplam flavonoid icerik ~ Toplam antioksidan
(mgGAE/g 6zit) (mgRE/g 6ziit) kapasite (mmolTE/g
ozit)

Sekil 7. Nepeta congesta var. congesta’ nin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri ile toplam antioksidan
kapasitesi

Calismamizdan ¢ikan sonuglara gore; Nepeta congesta var. congesta da bulunan

en zengin igerik toplam fenolik igeriktir (Sekil 7). Metanol 6zutiinde 32.03 mgGAE/g
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fenolik bilesik bulunmustur. Fenolik igerik miktarin1 flavonoid igerik (14.71 mgRE/q)
ve toplam antioksidan kapasite (1.61 mmolTE/qg) takip etmektedir.

Triantaphyllou ve ark. (2001), Lamiaceae familyasina ait bitkilerin su
ekstraksiyonlarindan elde edilen antioksidant ozelliklerini arastirmiglar ve arastirilan
orneklerde fenolik icerik miktarlarini; Origanum dictamnus’ da 15.2, Melissa
officinalis” de 13.7, Sideritis sp.” de 12.15, Mentha sp.” de 7.7, Origanum sp.” de 22.1,
Salvia sp.” de 27.4 (% wi/w) olarak tespit etmislerdir.

Cai ve ark., (2004)’te fenolik ve antioksidan maddeleri ihtiva eden 112 farkli
bitkinin kansere karsi etkilerini bulmak igin total antioksidan kapasitesine ve total
fenolik igerigine bakarak yaptiklari ¢alismada; Lamiaceae familyasindan bitkilerin de
bulundugu calisma sonucunda toplam fenolik muhtevas: ile antioksidan kapasitesi
arasinda pozitif korelasyon tespit etmis ve antioksidan etkiyi olusturan temel yapinin
fenolik igerik oldugunu rapor etmislerdir. Diger sebze ve meyvelere nisbeten bu
bitkilerin yiksek antioksidan etkiye ve fenolik bilesik muhtevasina sahip olmalari
nedeniyle bitkilerin dogal bilesimlerinin kanser tedavisinde ajan kaynagi olarak
kullanilabilecegini ileri stirmiiglerdir.

Antioksidan kapasitesi arastirilan bitkiler arasinda bir ¢alismada Labiatae
familyasina ait olan ve Tiirkiye’de yayilis gosteren Ballota cinsine ait 16 bitki tirinin
etanol Oziitlinlin lipid peroksidasyonu ve siiperoksit anyon olusumu iizerinde
antioksidan 0zellikleri incelenmis (Citoglu ve ark., 2004) ve yesil ¢aym kuru agirliginin
yaklasik %30’unu olusturan katesinlerin, yiiksek antioksidan etkinlik gésterdigi ve bu
etkinin de bitkiye antimutajenik, antikanserojenik ve tiimor olusumunu engelleyici
Ozellikler kazandirdig: belirtilmistir.

Gulliice ve ark. (2007), Mentha longifolia L. ssp. longifolia Hudson. (nane
bitkisi)'nin antioksidan aktivitesini metanol ekstraktinda incelemisler c¢alismalari
sonucunda, toplam fenolik igerigi 4.5 g/ 100 g olarak bulmuslardir.

Basak ve Candan (2008) da Lallemantia canescens (L) Fisch & Mey bitkisinin
ve kallus doku kulturinin antioksidan aktivitesi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismalarinda
metanol Oziitiiniin toplam flavanoid miktarin1 0.288+0.009 mg/g kuersetin esdegeri ve
fenol miktari1 397.62+12.467 mgGAE/g ile toplam antioksidan kapasitesini ise
5.483+0.232 mM/g a-tokoferol asetat esdegeri olarak tespit etmislerdir.

Albayrak ve ark. (2008), Turkiye’de endemik olarak bulunan Salvia halophila
Hedge’nin antimikrobial, antioksidan aktivitesini belirlemeye yonelik yaptiklari

calismada etanolli 6zditln toplam fenolik igerik miktarii 8.21 mg gallik asit esiti/ g
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olarak bulmuslardir. Salvia halophila’nin etanollii ektraksiyonunun antioksidan
aktivitesini 84.87 askorbik asit esiti/g olarak rapor etmislerdir.

Erdogan ve ark. (2010), Tirkiye’de adacayr olarak bilinen bitki turleri ve
bunlarin antioksidant aktiviteleri baslikli ¢alismalarinda inceledikleri yedi Lamiaceae
tirindn sulu 6zhtlerinin antioksidan aktivitelerini gallik asit esiti olarak; Salvia
tomentosa’ da 87.87 mg/g, Salvia frticosa’ da 129.94 mg/g, Sideritis arguta’ da 88.09
mg/qg, Sideritis congesta’ da 154.1 mg/g, Sideritis libanotica’ da 55.64 mg/g, Sideritis
perfoliata’ da 88.74 mg/g, Sideritis pisidica’ da 119.72 mg/g seklinde tespit etmislerdir.

Karaarslan (2010)’da Calamintha nepeta subsp. glandulosa Ball. bitkisinin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaclh ¢alismasinda bitki ekstrelerinin total fenol
miktarm1 metanol ekstresinde 178.66 gr/L ekstrede gallik asit tespit etmistir. Fenolik
madde analiz sonuglari incelendiginde metanol ekstresinin klorejenik asit (1271.6
pg/gram), apigenin-7glucoside (1006.4 pg/gram), rosmarinik asit (7689.7 ug/gram),
luteolin (579.1 pg/gram), gallik asit (70.9 pg/gram), kafeik asit (599.7 ug/gram)
igerdigini tespit etmistir. Ayni tez ¢alismasinda Calamintha nepeta subsp. glandulosa
ekstrelerinin metanol 6ziitiinde total flavonoid miktarin1 21.7 mg/katakol olarak tespit
etmistir. Metanol ekstresinin en yiiksek degerde flavonoid igerdigi belirlenmistir.

Knezevic ve arkadaslar1 (2011), Hirvatistan’da Lamiaceae familyasina ait ii¢
tirin antioksidan aktivitelerini ve fenolik igeriklerini arastirmislardir. Kurumus bitki
ornekleriyle yaptiklar1 analizde, % oran olarak etanollii Ozutlerinin toplam fenolik
bilesik miktarlarint Micromeria croatia 13.6, M. juliana 10.75, M. thymfolia 9.69 olarak
bulmuslardir. Ayn1 6rneklerin sirasiyla toplam antioksidant kapasitelerini ise; 470 mg/g,
284 mgl/g, 265 mg/g olarak rapor etmislerdir. Caligmalar1 sonucunda fenolik birlesikler
ile antioksidan aktivitenin pozitif giiclii bir korelasyon gosterdigini ifade etmislerdir.

Yilmaz (2011), Nepeta sorgerae Hedge et Lamond. ve Nepeta obtusicrena
Boiss. ile ilgili yaptig1 ¢alismasinda; Nepeta sorgerae bitkisinin metanol ekstrelerinin
toplam fenolik igerigini (ug pirokatekol esdeger) /mg Ekstre 11.14+2.45, toplam
flavonoid (ug kersetin esdeger) /mg Ekstre 24.65+1.25; Nepeta obtusicrena bitkisinin
ise metanol ekstrelerinin toplam fenolik (ug pirokatekol esdeger) /mg Ekstre
24.11+1.42, toplam flavonoid (ug kersetin esdeger) /mg Ekstre 21.52+0.88 olarak
belirlemistir.

Swedan (2013), bazi Lamiaceae tlrlerindeki PAL gen aktivitesi ve toplam
fenolik igerik adli ¢alismasinda 4 Lamiaceae tiiriinii incelemis ve ¢alismalar1 sonucunda

sulu ektrelerin toplam fenolik igerigini; Lavendula angustifalia (13.40 mg/gTA),
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Mentha spicata (11.68 mg/gTA), Ocimum basilicum (11.37 mg/gTA), Thymus vulgaris
(5.44 mg/gTA) olarak tespit etmistir.

Sagir (2014), Poaceaec ve Lamiaceae familyalarina ait bazi tiirlerin toplam
antioksidan kapasitelerini karsilagtirmis, metanol 6zitlerinin Poaceae familyasinin bazi
tdrlerinin ortalama toplam antioksidan kapasitesini 3.49 mg/g TA, Lamiaceae
familyasinin tdrlerinin ise 5.19 mg/g TA olarak bulmustur. Lamiaceae familyasinin
Poaceae’ye gore daha ylksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve bu farkliligin
istatistik olarak P<(.05 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir. En ylksek antioksidant
kapasiteye sahip Lamiaceae familyasina ait tiiriin ise Sideritis perfoliata oldugunu tespit

etmistir.

4.1.3. Serbest radikal stiplirme aktivitesinin belirlenmesi
4.1.3.1. DPPH

Kararli bir radikal olan DPPH antioksidan kapasite tayininde en sik kullanilan
radikallerden biridir. Antioksidanlarin 2,2 -difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH-)’ in hidrojen
baglayabilme oOzelliginden dolayr radikal giderme islevi oldugu disiiniilerek
gelistirilmis  bir metottur. DPPH- testi, serbest radikal stpirme aktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in 1yi bilinen bir metottur. Polariteden bagimsiz, ¢ok hizli, kolay ve
tekrar edilebilir bir metottur (Koleva ve ark., 2002). DPPH radikal stiptrme aktivitesi ile
toplam polifenoller arasinda giiglii bir iligki vardir (Lu ve Foo, 2000; Siriwardhana ve
ark., 2003). DPPH antioksidanlarla reaksiyonu sonucunda antioksidanlardan elektron
alirlar ve renk acilmasi meydana geldigi icin absorbansda diismeler meydana gelir.
Absorbansin  diigiik olmas1 karigimin radikal giderim aktivitesinin yiiksekligini
gostermektedir. Bitkisel cozeltilerin ve troloksun inhibisyonu asagidaki denklemle
hesaplanmaistir:

Inhibisyon(%)=((Akontroi-Asmek)! Akontro)X100 (Kirby ve Schmidt, 1997)

Nepeta congesta var. congesta o6ziitleri DPPH radikal siipirme etkinligi 46.54
+0.96 mgTE/g olarak bulunmustur (Tablo 7, Sekil 8).
4.1.3.2. ABTS

ABTS antioksidan testlerde yaygin olarak kullanilan kararli yapilardandir. Bu
yontem; 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen radikal
katyonunun absorbansinin, antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesi temeline dayanir.
Antioksidanlar varliginda ABTS.+ radikal katyonunun absorbansinda belirli bir siire

icindeki azalmadan yararlanarak toplam antioksidan kapasite troloks cinsinden bulunur.
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Bu nedenle bu yonteme “troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi” (ABTS/TEAC)
ad1 da verilir.

Bitki 0zutlniin ABTS degeri 50.53£2.76 mgTE/g olarak &lgiilmiistiir (Tablo 7,
Sekil 8).

Tablo 7. Nepeta congesta var. congesta’nin DPPH ve ABTS radikali siipiirme etkinligi

Ozut DPPH radikal stptrme ABTS radikal sipurme aktivitesi (mg
aktivitesi (mg TE/g 6ziit) TE/g 6zit)

Metanol 46.54 +0.96 50.53+2.76
“Ortalama+Standart Sapma. TE: Troloks esdegeri

Nepeta congesta var. congesta’nin DPPH ve ABTS radikali
sliptirme etkinligi
mg TE/ g 6ziit
60
50,53

50 - 46,54
40 -
30 -+
20 -
10

0]

DPPH radikal stiptirme aktivitesi ABTS radikal stiplirme aktivitesi
(mgTE/g oziit) (mgTE/g oziit)

Sekil 8. Nepeta congesta var. congesta’nin DPPH ve ABTS radikali siipiirme etkinligi

Soares ve ark. (1997), Calamintha incana Boiss. ile yaptiklar1 bir ¢aligmada
DPPH metodunu kullanmig ve metanol ekstresinin 1Cso degerini 23.1 + 1.1 ug/ml olarak
tespit etmislerdir.

Basak ve Candan (2008) da Lallemantia canescens (L) Fisch & Mey bitkisinin
ve kallus doku kulturinin antioksidan aktivitesi ile ilgili yaptiklar1 galismalarinda
DPPH metoduna gore radikal siiplirme tayinini gergeklestirmis olup, DPPH [Cs
degerini metanol ekstraktinda 26.4 &+ 0.3 pg/mL olarak rapor etmislerdir.

Tosun ve ark. (2009), sekiz Salvia tlrinln antioksidan 6zellikleri ile ilgili
yaptiklari ¢aligma sonucunda metanol 6zutlerinin en iyi 1Csy degerini Salvia verticillata

Bornm.’da 18.3 pg/ml olarak bulmuslardir. Yiksek oranda serbest radikal stpdricu
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etkiye sahip olan diger tiirler ise sirasiyla Salvia virgata (23.4 ug/ml) ve Salvia
nemorosa (32.0 pg/ml)’dir.

Karaarslan (2010), Calamintha nepeta subsp. glandulosa metanolik 6zutln(
DPPH yontemiyle inceledigi ¢alismasinda; 1Csp degerini 4.78+0.2 pg/mL olarak
bulmustur. 1Csp (inhibisyon konsantrasyonu) degeri, DPPH ¢0zeltisinin absorbansini %
50 diisliren konsantrasyon degeridir. Bunun sonucunda ¢aligmasinda metanol ve etanol
ekstresinin serbest radikal siipiiriicli etkisinin yiiksek oldugunu bulmustur. Ayrica bitki
ekstresinin ICsq degerinin BHT ye gore daha yiiksek ¢iktigini tespit etmistir.

Yilmaz (2011), Nepeta sorgerae ve Nepeta obtusicrena ile ilgili yaptigi
calismasinda DPPH metodunu kullanmis Nepeta sorgerae bitkisinin metanol
ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesini 9.050 (10 pg/ml ); Nepeta
obtusicrena bitkisinin metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesini
10.600 (10 pg/ml ) olarak tespit etmistir.

Bayan ve Gen¢ (2016), Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisi ile ilgili
yaptiklari ¢aligmalarinda DPPH metodunu uygulamig, DPPH ICsy degerini 11.47+0.30
pg/mL olarak tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak, Salvia verticillata subsp. amasiaca

bitkisinin metanol eksraktinin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

4.1.4. indirgeme Gucuniin Belirlenmesine Yonelik Testler
4.1.4.1. Bakir indirgeme guicti (CUPRAC testi)

Indirgeme giicii veya potansiyeli antioksidan kapasitenin en onemli
belirteglerinden biridir. Bu potansiyel antioksidan aktivitesi arastirilan bilesikler veya
oziitlerin elektron verme yetenegini gostermektedir. Bu indirgeme giicli, fenolik
yapidaki antioksidan maddelerin 6nemli bir mekanizmasidir. Bakir indirgeme giiciiniin
tespit edilmesi amaciyla kullanilan CUPRAC metodu; bakir(Il)-neokuproin (2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin) reaktifi (Cu(ll)-Nc) kullanilarak polifenolik bilesiklerin
antioksidan kapasitelerinin tayini igin gelistirilen spektrofotometrik bir yontemdir,
antioksidan bilesikler varliginda Cu(Il)- neokuproin kompleksinin renkli Cu(l)-Nc
selatina indirgenmesi ve bu selatin maksimum 15181 sogurdugu 450 nm’de absorbans
degerlerinin Sl¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Apak ve ark., 2004; Ozyiirek ve ark.,
2011).

CUPRAC yontemi bakir(IT) iyonu indirgeme kapasitesi cinsinden oncelikle gida

maddelerinde bulunan polifenoller, C ve E vitamini gibi antioksidanlarin tayininde daha
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sonra ise insan serumunda TAC belirlenmesinde, hidroksil radikal stiplriici maddeler
tizerinde kullanilmistir (Apak ve ark., 2006; Bektasoglu ve ark., 2008).

CUPRAC testi hizli, basit ve ozellikle hidrofilik antioksidanlara olduk¢a uygun
olmasindan 6tiiri son zamanlarda oldukga tercih edilen antioksidan metotlardandir.

Bu calismada Nepeta congesta var. congesta’nin CUPRAC sonucu 104.43+1.12
mgTE/g olarak tespit edilmistir (Tablo 8, Sekil 9).
4.1.4.2. FRAP Testi

Bakir indirgeme giiciinde oldugu gibi FRAP testide bitkisel oziitlerin demir
iyonlarini indirgeme yeteneklerini ortaya ¢ikarir. FRAP testi; demir (111) tripridiltriazin
(Fe3+ -TPTZ) kompleksinin antioksidan vasitasiyla diisiik pH ortaminda demir (II)
tripridiltriazin (Fe2+ -TPTZ) kompleksine indirgenmesi ve ortaya ¢ikan Prusya Mavisi
rengin spektrofotometrik olarak tayinine dayanir. Absorbansin yiiksek olmasi indirgeme
giicliniin yiiksekligini gosterir (Benzie ve Strain, 1996).

FRAP testine gore Nepeta congesta var. congesta’nin sonucu 67.03+1.96
mQTE/g olarak ol¢iilmiisttir (Tablo 8, Sekil 9).
4.1.5. Metal selatlama aktivitesi

Antioksidan kapasite tayininde olduk¢a onemli olan metal selatlama aktivitesi,
lipit peroksidasyonuna neden olan metalleri tutar. Fenton kimyasindan da bilindigi
lizere antioksidan aktivite acisindan OHe radikallerinin ortaya ¢ikmasina neden olan
Fe+2 ve Cu+ gibi metallerin tutulmasinda 6nemli rolii vardir. Bu sebeplerden dolayz,
selat yapabilme 6zelliginde olan bilesikler organizmada gecis metallerini baglayarak,
radikal olugsmasini engeller. Boylece serbest radikallerin meydana getirdikleri zararlarin
onlenmesinde islev goriirler (Duh ve ark., 1999). Bu tez ¢alismasinda metal selatlama
kapasitesi ferrozin metodu kullanilarak degerlendirilmistir.

Calisma sonucuna gore Nepeta congesta var. congesta’nin metal selatlama
aktivitesi 49.34+0.41 mgEDTAE/g olarak tespit edilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Nepeta congesta var. congesta’nin CUPRAC, FRAP ve metal selatlama aktiviteleri

Ozt CUPRAC (mg TE/g | FRAP (mg TE/g | Metal selatlama aktivitesi (mg
ozut) ozut) EDTAE/qg 6zlt)
Metanol 104.43+1.12 67.03+1.96 49.34+0.41

“Ortalama+Standart Sapma. TE: Troloks esdegeri; EDTAE: EDTA esdegeri.
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Nepeta congesta var. congesta’nin FRAP ve CUPRAC

mg TE/ g bzt aktiviteleri

120
104,43

100 |
80 7 67,03
60 -
40 -

20

0

CUPRAC (mgTE/g oziit) FRAP (mgTE/g 6zit)

Sekil 9. Nepeta congesta var. congesta’nin CUPRAC ve FRAP aktiviteleri

Zengin ve ark. (2014), Sideritis galatica Bornm. bitkisi ile ilgili yaptiklari
calismalarinda Sideritis galatica’ nin metanol ekstresinin CUPRAC, FRAP ve metal
selatlama aktivitelerini tespit etmiglerdir. Calismalari sonucunda CUPRAC 195.56 *
4.92 mgTE/g ekstrakt, FRAP 132.76+ 3.81 mgTE/g eksrakt, metal selatlama aktivitesini
ise 7.90+ 1.42 mgEDTAE/g olarak rapor etmislerdir.

Aras (2016), Nepeta nuda subsp. lydiae Davis. bitkisi ile ilgili yaptigi
calismasinda kuprak metoduna goére indirgenme kapasitesi tayinini gerceklestirmis olup,
Nepeta nuda subsp. lydiae bitkisinden elde edilen su ve etanol ekstrelerinin kuprik
iyonlarin1 (Cu®") indirgeme kapasitesi standart antioksidanlar gibi artan konsantrasyonu
ile arttigin1 tespit etmistir. Su ve etanol ekstrelerinin indirgeme gulcl standart
antioksidan bilesiklerden az olmakla birlikte, askorbik asite yakin oldugu ve dolayisiyla
antioksidan 6zelliginin oldugunu belirlemistir.

Bayan ve Geng¢ (2016), Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisi ile ilgili
yaptiklar1 g¢aligmalarinda metanol ekstrelerinin FRAP ve CUPRAC metoduna gore
indirgenme kapasitesi tayinini gerceklestirmis olup, FRAP 2.22 + 0.36 mmol TE/g
eksrakt, CUPRAC 6.67 = 0.16mmol TE/g ekstrakt olarak tespit etmislerdir.

Basyigit ve Baydar (2017), tibbi adacay1 (Salvia officinalis L.)’nda farkli hasat
zamanlarmin ugucu yag ve fenolik bilesikler ile antioksidan aktivite Gzerine etkisi ile
ilgili yaptiklar1 ¢aligmalarinda FRAP metoduna gore indirgenme kapasitesi tayinini
gerceklestirmis olup, FRAP yontemine gore en yiksek antioksidan aktivite degerleri
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Mayis ve Haziran aylarinda sirasiyla 2.50 ve 2.57 olarak bulunmustur. Tibbi adacayinda
toplam fenolik madde miktar ile yiiksek antioksidan aktivite arasinda olumlu bir iligki

oldugu tespit edilmistir.

4.2. Enzim Inhibisyonuna Yonelik Testler
4.2.1. Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi

Asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE) inhibisyon aktiviteleri
Ellman metodu olarak bilinen spektrofotometrik yontem temel alinarak Ol¢iilmiistiir.
Vicutta, AChE ve BUChE olarak iki farkli kolinesteraz enzimi bulunmaktadir. Standart
eriskin beyninde asetilkolinesteraz enzimi butirilkolinesteraz enziminden daha fazla
bulunur. AChE, uyarilan bitiin dokularda mevcutken, BUChE santral ve periferik sinir
sisteminde, karacigerde ve plazma iginde bulunur. Beyindeki kolinesteraz kapasitesinin
%20’ sini butirilkolinesteraz karsilarken, %80' ini asetilkolinesteraz karsilar (Hartman,
2010).

Dokularda bilgileri tasiyan ACh gorevini yerine getirdikten sonra AChE
tarafindan ortadan kaldirilir. Bir sonraki bilgi aktarimi i¢in yeniden asetilkolin liretmek
gerekir. Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitdrleri Alzheimer hastaliginin
tedavisi ile yakindan iligkilidir. Asetilkolin, Alzheimer hastalarinda yeterince
uretilmemektedir. Asetilkolini parcalayan asetilkolinesteraz enziminin frenlenmesi ile
Alzheimer hastaliginin ilerlemeyecegi diisiiniilmektedir. Beyindeki yaslanma vb.
norolojik rahatsizliklarin tedavisi i¢in en ¢ok tercih edilen ilaglar asetilkolin ve
batirilkolin diizeyini arttiran ilaglardir, bu amagla c¢esitli dogal irtinlerin aktivitesi
arastirillmaktadir (Atta-ur-Rahman ve Choudhary, 2001; Agrawal ve ark., 2009).

Bu c¢alismada Nepeta congesta var. congesta’nin Asetikolinesteraz inhibisyonu
2.69+0.03 mg GALAE/g, Butirilkolinesteraz inhibisyonu 2.99+0.7 mg GALAE/g olarak
Ol¢tilmiistiir (GALAE: galantamin esdegeri) (Tablo 9, Sekil 10).

Tablo 9. Nepeta congesta var. congesta’nin Asetikolinesteraz ve Butirilkolinesteraz Inhibisyonu

Ozt Asetikolinesteraz inhibisyonu Butirilkolinesteraz inhibisyonu
(mg GALAE/qg 6zit) (mg GALAE/qg 6zit)
Metanol 2.69+0.03 2.9940.7

*Ortalama + Standard Sapma. GALAE: galantamin esdegeri
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Nepeta congesta var. congesta’nin Asetikolinesteraz ve
mg GALAE/ g Butirilkolinesteraz inhibisyonu

ozit

3,5 -
2,99

3 - 2,69
2,5 -

2 -
1,5 -

1 -
0,5 -

0

Asetikolinesteraz inhibisyonu Butirilkolinesteraz inhibisyonu
(mgGALAE/g 6ziit) (mgGALAE/g 6ziit)

Sekil 10. Nepeta congesta var. congesta’nin Asetikolinesteraz ve Butirilkolinesteraz Inhibisyonu

Loizzo ve ark. (2010), Salvia leriifolia Benth (Lamiaceae) ile ilgili yaptiklari
calismada antioksidan 6zelliklerini ve kolinesteraz inhibitor aktivitesini arastirmiglardir.
Kolinesteraz inhibitor aktivitesini, asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz’a karsi
modifiye kolorimetrik Ellman yontemini kullanarak inceledikleri ¢alismalarinda AChE
ve BUChE igin sirasiyla % 50 (ICso) degeri olan 0.59 ve 0.21 mg / mL sonuglarini elde
etmiglerdir. Bu nedenle, S. leriifolia’ nin, fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle, yaslilarda
veya Alzheimer hastaligindan etkilenen hastalarda, bellegi gelistirmek igin nutrasotik
bir {irlin olarak kullanilmasi igin iyi bir aday olacagini varsaymislardir.

Yilmaz (2011), Nepeta sorgerae ve Nepeta obtusicrena’nin anti-alzheimer
bilesenleriyle ilgili yaptigi c¢alismasinda Ellman yontemini kullanmis ve Nepeta
sorgerae’ nin metanol ekstresinin AChE ve BUChE i¢in sirasiyla % inhibisyon
degerlerini 23.14 ve 20.35 olarak bulmustur. Ayni sekilde Nepeta obtusicrena igin ise
25.16 ve 19.37 sonuglarini elde etmistir.

Zengin ve ark. (2014), Sideritis galatica Bornm.’nin anti-alzheimer ve
antidiabetik etkiyi inceledikleri ¢alismalarinda Ellman yontemini kullanmis ve Sideritis
galatica’ nin metanol ekstresinin asetilkolinesteraz inhibisyon degerini, 3.87 +0.13 mg
GALAE/qg, butirilkolinesteraz inhibisyon degerini ise 18.33 +1.26 mg GALAE/g olarak

bulmuslardir.
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4.2.2. Tirozinaz

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya
katekolaz olarak da bilinir. Tirozinaz ismi substrat olarak enzimin tirozin
(monohidroksifenilalanin) ve dihidroksifinilalanine kars1 spesifikligi  nedeniyle
verilmistir (Whitaker, 1994). Tirozin; dopamin, norepinefrin, epinefrin, melanin ve
tiroksinin 6n maddesidir. Endojen olarak fenilalaninden sentez edilir. Proteinlerle
viicuda alinir. Daha yaygin olarak bitkilerde bulunmasina ragmen, mikroorganizmalarda
genellikle mantarlarda ve insanlarda dahil olmak iizere hayvansal organizmalarin
Ozellikle deri, sa¢ ve goz pigmentlerinde bulunur (Khan ve ark., 2004; Parvez ve ark.,
2007).

Tirozinaz sebze ve meyvelerdeki enzimatik kahverengilesmeden de sorumludur.
Tirozinaz tirozinin, DOPA ve DOPA kinona oksidasyonunu katalizler. Tirozinaz,
yillardir kozmetik ve tarim ile birlikte besin endiistrisindeki kullanimi igin
aragtirtlmaktadir. Son yillarda tip endistrisindeki uygulamalar1 oldukg¢a popiilerlik
kazanmistir ¢linkii pigmentasyon ve vitiligo, malign melanoma diger cilt
bozukluklarindan koruma etkisine sahiptir (Maeda ve Fukuda, 1991).

Ekstrenin antitrozinaz etkisi 30.29 mgKAE / g olarak bulunmustur (Tablo 10,
Sekil 11).

Tablo 10. Nepeta congesta var. congesta’nin Tirozinaz inhibisyonu

Ozut Tirozinaz inhibisyonu (mgKAE/g 6ziit)

Metanol 30.29+0.83

*Ortalama + Standard Sapma.KAE: kojik asit egdegeri
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Nepeta congesta var. congesta’nin Tirozinaz inhibisyonu

mg KAE/ g oziit
35 +

30,29

30 -

25 -

20 -

15 A

10 A

5 4

0

Tirozinaz inhibisyonu (mgKAE/g 6zit)

Sekil 11. Nepeta congesta var. congesta’nin Tirozinaz Inhibisyonu

Calay (2010), yaptig1 ¢alismasinda arastirdig1 bitkiler icinde 1Csy degerinin en
diisuk olmasi nedeniyle, sulu ekstreler arasinda en yiiksek oranda tirozinazi inhibe eden
ekstrenin karadut ekstresi (ICso 0.075) oldugunu bulmustur. Karadutu takiben kiraz
(ICso 0.08) ve greyfurt (ICso 0.08) sulu ekstrelerinin 1Csy degerlerinin disiik olmasi
nedeniyle inhibitor etkisinin oldugunu tespit etmistir. Dutun enzimi yuksek oranda
inhibe etmesinin nedeninin bitkide bulunan fenolik, flavonoid, kuarsetin ve betulinik
asid gibi bilesiklerden dolay1 oldugunu ileri siirmiistiir. 1Cso degerine gore en yuksek
tirozinaz inhibisyonunun sirasiyla; sarimsak, karadut, havug, nar, kayisi, mantar, kivi,
beyaz dut, ananas, kiraz, ayva, biber, patlican, greyfurt, musmula, elma da bulundugunu
saptamigtir.

Kaempferol, kuarsetin (Chen ve Kubo, 2002), gibi bazi tirozinaz inhibit0ri

flavonoidler gesitli bitkilerden izole edilmistir.

4.2.3. a-amilaz ve a-glukozidaz

Tokluk kan sekerinin diisiiriilmesi igin terapdtik yaklagimlardan birisi, sindirim
organlarindaki o-amilaz ve o-glukozidaz gibi karbohidrat hidroliz enzimlerinin
inhibisyonuyla glukoz emilimini geciktirmektir (McCue ve ark., 2005). Bu nedenle,
yeni farmokolojik ajanlar gelistirmek i¢in yapilan ¢aligmalar, a-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyonu uzerinedir (Kim ve ark., 2000; Johnston ve ark., 2002).

Diabetes mellitus tedavisinde giinimizde insilin ve oral antidiyabetikler tercih

edilse bile 6zellikle gelismekte olan iilkelerde bu ilaglarin saklama kosullar1 ve yan
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etkileri gibi bircok nedenden dolay1 alternatif olarak yeni ve dogal antidiyabetik ilag
arayiginda yonelim artmistir. Glinlimuzde etnobiyolojik verilere gore; 800 civari bitki
diyabet tedavisinde kullanilmaktadir (Hamdan ve Afifi, 2004; Eidi ve ark., 2005).

Bitki 0zUttnin amilaz inhibisyonu 0.36£0.04 mmolACAE/g, glukozidaz
inhibisyonu 0.67+0.02 mmolACAE/g olarak ol¢iilmiistlir (ACAE: akarboz esdegeri)
(Tablo 11, Sekil 12).

Tablo 11. Nepeta congesta var. congesta’nin amilaz ve glukozidaz inhibisyonu

Ozut Amilaz inhibisyonu Glukozidaz inhibisyonu (mmol
(mmolACAE/g 6zit) ACAE/g 6ziit)
Metanol 0.36+0.04 0.67+0.02

*QOrtalama + Standard Sapma. ACAE: akarboz esdegeri

Nepeta congesta var. congesta’nin amilaz ve glukozidaz
mmol ACAE/ g inhibisyonu

ot
0,7 -
0,6 -

05 -
04 - 0,36

0,67

0,3
0,2
0,1 -
0]

Amilaz inhibisyonu (mmolACAE/g Glukozidazinhibisyonu (mmol
oziit) ACAE/g 6zlit)

Sekil 12. Nepeta congesta var. congesta’nin amilaz ve glukozidaz Inhibisyonu

Eskandani ve ark. (2016), Lamiaceae familyasinda olan tiirlerle ilgili Diabetes
mellitus ile baglantili enzim inhibitor potansiyeli (izerine yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
Lamiaceae bitkilerinin amilaz ve glukozidaz inhibitor potansiyellerini tespit etmisler ve
13 bitkinin metanol ekstrelerinin enzim inhibitor yeteneklerini rapor etmislerdir. Bu
bitkilerden iki tanesinde;

Nepeta ispahanica Boiss. 0.189 + 0.003 a- amilaz, 1.256 + 0.053 a- glukozidaz

Salvia syriaca L. 0.166 = 0.010 a- amilaz, 1.264 *+ 0.062 a- glukozidaz
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olarak inhibisyon degerlerini tespit etmislerdir. Nepeta ispahanica bitkisinin o- amilaz
inhibisyon degerini Salvia syriaca bitkisinden daha yiliksek, Salvia syriaca bitkisinin o-
glukozidaz inhibisyon degerini Nepeta ispahanica’dan daha yuksek olarak rapor
etmislerdir.

Zengin ve ark. (2014), Sideritis galatica Bornm.’nin anti-alzheimer ve anti-
diabetik etkiyi inceledikleri ¢alismalarinda Sideritis galatica’ nin metanol ekstresinin a-
amilaz inhibisyon degerini, 0.41 +0.01 mmol ACE/g, a- glukozidaz inhibisyon degerini
ise 1.68 £0.28 mmol ACE/g olarak tespit etmislerdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar

Yurdumuz bitki c¢esitliligi acisindan olduk¢a zengin bir iilkedir. Lamiaceae
familyasi da bu zenginlik igerisinde tiir sayis1 bakimindan olduk¢a 6nemli bir yerdedir.
Bu tez ¢alismasinda Nepeta congesta var. congesta bitkisinin antioksidan kapasite ve
enzim inhibitdr aktivitesi arastirilmistir. Bitkisel materyalin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde tek bir metot bitkinin antioksidan kapasitesini tlimiiyle yansitmayacagi
igin cesitli metotlar uygulanmistir. Metot olarak literatiirlerde de en sik karsilasilan:
total antioksidan kapasite, DPPH metodu, ABTS metodu, demir ve bakir indirgeme
glicii metotlari, metal selatlama metodu calisilmistir. Ayrica c¢alismamizda bitki
ekstrelerindeki total fenolik ve flavonoid miktarlarini tespit ederek bitki tiiriiniin
bilinmeyen 6zellikleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Sonug olarak total antioksidan kapasite
1.61 mmolTE/g, DPPH radikal siipiirme etkinligi 46.54 mgTE/g, ABTS degeri 50.53
mgTE/g, bakir indirgeme giicii 104.43 mgTE/g, demir indirgeme gucl 67.03+1.96
mgTE/g, metal selatlama kapasitesi 49.34 mgEDTAE/g olarak bulunmustur. Metanol
Ozitinde 32.03 mgGAE/g fenolik igerik, 14.71 mgRE/g flavonoid icerik tespit
edilmisgtir.

Enzim inhibitor aktivitenin belirlenmesine yonelik ise anti-kolinesteraz aktivite,
anti-butirilkolinesteraz aktivite, anti-trozinaz aktivite ve antidiabetik (o-amilaz ve a-
glukozidaz inhibisyonu) etkinin belirlenmesine yonelik testler uygulanmistir. Bu
calisma sonucunda ekstraktlarin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibit6r
aktiviteleri sirasiyla 2.69 ve 2.99 mgGALAE/g olarak bulunmustur. Ekstrenin
antitrozinaz etkisi 30.29 mgKAE/g olarak bulunmustur. Bitki ozltlimdzin amilaz
inhibisyonu 0.36 mmolACAE/g, glukozidaz inhibisyonu ise 0.67 mmolACAE/g olarak
Olciilmiistiir.

Sonu¢ olarak Nepeta congesta var. congesta bitkisinin metanol ekstraktlari

antioksidan kapasitesi ve enzim inhibisyon aktivitesine sahiptir.

5.2. Oneriler

Diinyada giderek 6nemi daha da artan bitkisel ilag kullanimi, tilkemizdeki bitki
tiirlerinin zenginliginin genis olmas1 agisindan oldukca 6nemlidir. Bu agidan iilkemizde
de bitkilerle yapilan ¢alismalar giderek artmaktadir.

Nepeta taksonlar1 iizerine yapilan calismalarin ¢ogu morfolojik ve sistematik

calismalardir. Bitkimiz ile ilgili literatiirde ¢alisma bulunmamasi c¢alismamizi 6zgiin
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kilmaktadir. Calismada antioksidan aktivitesine ve enzim inhibisyonuna ait elde edilen
bulgular 6zellikle ilk olmasi agisindan literatiire 6nemli bir katki saglayacaktir. Ayrica
bu tez caligmasi tiir iizerinde arastirilacak yeni c¢aligmalara 1sik tutarak temel

olusturacaktir.
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