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OZET

Lactuca boissieri, Cicerbita petiolata ve Lactuca bourgaei Tiirlerinin Bilesenleri ve
Biyolojik Etkinlik Arastirmalar:

Dogal iiriinler, farmakoloji ve tipta 6nemli bir rol oynamaktadir. Lactuca
Asteraceae familyasina ait 6nemli bir cinstir. Ozellikle 1liman ve sicak bolgelerde yayilis
gosteren bu cins Avrupa, Asya, Kuzey Amerika, Avustralya ve Afrika’da yaygin olarak
yetismektedir. Cinse ait bitkiler, hem ekonomik, hem de tibbi agidan onemli tiirleri

bilinyesinde bulundurmaktadir.

Doktora tez kapsaminda Lactuca boissieri, Lactuca bourgaei ve Cicerbita petiolata
tirlerinin toprak istii kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle (hekzan, kloroform, etil asetat,
metanol ve su) hazirlanan ekstraktlar {izerinde ilk kez biyolojik aktivite (antioksidan,
antimikrobiyal, enzim inhibisyonu ve sitotoksik aktivite) ve fitokimyasal caligmalar
gerceklestirildi. Tiirlerin antioksidan kapasiteleri, Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini,
FRAP Olgiimii, CUPRAC Tayini ve DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini ile
belirlendi. Biyolojik aktivite ¢alismalarinin sonucunda, tiirlerin orta diizeyde antioksidan
ve antimikrobiyal kapasiteye sahip oldugu gozlemlendi. Ekstrelerin enzim inhibisyonu
caligmalar1 asetilkolinestereaz, tirozinaz ve a-glukozidaz enzimleri kullanilarak
gerceklestirildi. Ekstrelerin sadece tirozinaz enzimine karsi iy1 inhibisyon gerceklestirdigi
goriildii. Metanol ekstrelerinin MTT testi kullanilarak saglikli fare fibroblast hiicreleri
tizerinde yapilan sitotoksisite caligmasi sonucunda ekstrelerin herhangi bir toksik etki
gostermedigi goriildi. Biyolojik aktivite ¢alismalar1 sonucunda L. bourgaei tiiriiniin

digerlerine gore daha 1yi aktivite sergiledigi gorildii.

Tiirlerin HPLC-DAD ile fenolik igerigine bakildiginda her iig tiirde 8 tane fenolik
asit (protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit ve
kikorik asit) ve 4 tane flavonoid (luteolin-7-glukozit, apigenin-7-glukozit, luteolin,
apigenin) bilesigi ortak olarak bulundu. Ayrica bitkilerin ugucu yaglarinin GC-MS ile
kimyasal icerigine bakildiginda ise her ii¢ bitkide dekanal, (E,E)-2,4-nonadienal, (2E)-
dekenal, (E,E)-2,4-dekadienal, tridekanal, tetradekanal, fiton ve hekzadekanoik asit ortak

olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, Antioksidan, Bitki Kimyas1, Enzim inhibisyonu
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ABSTRACT

Components of Lactuca boissieri, Cicerbita petiolata, Lactuca bourgaei Species and

Biological Activity Studies

Natural products play an important role in pharmacology and medicine. Lactuca is
an important genus of the Asteraceae family. This genus, which is particularly widespread
in temperate and warm regions, is commonly found in Europe, Asia, North America,
Australia, and Africa. The plants belonging to this genus include species that are
significant both economically and medicinally.

As part of a doctoral thesis, biological activity (antioxidant, antimicrobial, enzyme
inhibition, and cytotoxic activity) and phytochemical studies were conducted for the first
time on extracts prepared from the aerial parts of Lactuca boissieri, Lactuca bourgaei and
Cicerbita petiolata species, using different solvents (hexane, chloroform, ethyl acetate,
methanol and water). The antioxidant capacities of the species were determined using
Total Phenolic Content Assay, FRAP Measurement, CUPRAC Assay, and DPPH Radical
Scavenging Activity Assay. As a result of the biological activity studies, it was observed
that the species possess moderate antioxidant and antimicrobial capacities. The enzyme
inhibition studies of the extracts were conducted using acetylcholinesterase, tyrosinase, and
a-glucosidase enzymes. It was found that the extracts exhibited good inhibition only
against the tyrosinase enzyme. As a result of the cytotoxicity study conducted on healthy
mouse fibroblast cells using the MTT assay, it was found that the methanol extracts did not
exhibit any toxic effects. As a result of the biological activity studies, it was observed that

L. bourgaei exhibited better activity compared to the others.

When analyzing the phenolic content of the species using HPLC-DAD, a total of 8
phenolic acids (protocathechuic acid, p-OH benzoic acid, chlorogenic acid, vanillic acid,
caffeic acid, and chicoric acid) and 4 flavonoids (luteolin-7-glucoside, apigenin-7-
glucoside, luteolin, apigenin) were found to be common in all three species. Additionally,
the chemical composition of the essential oils of the plants analyzed by GC-MS revealed
that all three plants contained common compounds, including decanal, (E,E)-2,4-
nonadienal, (2E)-decanal, (E,E)-2,4-decadienal, tridecanal, tetradecanal, phytol and

hexadecanoic acid.

Key Words: Antimicrobial, Antioxidant, Enzyme Inhibition, Phytochemistry
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1. GIRIS ve AMAC

Caglar boyunca insanlar yiyecek, barinak, giyim, ulasim ve en énemlisi ilaglar gibi
temel ihtiyaclarini karsilamak i¢in dogadan faydalanmuslardir. Ozellikle bitkiler iyilestirici
Ozelliklerinden dolay1 binlerce yildir var olan ve insanliga yeni careler sunmaya devam
eden geleneksel tip sistemlerinin temelini olusturmustur (1, 2). Giliniimiizde gelismekte
olan iilkelerde geleneksel tip, temel saglik ihtiyaclarini karsilamak i¢in hayati bir rol
oynamaktadir. Diinya Saglik Orgiiti'ne gore niifusun %80’i saglik hizmetleri icin
cogunlukla geleneksel tibba glivenmektedir. Bu durum genel olarak bitkisel ilag¢larin yan
etkiler igermemesi, uygun fiyathh ve yerel olarak kolay bulunabilir olmalarindan
kaynaklanmaktadir (3). Bitkiler farmakolojik aragtirmalarin ve ilag gelistirmenin 6nemli
hammadde kaynaklar1 olmakla beraber ayn1 zamanda sanayilesmis iilkelerde de giderek
artan bir sekilde destekleyici veya alternatif tip olarak kullanilmaktadir. Bugiin diinya
niifusunun neredeyse %90°1 taze veya islenmis tibbi ve aromatik bitkileri kullanmakta olup

kullanilan ilaglarin %25°i bitki temelli kaynaklardan elde edilmektedir (4-7).

Bitkilerin tibb1 kullanimi antik caglara kadar uzanmakta olup tiim kiiltlirlerde taze
ya da kurutulmus bitkilerin meyve, yaprak, govde, kok ve kabuk gibi farkli kisimlarindan
hazirlanan droglar (ekstre, merhem, ¢ay) cesitli hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla
kullanilmistir.  Bitkilerin  tibbi  kullanimima dair en eski belgelenmis kayitlar
Mezopotamya'da (M.O. 2600) ¢ivi yazistyla kil tabletler iizerine yazilmistir. Bu tabletlerde
binlerce farkli bitki ile ilgili bilgiler bulunmaktadir. Bunlar arasinda yara tedavisinde
kullanilan ve sonradan antimikrobiyal ozelliklere sahip oldugu bulunan Commiphora
myrrha bitkisinden elde edilen regine, Cupressus sempervirens (servi) tiirlerinin yaglari,
Glycyrrhiza glabra (meyan) bitkisinin kokii ve Papaver somniferum (hashas) suyu yer
almaktadir. Bu bitkiler glinlimiizde hala Oksiiriik, iltihap ve soguk alginligi gibi cesitli
rahatsizliklarin tedavisi icin kullamlmaktadir (8, 9, 1). M.O 1550°de antik Misir’in Ebers
Papiriisii’'nde i¢inde kenevir ve sarimsak gibi bitkilerin yer aldigi 800 tibbi bitki
kaydedilmistir (10). Diger eski kayitlar arasinda Hint geleneksel tibbi olan Ayurveda
(M.O. 1900) bulunur ve bu kayitlarda yiizlerce farmakolojik etkili bitki ve baharat
belgelenmistir (11). Bir diger eski kayit ise yillardir iyi bir sekilde korunmus ve
belgelenmis olan antik Geleneksel Cin Tibbi’dir. Cin topluluklari antibakteriyal etkisi

olduguna inandiklar1 kiiflii soya peynirini, cilt enfeksiyonlar1 tedavisi i¢in kullanmiglardir.



Bu kayitlarin yaninda diinya genelindeki gesitli kiiltiirler de (Roma, Yunan) agri kesici

veya ¢esitli enfeksiyon hastaliklari i¢in kullandiklari farkl bitkileri belgelemislerdir (8).

Bugiin bitkiler, geleneksel tip sistemlerinden modern tipa, besin takviyelerinden
halk ilaclarina, farmasotik ara iirtinlerden sentetik ilaglarin kimyasal bilesenlerine kadar
bir¢ok alanda biyokaynak olarak kullanimlari nedeniyle biiylik bir 6neme sahiptir (12).
Diinya genelinde dogal ve yari sentetik kaynaklardan bircok yeni antibiyotik elde
edilmektedir. Bu antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi igin etkilidir. Ancak
antibiyotiklerle iliskilendirilen bir¢ok yan etkiye de sebep olmaktadirlar (13, 14). Son
yillarda modern tibbin kronik hastaliklara karsi kalici bir ¢6ziim sunamamasi, hastaliklar
tedavi etmek i¢in kullanilan ilaglara direng gosteren bakteri ve parazitlerin varligi ve bazi
antibiyotiklerin etkili olmalarina ragmen kullanimlar1 sirasinda hipersensitivite, bagisiklik
baskilanmasi ve alerjik reaksiyonlar gibi olumsuz yan etkilerle sahip olmasi nedeniyle
geleneksel tipta kullanilan bitki ekstrelerine ve bitkilerin biyolojik olarak aktif
bilesenlerine biiyiik ilgi gosterilmektedir (15, 16). Bitkisel ilaglarin kolay erisirebilirlik,
diisiik maliyet ve daha az yan etkiye sahip olma gibi birgok avantaji oldugu bilinmektedir
(17). Glintimiizde kozmetik ve ilaclar da dahil olmak iizere biyolojik olarak aktif maddeler
igeren bircok farkli tibbi ¢ay ve bitki tiriinii yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (18). Diinya
tizerinde 391.000 damarli bitki tiiri bulunmaktadir. Ancak bunlarin iginde yalnizca
%6’sinin  biyolojik aktivitesi incelenmis ve sadece %15’ fitokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Bu durum g¢esitli bitkilerde heniiz kesfedilmemis bircok tedavi edici

bilesigin olabilecegini gostermektedir (19, 20).

Bitkiler biyoaktif dogal bilesiklerin en zengin kaynaklarindan biridir.
Tohumlarinda, kabuklarinda, koklerinde, yapraklarinda veya meyvelerinde farkli yapilarda
bircok kimyasal bilesik iiretebilme yetenegine sahiptir (21). Bu kimyasallar, birincil ve
ikincil (sekonder) metabolitler olmak {izere iki ana gruba ayrilir. Birincil metabolitler
hiicresel hayatta kalma ve c¢ogalma ile ilgiliyken ikincil metabolitler patojenlere ve
zararhilara kars1 bitkiyi savunmada kritik bir rol oynarlar. Sekonder metabolitler bitkilerde
dogal olarak bulunan biyolojik olarak aktif, diisiik molekiil agirliginda, farkli yapisal
cesitlilige sahip kimyasal bilesiklerdir. Bitkilerin kok, gbvde, yaprak, cicek, meyve ve
tohum gibi bir¢ok organinda birikebilirler. Bitkiler 300.000’den fazla ikincil metabolit
sentezler ve bunlarin sentezini engellemek, bitkilerin biyotik streslere karsi direnglerini

ciddi sekilde azaltmaktadir. Bu metabolitler meyveler, sebzeler, baklagiller, kuruyemisler,



tahillar ve baharatlar gibi bir¢ok besinin i¢inde bulunur ve bitkinin rengine, aromasina ve
lezzetine katki saglarlar. Ayrica bitkileri kirlilik, stres, kuraklik, UV radyasyon ve patojen
gibi cevresel tehlikelerden korurlar. Bazi sekonder metabolitler allelopatik aktiviteler
gerceklestirirken bazilar1 ugucu 6zellikleriyle gigekleri tozlastirmak ve bocekleri gekmek
icin sinyal bilesikleri olarak gorev alirlar. Sekonder metabolitler kimyasal yapilarina gore
fenolik bilesikler (flavonoidler, fenolik asitler), terpenoidler ve alkaloidler gibi ¢esitli alt
gruplara ayrilir. Bitki ekstreleri sahip olduklar1 bu biyoaktif bilesikler sayesinde ¢esitli
farmakolojik aktiviteler gosterirler (14, 22-24). Bitkilerin kendilerini korumak i¢in bu
kimyasallar1 trettikleri iyi bilinmekle birlikte, yapilan arastirmalar antioksidan aktivite,
antimikrobiyal etki, detoksifikasyon enzimlerinin modiilasyonu, bagisiklik sisteminin
uyarilmasi, trombosit agregasyonunun azaltilmasi, hormon metabolizmasinin modiilasyonu
ve antikanser gibi biyolojik Ozelliklerinden dolay1 bu bilesiklerin insanlar1 hastaliklara
karsi da koruyabilecegini gostermistir. Bu bitkisel bilesikler kalp hastaliklari, kanser,
diyabet, yiiksek tansiyon ve yasa bagli goz hastaliklar1 gibi gesitli hastaliklarin tedavisi igin
onerilmektedir (24).

Diinya iizerindeki tiim aerobik organizmalar i¢in oksijen gereklidir ancak bazi
durumlarda oksijen zararl etkilere neden olabilmektedir. Oksijenin zararl etkilerinin temel
nedeni, serbest oksijen radikallerinin iiretimidir. Normal metabolizma sirasinda iiretilen bu
radikaller kararsiz ve ¢ok reaktif bilesiklerdir. Biyolojik sistemlerde radikallerin asirt
tiretimi ve birikimi oksidatif strese neden olur ve bu durum DNA, lipitler veya proteinler
gibi biyomolekiiller {izerinde hasara yol acar. Oksidatif stres, aerobik yasamin kaginilmaz
bir sonucudur ve cesitli hastaliklara (kardiyovaskiiler hastaliklar, seker hastaligi, kanser)
yol agar. Serbest radikallerle iligkili en yaygin hastaliklar arasinda, arterioskleroz, artrit,
diyabet, kanser, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar bulunmaktadir (14, 25-27).
Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girebilen ve hiicre yapilar1 zarar gérmeden
once zincir reaksiyonunu sonlandirabilen bilesiklerdir (28). Insan viicudu, serbest
radikallere karsi yapisal molekiilleri korumak i¢cin hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemlerine sahiptir (29). Bu savunma sistemleri normal
fizyolojik kosullar altinda serbest radikallerin zararli etkilerini kontrol ederek sistemi
denge durumunda tutma yetenegine sahiptir. Ancak bazi durumlarda serbest radikallerin
cevresel kirleticiler, radyasyon, kimyasallar nedeniyle asir1 iiretimi sonucunda dogustan
gelen savunma sistemleri yetersiz kalabilir. Bu nedenle insan viicudundaki serbest radikal

miktari1 dengelemek ve yeterli antioksidan seviyesini siirdiirebilmek igin belirli
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miktarlarda dis kaynakli sentetik veya dogal antioksidanlara siirekli ihtiya¢ vardir. Bir¢cok
sentetik antioksidan c¢ok etkilidir ancak sentetik antioksidanlarin yan etkileri nedeniyle
dogal antioksidanlar daha ¢ok tercih edilmektedir. Boyle durumlarda gida antioksidanlari,
oksidatif stresin etkilerini azaltabilecek takviyelerdir (30, 31). Bitkiler, dogal
antioksidanlarin 1iyi bir kaynagidir. Fenolikler ve flavonoidler gibi sekonder bitki
metabolitleri ¢esitli meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunur. Bu bilesenler viicudun
antioksidan potansiyelini artirarak serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerine karsi
etkili bir savunma saglar. Ayrica epidemiyolojik arastirmalar, antioksidan agisindan zengin

diyetlerin hastaliklarin 6nlenmesinde faydalari oldugunu gostermistir (32-34).

Tiirkiye, genis floristik cesitliligi ile tibbi ve aromatik bitkiler acisindan oldukga
zengindir. Tiirkiye florasinda 3035’i endemik olan yaklagik 11707 bitki taksonu
bulunmaktadir. Ayrica Avrupa’nin en zengin florasina sahiptir. Anadolu'da bitkiler tarih
boyunca gida kaynagi, ilag, hayvan yemi, ¢ita ve bazi arag-gereglerin kaynagi olarak
yaygin bir sekilde kullanilmistir. Toplumun modernlesmesiyle bitkilerin geleneksel
kullanim1 azalmasia ragmen bazi kirsal bolgelerde insanlar hala saglik bakimi igin

geleneksel tibb1 kullanmaktadir (35-38).

Asteraceae ailesi, diinya genelinde Antarktika disindaki tiim bolgelerde yetisen
cicekli bitkilerin en zengin bitki ailesidir. Bu aile, marul ve karahindiba gibi iyi bilinen
tibbi bitkileri icermesinin yaninda papatya, aycicekleri ve hindiba gibi siis bitkilerini de
icerir. Asteraceae ailesine air tiirler uzun yillardir ilag olarak kullanilmakta ve insan
diyetinin bir pargasi olmaktadir. Ornegin, Carduus tiirleri geleneksel tipta hemoroid ve
kardiyotonik tedaviler i¢in, Onopordum tauricum tiirii karaciger hastaligi tedavisinde,
Onopordum acanthium'un ¢igekleri ve kokleri ates diisiiriici ve idrar soktiiriici olarak,
Centaurea solstitialis bitkisi ise Tiirk halk tibbinda mide problemleri, karin agris1 ve soguk
algmhigmi tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Ayrica halk tibbinda ates bocegi olarak da
bilinen Tanacetum parthenium bitkisinin bas agrisi, migren, bulanti, kusma, mide agrisi,
romatizma ve diger iltihaplar1 tedavi etmek i¢in kullanildigi bilinmektedir. Asteraceae
ailesine ait farkl: tiirler, ugucu yaglar, lignanlar, tanenler, flavonoidler, alkaloidler, fenolik
asitler ve saponinler de dahil olmak iizere ¢cok miktarda ikincil metabolite sahiptir. Bu
metabolitler sayesinde antioksidan, anti-enflamatuar, antimikrobiyal aktivite, diiiretik ve
yara iyilestirici gibi ¢esitli farmakolojik 6zellikler gosteriler. Bu sayede kalp hastaliklari,

hipertansiyon ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisi igin kullanilirlar (39, 40).



Glinlimiiz diinyas1 ¢esitli hastaliklarla kars1 karsiyadir. Bu hastaliklarin tedavisi igin
bitkilere olan ilginin artmaya basladigi bu donemde, tez kapsaminda biri endemik ii¢ bitki
tirtiniin (Lactuca boissieri, Lactuca bourgaei, Cicerpita petiolata) biyolojik aktiviteleri ve
fitokimyasal igeriklerinin incelenmesi amag¢lanmistir. Bitkilerin toprak iistii kisimlarindan
farkli ¢oziictilerde hazirlanan ekstraktlarinin (hekzan, kloroform, etil asetat, metanol ve Su)
toplam polifenol igerigi, enzim inhibisyonu (tirozinaz, asetilkolinesteraz ve a-glukozidaz)
antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksitite aktivitesi belirlenerek her ii¢ bitkinin kendi
aralarinda karsilastirilmalart yapilmistir. Ayrica kromatografik yontemlerle ugucu yag ve
fenolik igerikleri de belirlenmistir. Literatiirde yapilan taramalar sonucunda bu ti¢ bitki tiirti

ile ilgili herhangi bir biyolojik aktivite ve fitokimyasal ¢alismaya rastlanmamustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Asteraceae (Compositae) Familyasi

Asteraceae ailesi ¢igekli bitkilerin en biiyilik ailesi olarak kabul edilir ve sinonim
olarak “Compositac” adiyla da bilinmektedir. Diinya’da yaklasik 1600-1700 cins ve
24.000’e yakin tiir ile ¢i¢cekli bitkilerin en ¢ok tiir bulunduran ailesidir (41, 42). Tirkiye'nin
bitki cesitliligi acgisindan en biiyiilk familyalarindan biri olan Asteraceae, Tiirkiye
Florasi'nda yaklagik 1300 farkli tiirle, en fazla tiire sahip olan familya olarak One
cikmaktadir. Bu tiirlerin 447°si sadece Tirkiye'ye 6zgidiir ve endemizm oran1 %37’yi
bulmaktadir. Ayrica, Tirkiye Florasi i¢inde bu familyaya ait tam 134 farkli cins
bulunmaktadir (35, 43-45).

Asteraceae ailesi, Antarktika disinda diinya genelinde, Akdeniz iklimine sahip olan
bolgeler, coller ve cevrelerindeki alanlar, orman habitatlari, agik ¢ayirlar ve bozkirlar gibi
cesitli ekolojik yasam alanlarinda genis bir sekilde dagilmistir (41, 42). Ailenin iiyeleri,
Gilineybati1 Amerika ve Meksika, Giliney Brezilya, And Daglar1 boyunca, Akdeniz Bolgesi,
Giineybat1 Asya, Orta Asya, Giiney Afrika ve Avustralya gibi bolgelerde yaygin olarak
bulunur. Tiirkiye’de ise Dogu Anadolu, Giiney ve I¢ Anadolu’da yayilis gdstermektedir
(46-48). Bu ailenin bazi iiyeleri yaygin olarak bulunurken birgogu agresif yabani otlar
olarak kabul edilir. Cogu tiir, belirli bir bélge veya habitatla siirlidir. Ayrica habitat
tahribat1 ve kiiresel 1sinma gibi faktorler sebebiyle birgok tiirtin nesli tilkenme tehlikesi ile

kars1 karstyadir (41).

Asteraceaec  familyasi geleneksel olarak Barnadesioideae, Cichorioideae,
Asteroideae olmak {izere 3 alt familyaya ait toplam 21 tribus (oymak) ile
siniflandirilmaktadir. Asteraceae ¢ok fazla tiir ¢esitliligi ile biiyiik bitki ailelerinden kabul
edilir. Bununla birlikte bu ¢ok fazla tiir ¢esitliligi insanlar i¢in kullanigh tiirlerin sayisiyla
orantil1 degildir. Compositae, en biiylik bitki ailelerinden biri olmasina ragmen, ekonomik
olarak 6nemli bitki tiirlerinin ¢cogu Anthemideae, Cardueae, Heliantheae ve Lactuceae gibi
oymaklarda yogunlasmistir. Bu aile tarafindan saglanan baslica iiriinler sap ve yaprak
tirtinleri, kok ve yumru iriinleri ve tohum yaglaridir. Yine de Compositae ailesi lif, ahsap
ve ahgap dUriinler disinda neredeyse tiim diger tarim bitkisi kategorilerinde temsil
edilmektedir. Yerel diizeyde yiizlerce Asteraceae tiirii bitkisel ilaglar, boyalar, siis bitkileri

ve aroma verici maddeler olarak kullanilmaktadir (41, 49).



Asteraceae bitkilerinin morfolojisi ¢esitlidir. Bazi tiirler 30 metreyi asan agaglar
olarak biiyiiyebilirler. Bununla birlikte digerleri ¢ok yillik veya bir yillik otsu bitkilerdir ve
boyutlar1 bir ila li¢ metre arasinda degisebilir. Yapraklarin bi¢imi degiskenlik gosterir.
Cogu tiiriin yapraklar biiylik olsa da kiiciik ve dikenli olan yapraklar da vardir. Genellikle
yapraklar sirali veya karsilikli, basit veya farkli sekillerde boliinmiis bilesik yapilidir.
Bazilarinda ise yapraklar yoktur ve yesil saplar1 vardir. Cogu yaprak, tiyler ve farkli
uzunluk ve renkteki killar ile kaplidir (42, 50). Asteraceae familyasinda, tubular, iki
dudakli (biabiat) ve liguat (dilsi-ipliksi) olmak iizere ii¢ ¢igek bulunur ve bu ¢icek tipleri bu
ailenin sistematiginde énemli rol oynarlar. Cigek durumu ise ¢ok ¢icekli ya da tek ¢igekli
olabilir. Cigekler, geng¢ ¢iceklerin orta kisimda, yash olanlarin disarida oldugu sarmal
sekilde yerlesebildigi gibi kozalak sekilde de yerlesebilir. Cigek basi (kapitulum) bir veya
birden fazla sirali braktelerden olusan involukrum adi verilen bir yapi tarafindan
cevrelenmistir. Involukrum, bir seri brakte tarafindan olusturuluyorsa bu yap1 bir siralidir.
Eger dis serinin iginde baska bir seri brakte bulunuyorsa involukrum iki siralidir. Ug veya
daha fazla seri brakteden olusuyorsa involukrum ¢ok siralidir. Cok sirali involukrumlarda,
brakteler boyut olarak artar ve {ist iiste bindirilmis bir diizen gosterir. Kapitulumda bulunan
brakteler iki ¢esittir. Birincisi kapitulumun etrafini saran fillari adi verilen dig brakteler,
biiyiikliikleri farkli, sirali, saydam seklindedirler. Ikinci brakte cesidi ise cigekteki
braktelerdir. Bu yapilar zarimsi olabilirler. Kapitulumdaki tiim ¢i¢ekler ayn1 eseyli olabilir
ve bu ciceklerin gorevleri ve yapilart aynmidir. Bu tip kapitulum sekline homogam adi
verilir. Ovaryum tek bolmeli ve alt durumludur. Stilus iki pargali ve ¢esitlidir. Stigma i¢
taraftadir. Meyve, lizerinde pappus olan bir akendir ve biiyiiktlir. Akenin {ist tarafi ¢iplak,
dikensi veya tiiylii olabilir (49, 51).

Asteraceae ailesinin biiyik morfolojik ve cografi c¢esitliligi, terpenoidler,
seskiterpen laktonlar, poliasetilenler, flavonoidler, fenolik asitler, benzofuranlar,
kumarinler ve pirrolizidin alkaloidleri dahil olmak iizere genis bir sekonder metabolit
sentezleme yeteneginden kaynaklanmaktadir. Asteraceae ailesinin ¢ok sayida tiirii, farkl
kimyasal bilesiklere sahip oldugu i¢in, ailenin ikincil kimyas1 arastirmacilar i¢in her zaman
ilgi ¢ceken bir alan olmustur. Bir¢ok arastirmaci bitki evrimi ¢alismalarinda bu alana 6nemli
katkilarda bulunmustur (41). Ornegin, Mabry ve Bohlmann (1977) yaptiklar1 ¢alismada,
ailenin her iiyesinde flavonoidler bulundugunu biiylik bir ¢ogunlugun ise ugucu yaglar ve
triterpenler icerdigini agiklamiglardir. Ayrica aileyi karakterize eden iki benzersiz yapi

smifinin “seskiterpen laktonlar ve asetilenler” oldugunu Pirrolizidin alkaloidleri disinda,
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istisnai olarak rapor edilen biiylik alkaloid siniflar1 olmadigini belirtmislerdir. Bu
bilesiklerin dagilimi ve birikimi, Asteraceae ailesi ile ilgili c¢alismalarinin erken
dénemlerinde taninmis ve bugiin hala kimyasal ¢alismalarla desteklenmektedir (52). Bir
diger ¢alismada ise Zdero ve Bohlmann 1990 yilinda, ailede bulunan kimyasal g¢esitliligi
anlamamizi saglayan bir makale yayinlayarak 5000°den fazla tiirden tespit edilen 7000’den
fazla bileseni Ozetlemislerdir.  Yazarlar, laktonlastirilmis  seskiterpenlerin  ve
poliasetilenlerin birikme egilimine ve ¢ok yliksek oksitlenmis bilesiklerin bulunmasina
dikkat ¢ekerek bu bilesiklerin Asteraceae ailesi iiyeleri i¢in imza kimyasallar oldugunu

belirtmiglerdir (53).

Flavonoidler Asteraceae familyasinda diger kimyasal siniflara gore neredeyse iki
kat daha fazla yaygin olarak bulunur. Bohm ve Stuessy 2001 yilinda yaptiklart
caligmalarda Asteraceae ailesinde bulunan flavonoidlerin tiplerini 6zetlemislerdir. Bu
sonuglara gore bu ailede en ¢ok bulanan flavonoidlerin antosiyaninler, flavanonlar,

flavonlar ve flavonoller oldugu goriilmiistiir.

Terpenoidler, Asteraceae ailesi i¢inde ikinci en yaygin metabolitlerdir.
Seskiterpenler (laktonlar dahil) ve monoterpenler, aile iginde esit derecede yaygindir.
Diterpenler, nispeten daha az yaygin bir sekilde bulunur. Triterpenler, en az bulunan
kimyasal siniflardan biridir. Miktarlarinin azligi, biyolojik 6nemleri ile uyumludur. Cilinkii
triterpenler, steroid hormonlariyla ayni biyosentez grubuna aittir ve fizyolojik etkilerini
cok diisiik dozlarda sergilerler. Saponinler, triterpenlerin glikozitli formlaridir ve
patojenlere karst savunma bilesikleri olarak gdrev yapmanin yani sira, hiicre

membranlarinin yapisi ve islevi agisindan da 6nemli roller oynarlar.

Poliasetilenlerin familyadaki dagilimlari flavonoidler kadar yaygin olmasa da belirli
taksonlarda (Cardueae, Senecioneae, Astereae ve Anthemideae) biiyiik miktarlarda birikme
egilimindedirler. Poliasetilenler, Asteraceae ailesinde 6nemli savunma bilesikleri olarak rol

oynarlar ve bitkiler bu bilesikleri bocekleri 6ldiirmek i¢in kullanirlar.

Kumarinler Asteraceae ailesinde yaygin olarak bulunsa da tiim oymaklarda yaygin
sekilde bulunmazlar. Ailenin i¢inde ¢esitli biyolojik aktiviteler sergileyen kumarin grubu
furanokumarinler olarak bilinir. Poliasetilenler gibi furanokumarinler de patojenlerin ve

bdceklerin 6lmesine veya biiylimesini engelleyen giiclii fototoksik 6zelliklere sahiptir (41).



2.2. Lactuca Cinsinin Genel Ozellikleri

Halk arasinda marul olarak bilinen “Lactuca” cins ismi bitkinin siit benzeri beyaz
O0zsuyunu tanimlayan Yunanca “lac” veya Latince “lactuc” kelimelerinden tiiretilmistir.
Lactuca cinsi, Asteraceae ailesi Cichorioideae alt familyasi, Lactuceae (Cichorieae)
oymagi ve Lactucinae altoymaginda siniflandirilmigtir. Lactuceae oymagi ¢igeklerinin dilsi
olmasi ve bol miktarda siit benzeri bir siv1 olan lateks i¢ermesi ile karakterize edilir. Bu
oymak 98 cinse ve 1550’den fazla tiire ev sahipligi yapar. Lactuca cinsine ait tiirlerin halk
arasinda kullanilan ortak adi “marul” (lettuce) olarak bilinir. Marul ilk kez tohumlarindan
yag liretmek amaciyla antik Misir’da yetistirilmistir. Cinse ait tiirler, genellikle Kuzey
Yarimkiire’nin sicak ve iliman bolgelerinde (Avrupa, Asya, Endonezya, Kuzey ve Orta
Amerika, Afrika) dagilim gosterir. Orta Afrika yagmur ormanlarinda bulunan bazi
endemik tiirler hari¢ bu cinse ait tiirlerin ¢ogunlugu kurak iklim kosullarina iyi adapte

olmuslardir.

Ekolojik olarak gesitli Lactuca tiirleri vardir ve bu tiirler farkli yasam alanlarinda
bulunurlar. Bazi yaygin Avrupa tiirleri (L. serriola, L. virosa, L. saligna ) yol kenarlarinda
yaygin olarak bulunur. Ancak bazi tiirler (L. aurea, L. quercina, L. biennis, L. sibirica)
ormanlik alanlarda yaygindir. Bazi tipik Akdeniz bitkileri (L. intricata, L. tenerrima, L.
viminea) genellikle kayalik yamaglarda yetisirler (54-56).

2.2.1. Lactuca Cinsinin Morfolojik Ozellikleri

Lactuca cinsine ait bitkiler y1llik, iki y1llik veya ¢ok yillik olabilirler. Govdeleri dik,
tiylii veya tiiysliz, asag1r kisimlarda dikenli ve genellikle iclerinde bol miktarda lateks
bulunur. Yapraklar alternat, linear, derin runsinat-pinnatisekt; tiiysiiz, kivrik-pubessent
veya setulozdur. Yaprak renkleri donuk mavimsi yesil, tabanda yaprak sapina benzeyen bir
sap mevcutken st kisimlari sapsizdir. Kapitulum (¢icek basi) homogam, cigek sayis1 5-25
arasinda ve ¢igekler dilsidir. Cigekler sari, leylak renginde veya beyazimsidir. Akenler
homomorfik; yassi, gagali, ¢ok kiiciik yiikselen sert tiiylii ya da yiikselen pulcuklu, ince
gagali, soluk, diizdiir. Sayisiz papus, az ¢ok ince, esit, tiiyler piiriizlii, hemen hemen diiz,
beyaz ya da saman renkli, nadiren dista ¢ok kisa tiiylerin olusturdugu halka mevcuttur.
Ozellikle Lactuca cinsinin tanimlanmastyla ilgili olarak, ii¢ belirgin 6zellik vurgulanmustir.
Bunlar; Bitkinin papus yapilarinin digindaki minik tiiylerin varligi veya yoklugu, akenlerin
uclarinda gaganin bulunup bulunmadigr ve kapitulum {izerinde ortalama kag¢ cicek

oldugudur (54-56).



2.2.2. Lactuca Tiirlerinin Temel Kimyasal I¢cerigi

Lactuca cinsi ile yapilan fitokimyasal ¢alismalar sonucunda bu tiirlerin, seskiterpen
laktonlar, triterpenoidler, fenolik bilesikler, saponinler, kumarinler, lignanlar, fitosteroller
ve diger metabolitler de dahil olmak {iizere bir dizi sekonder bitki metabolitini igerdigi
belirtilmistir. Bitkilerde bulunan bu fitokimyasallarin ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde
etkili oldugu belirtilmistir. Ozellikle seskiterpen laktonlar, yapilar, &zellikleri ve
fonksiyonlar1 acgisindan olaganiistii ¢esitlilik gostermektedir. Lactuca tiirlerinin en belirgin
ozelliklerinden biri, bir dizi guaianolid, germakranolid ve eudesmanolid igeren act
seskiterpen laktonlar1 sentezleme yetenekleridir. Lactuca tiirlerini temsil eden seskiterpen
laktonlara 6rnek olarak laktusin, laktukopikrin (guaianolidler), melampolid, germakranolid
laktusit A (germakranolidler) bilesikleri verilebilir. Seskiterpen laktonlar bitkilerin
vaskiiler dokulariyla yakindan iligkili olan laktiferlerde birikirler. Hasar goérmiis
laktiferlerden salinan seskiterpen laktonlarin analjezik, antitusif ve sedatif Ozellikleri
bulundugu goriilmiistiir. Laktusin, 8-deoksilaktusin ve laktukopikrin gibi bilesikler ayni
zamanda siddetli bir aciliga sahiptir. Lactuca sativa kokenli bir guaianolid seskiterpen
lakton olan “lettusenin A”, en toksik fitoaleksinlerden biri olup yiiksek derecede

antimikrobiyal etkiye sahiptir.

Farkli Lactuca tiirlerinde, hem hidroksibenzoik asit hem de hidroksisinamik asit
iskeletine sahip bir¢ok fenolik asit bulunmaktadir. Cogu Lactuca tiiriinde bir¢ok flavonoid
bulunmaktadir. Ozellikle kuersetin, izokuersetin, luteolin ve apigenin gibi bilesikler yiiksek
miktarda bulunur. Kaempferol, kuersetin ve bunlarin glikozillenmis tiirevleri cinse ait

bir¢ok bitkinin toprak iistii kisimlarinda bulunmaktadir.

Yapilan fitokimyasal incelemeler bu bitkilerin ¢ogunlukla a-amirin, g-amirin,
germanikol, lupeol ve taraksasterol gibi genis cesitlilige sahip triterpenoidlerin zengin
kaynaklart oldugunu gostermistir. Ayrica bitki steroidleri bitki aleminde biiylime ve
gelismenin bircok yonilinii diizenleyen Onemli hormonlardir. Lactuca cinsi tiirler

kampesterol, g-sitosterol ve stigmasterol gibi yaygin steroidler igermektedir (54-56).
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2.2.3. Lactuca Tiirlerinin Geleneksel Kullanimlari

Lactuca cinsine ait bitkilerin saplar1 kesildiginde ortaya lateks adi verilen siit
benzeri bir siv1 ¢ikmaktadir. Bu siit benzeri lateks sivisinin kimyasal igerigini genellikle
seskiterpen laktonlar olusturmaktadir. Bitkilerden lateks sivisi toplanip kurutuldugunda,
kat1 bir madde olan laktukaryum elde edilir. Laktukaryum maddesi uykusuzluk, anksiyete,
cocuklardaki hiperaktivite, kuru Oksiiriik, romatizmal agri, idrar soktiiriicii gibi cesitli
rahatsizliklar1  tedavi etmek i¢in  kullanilmaktadir. Laktukaryum  maddesinin
konsantrasyonu bitki ¢iceklendiginde en yiiksek seviyededir ve ticari olarak bitkilerin
saplarinin kesilmesi ve 6zilinlin giinde birkac kez sizdirilmasi yoluyla toplanir. Bu 6zsuyun
hashas bitkisine benzer tedavi edici etkilere sahip oldugu ayrica sindirim sorunlaria yol
acmadigr ve bagimlilik yapmadigi belirtilmistir (57). Lactuca virosa bitkisinden elde
edilen laktukaryum droglarin, bogmaca nébetlerini tedavi etmek, astim ve idrar yolu
hastaliklar1 i¢in kullanildigir belirtilmistir. Toz halinde veya alkolik ekstresi seklinde
hazirlanan drogun zehirli igerigi nedeniyle tibbi gozetim altinda uygulanmasi
onerilmektedir. Ayrica bitkinin kendisinin de agir Oksiiriik ve karaciger sisligi igin

kullanildig: belirtilmistir (58).

Geleneksel tipta Lactuca cinsi bitkileri ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. Ornegin
Lactuca sativa bitkisinin sakinlestirici, anestezik, kan temizleyici, ndbet onleyici, idrar
soktiiriicti ve siit tiretimini artirict olarak kullanildigi bildirilmistir (54). Bitkinin tohumlari
[ran’in geleneksel tibbinda, iltihap ve kemik agrisini rahatlatmak igin kullanilmaktadir
(59). Ayrica Fas iilkesinin kuzey boliimiinde yapilan etnobotanik aragtirmalar sonucunda L.
sativa bitkisinin yerel halk tarafindan diyabet hastaligina ve kalp rahatsizliklarina karsi

tedavi amaciyla kullanildig: belirtilmistir (60).

Lactuca indica L. Kore genelinde yaygin olarak bulunan yerli bir ottur. Bu yerel
bitki yenilebilir bir yabani sebze olarak tiiketilir ve antienflamatuar, antibakteriyel
aktiviteleri ile bagirsak bozukluklar tedavisi icin geleneksel olarak kullanilmaktadir (61).
Vietnam'daki Bach Ma Milli Parki’nda gergeklestirilen arastirmada, L. indica bitkisinin
g0z problemleri ve gogiis bolgesindeki agrilara karsi kaynatilarak kullanildig: belirtilmistir
(62). L. indica, sahip oldugu antienflamatuar ve antibakteriyel ozellikleri nedeniyle
Asya’nin halk tibbinda da 6ne c¢ikmaktadir. Bagirsak bozukluklara karst kullanilmak
lizere, bitkinin tiim kisimlarinin kaynar su ¢ozeltisi hem oral yolla tiiketilmis hem de

dogrudan cilde uygulanarak kullanilmistir (63).
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Lactuca orientalis Boiss. bitkisi Urdiin ve komsu iilkelerdeki yerel topluluklar
tarafindan “Khees” veya “Rabhalah” adiyla bilinir ve hem normal zamanlarda hem de gida

sikintis1 yasandiginda ¢ig olarak tiiketilmektedir (64).

Lactuca serriola L. geleneksel tipta sinirlilik, uykusuzluk, bas agrisi, ates,
hipertansiyon, ¢arpinti, akut soguk algmligi, astim, kronik bronsit ve akrep sokmalari gibi
bir¢ok rahatsizligin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (54). Tiirkiye'nin gilineyinde yer alan
Nizip (Gaziantep) bolgesininde bitkinin yerel ismi “Sirok™ olarak bilinir ve bitkiden
hazirlanan dekoksiyon karaciger, bobrek ve sindirim rahatsizliklari i¢in kullanilirken, Usak
ve cevresinde ise bitki yapraklar1 inflizyon yontemiyle hazirlanarak hemoroid ve kalp
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (65, 66). Ayrica Manisa'ya 6zgii bir ¢alismada
bitkinin yapraklari inflizyon yontemiyle hazirlanarak hayvanlarda soguk alginligi tedavisi
icin kullanildig: belirtilmistir. Turgutlu (Manisa) ilgesinde bitkinin yerel ismi “karakavuk”,

“sakiz otu” ve “cekme” olarak bilinmektedir (67).

Lactuca capensis Thunb. Madagaskar, Giiney Afrika ve Yemen’de yaygin olarak
bulunur. Afrika ilkelerinde, L. capensis geleneksel olarak sebze ve bitkisel ilag olarak
kullanilirken, Zimbabve’de L. capensis yapraklart hafifce kaynatilarak tiiketilir.
Lesotho’da ise ¢orba yapilarak kullanilir. Zithrevi hastaliklar, Kuzey Nijerya’da bitkinin
yapraklarin infiizyonu veya Kenya’da koklerinin infiizyonu ile tedavi edilmektedir.
Kongo’da yara, iilser, clizzam ve egzama hastaliklarin tedavisinde bitkinin toz haline

getirilmis kokleri kullanilmaktadir (68).

Lactuca scariola L. bitkisi geleneksel tipta bag agrisi, uykusuzluk, sinirlilik, yiiksek
tansiyon, carpinti, ates vb. tedavisi i¢in kullanmilmistir. Yaygin olarak bildirilen
farmakolojik etkileri anksiyete giderici, sakinlestirici, ates diisiiriicii, ditiretik ve agr1 kesici
olarak tanimlanmig ve bilimsel ¢aligmalar tarafindan kanitlanmistir. Bildirilen farmakolojik
etkilerin yan1 sira, L. scariola bitkisinin ayrica antikanser, antibakteriyel, spazmolitik
(kaslar1 gevseten), bronkodilatatér (bronslar1 genisletici) ve damarlar1 rahatlatict etkileri

oldugu bilinmektedir (69).

Lactuca tatarica (L.) C.A.Mey. bitkisinin tiim kisimlari, Cin’de apandisit, cilt

kizarikligi, karin sisligi gibi durumlarin tedavisi i¢in geleneksel bir ¢are olarak kullanildig:
bilinmektedir (70).
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2.3. Lactuca Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar
2.3.1. Lactuca Tiirlerinde Bulunan Terpenik Bilesikler

Lactuca indica L. bitkisinin toprak tistii kismindan hazirlanan metanol ekstresinden
kolon kromatografisi yontemiyle trans-fitol, 34-hidroksiglutin-5-en, 5,6-epoksi-3-hidroksi-
7-megastigmen-9-on, 11p,13-dihidrolaktusin, sikoriosid B, (6S,9S)-roseosit, (+)-
taraksafolin-B bilesikleri saflagtirtlmistir (61).

Lactuca virosa L. koklerinden hazirlanan etanol ekstresinden silika jel kolon
kromatografisi, ince tabaka kromatografisi (ITK) ve vyiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ile seskiterpen lakton aglikonlar1 ve glikozitleri izole edilmistir.
Tim aglikonlar, laktusin veya zaluzanin C’den tiiretilmis guaianolidlerdir. Glikozitler ise
guaianolid, germakrolid ve melampolid bilesiklerini igeren pS—glukopiranozitlerden
olusmaktadir. Calisma sonucunda 2 tane yeni (114,13-dihidrolaktusin-8-O-metakrilat ve
3p,14-dihidroksi-11p, 13-dihidrokostunolid-3-O-$-glukopiranozit) olmak iizere toplam 17
bilesik (8-desoksilaktusin, jakkuinelin, 114,13-dihidrolaktusin, laktusit A, krepidiasit B,
114,13-dihidrolaktusopikrin, kikirosit B, 94-hidroksizaluzanin C, ikserin F, pikrisit B, 9a-
hidroksi-11p, 13-dihidrozaluzanin C, 114,13-dihidroglukozaluzanin C, makroklinisit A,
eugenil-g-glukopiranozit) izole edilmistir (71).

Lactuca sativa cv. Diana bitkisinden elde edilen lateksin metanol ekstresinin HPLC
ile bilesenlerinin kromatografik ayrimi gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda ekstrenin ana
bilesenlerinin, guaianolid seskiterpen laktonlar, laktusin, deoksilaktusin, laktukopikrinin,
15-oksalil ve 8-siilfat konjugeleri oldugu ifade edilmistir. 15-deoksilatusin-8-siilfat ve 15-
p-hidroksifenilasetillatusin-8-siilfat bilesikleri bitkilerden rapor edilen ilk seskiterpen
stilfatlar olarak belirtilmistir (56).

Lactuca sibirica L. bitkisinin kurumus ve toz haline getirilmis toprak iisti
kisimlarindan etanol ekstrakti hazirlanmis ve kolon iizerinde kromatografik isleme tabii
tutulduktan sonra HPLC kullanilarak laktusin benzeri guaianolidler 8-deoksilaktusin,
jakkuinelin, 114,13-dihidrolaktusin ve krepidiasit B bilesikleri spektral verilere dayanarak

tanimlanmustir (72).

Lactuca sativa, Lactuca serriola, Lactuca dregeana, Lactuca aculeata, Lactuca
tenerrima, Lactuca perennis, Lactuca tatarica, Lactuca saligna, Lactuca virosa, Lactuca

indica ve Lactuca capensis bitkilerinin HPLC sonuglarinin karsilastirmalarina dayanarak
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karakteristik seskiterpen laktonlarm dagilimi analiz edildikten sonra tiire 6zgii birikim
egilimleri belirlenmeye ¢alisilmistir. 11 tane Lactuca tiiriiniin yapraklar1 ve kdklerinden
hazirlanan metanol ekstrelerinden 8-deoksilaktusin, jakkuinelin, krepidiasit B, laktusin, 11-
p,13-dihidrolaktusin, laktukopikrin bilesikleri izole edilmistir. Izole edilen bilesikler
arasinda bir veya daha fazlasi, L. tenerrima bitkisi disindaki tiim ¢aligilan taksonlarda
bulunmustur. L. capensis bitkisinin diger tiirlerden farkli olarak sadece krepidiasit B
bilesigi ile karakterize edildigi gorilmustiir. Laktusit A bilesigi, L. tenerrima tiirii harig
incelenen biitiin tiirlerin koklerinde bulunmus ve bazi Lactuca tiirleri i¢in giivenilir bir
kemotaksonomik belirte¢ olarak goriilmektedir. L. tatarica bitkisinde laktusin bilesigi daha
baskin olarak bulunmustur. L. capensis, krepidiasit B bilesiginin yan1 sira ¢ok fazla fenolik

bilesik icermesi ile diger tiirlerden taksonomik olarak farkli bulunmustur (73).

Lactuca tatarica bitkisinin tiim kisimlarindan hazirlanan petrol eteri, etil asetat ve
n-biitanol fraksiyonlarindan izole edilen bilesiklerden bir yeni guaianolid (114-hidroksi-
11,13-dihidrolaktusin) ve bir yeni eudesmanolid (24-hidroksi-114,13-dihidroduglanin)
bilesiklerinin yaninda daha once tanimlanan sekiz seskiterpenoid bilesigi (laktusin, 115,
13-dihidrolaktusin, laktukopikrin, 11,13-dihidrolaktusin-8-O-p-metoksifenilasetat,
sikhoriosid B, deasetilmatrisarin, 2-0kso-11p,13-dihidrosantamarin, 115,13-

dihidrosantamarin) saflagtirtlmistir (70).

Lactuca altaica Fisch. & C.A.Mey. koklerinden etanol ekstresi hazirlanmis ve
seskiterpenoidler kolon kromatografisi yontemiyle laktusin, 114,13-dihidrolaktusin,
krepidiasit B, sikoriosid B, laktusopikrin, 114,13-dihidrolaktusopikrin, 9a-hidroksi-
zaluzanin C, makroklinisid A, 11la,13-dihidrovernofleksuozid, laktusit A, 104,14-
dihidroksi-10, 11p-tetrahidro-8,9-didehidro-3-deoksi-zaluzanin-10-O-4-glukopiranozit,
3p,14-dihidroksi-114,13-dihidrokostunolid-3-O-f-glukopiranozit ile sikoriosid B karigimu,
metil  3p-(B-glukopiranoziloksi)-6a-hidroksieudesma-1,4,11-trien-12-oat  bilesiklerin
izolasyonu gergeklestirilmistir. Laktusit A bilesigi toplam izole edilen seskiterpen lakton

bilesenlerinin %40’ 1indan fazlasini olusturmustur (74).

Lactuca aculeata Boiss. & Kotschy toprak iistii etanol ekstresinden daha oOnce
tanimlanan krepidiasit B, 8-deoksilaktusin, jakkuinelin, 9a-hidroksi-zaluzanin C, 9a-
hidroksi-zaluzanin C, makroklinisit A, ikserin F, vernofleksuosid, laktusit A bilesiklerinin
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu bilesiklerinin yaninda yeni olarak bir de 114-

hidroksikrepidiasit B bilesigi izole edilmistir (75).
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Lactuca viminea (L.) J. Presl & C. Presl bitkisinin koklerinden hazirlanan etanol
ekstresinden 23 tane seskiterpen lakton bilesigi saflagtirilarak tanimlanmistir. Elde edilen
bilesiklerden tauremisin, 1-epikikoraleksin, ikserin H, Lactuca tiirlerinden ilk kez izole
edilmistir. Diger saflastirilan bilesikler ise 114,13-dihidrosantamarin, santamarin, 2-okso-
11p,13-dihidrosantamarin, 1-epidehidroisoerivanin, 1-episoerivanin, 1-epierivanin, 3-
deoksizaluzanin C, leukodin, jakkuinelin, 8-deoksilaktusin, krepidiasit B, 9a-hidroksi-
114,13-dihidrozaluzanin C, 9a-hidroksizaluzanin C, ikserin F, salignosit, 114,13-
dihidroglukozaluzanin C, skorzosit, sonkhusit A, pikrisit B, laktusit A olarak belirtilmistir
(76).

Lactuca canadensis L. bitkisinin kurutulan koklerinin etanol ile hazirlanan
ekstresinden kolon kromatografisi yontemiyle toplam 19 tane seskiterpen lakton bilesigi
izole edilerek tanimlanmustir. Saflastirilan bilesiklerden guaianolidler (zaluzanin C, 3-
epizaluzanin C, 11p4,13-dihidro-zaluzanin C) ve eudesmanolidler (armeksifolin, 1-
epidehidroizoerivanin, armefolin, 1-episoerivanin, 3a-hidroksireynosin, 1-epierivanin) ilk
kez Lactuca cinsi tiirlerinden izole edilmistir. 3-epizaluzanin C-3-O-f-glukopiranozit,
11,13-dehidrolaktusit C ise yeni tanimlanan bilesikler olarak bildirilmistir.
Vernofleksuosit, 114,13-dihidro santamarin, 114,13-dihidro vernoflekuosit, makroklinisit
A, ikserin F, pikrisit B, santamarin ise bitkiden izole edilen diger bilesikler olarak
belirtilmistir. L. canadensis tiirliniin seskiterpen lakton igerigi eudesmanolidler ve

zaluzanin C tipi guaianolidler tarafindan olusmaktadir (77).

Lactuca georgica Grossh. koklerinden hazirlanan etanol ekstresinden kolon
kromatografi yontemiyle, 10 tane laktusin-tipi guaianolid olmak tizere 15 seskiterpen
lakton (11p,13-dihidroglukozaluzanin C, makroklinisid A, 11p,13-dihidrolaktusin,
krepidiasit B, sikoriosit B, laktusit A, sonkusid A, 3p,14-dihidroksi-11/4,13-
dihidrokostunolit-3-O-$-glukopiranozit) aglikonu ve glikoziti izole edilmistir. Yeni bilesik
olarak laktusin-8-O-metakrilat ve onun 114,13-dihidro tiirevi karakterize edilmistir. Ayrica

Lactuca tiirleri i¢inde hipokoroit B bilesigi ilk kez tanimlanmistir (78).

Geleneksel Afrika topluluklarinda, sifali bitki ve sebze olarak kullanilan Lactuca
inermis Forssk. bitkisinin kurutulmus kokleri ve toprak iistii kisimlarinin etanol ekstreleri
ile yapilan ¢alisma sonucunda 9a-hidroksizaluzanin C ve onun 114,13-dihidro tiirevi,
ikserin F, 11/,13-dihidroglukozaaluzanin C bilesikleri izole edilmistir (79).
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Lactuca georgica Grossh. bitkisinin kiiltiir ortaminda yetistirilerek kok ve yaprak
kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinden HPLC yontemi ile bilesikler izole
edilmistir. Kok iceriginde 11p,13-dihidrolaktusin-8-O-asetat, 11/,13-dihidrolaktusin-8-O-
metakrilat ve laktusit A yiliksek miktarda bulunmustur. Kikorisit B, laktusin, 114,13-
dihidrolaktusin, 114,13-dihidrolaktukopikrin bilesikleri daha diisik miktarlarda elde
edilmistir. Yapraklarda laktusin ve 114,13-dihidrolaktusin baskin olarak bulunmustur.
Kikorisit B, hem yapraklarda hem de koklerde ayni miktarda bulunurken 115,13-
dihidrolaktukopikrin bilesigi ise yapraklarda, koklere gére daha az miktarda bulunmustur.
Ayrica yapraklarda laktusit A bilesigi bulunamamistir. Koklerdeki seskiterpen lakton
toplam miktar1 yapraklardakinden 6nemli 6l¢iide daha yiiksek ¢iktigi belirtilmistir (80).

Lactuca dregeana bitkisinin kurutulmus toprak iistii ve kok kisimlarindan ayri ayri
ogitiilerek hazirlanan etanol ekstresinden 1,13-dihidrolaktusin, 114,13-
dihidrolaktusopikrin, krepidiasit B, kikoriosit B, laktusin, laktusopikrin, laktusit C, 8-
deasetilmatrisarin-8-O-siilfat ve laktusit A bilesikleri tanimlanmistir. Bu bilesiklerden
laktusit C bilesiginin Lactuca tiirlerinde nadiren karsilasildigindan Onemli oldugu
belirtilmistir (81).

Lactuca sativa L. var. angustana L.H. Bailey, bitkisinin kdklerinden hazirlanan
etanol ekstresiyle yapilan g¢alisma sonucunda 11p,13-dihidrolaktusin, 114,13-
dihidrolaktusopikrin, krepitiasit B, kikorisit B, laktusin, laktusopikrin, l6kodin, 8-
deasetilmatrisarin  8-O-siilfat, skorzosit, 114,13-dihidrovernoflekuosit, ikserin F,
makroklinisit A, laktusit C, 10p,14-dihidroksi-10,115-(13)-tetrahidro-8,9-didehidro-3-
deoksiyaluzanin ~ C-10-O-p-glikopiranozit,  3f,14-dihidroksi-11413-dihidrokostunolit,
sonkusit A, ikserin H, pikrisit B, laktusit A bilesikleri ¢esitli kromatografik yontemlerle
izole edilmistir. Makroklinisit A bilesigi ise yiliksek verimle izole edilen seskiterpen lakton

olarak belirtilmistir (82).
2.3.2. Lactuca Tiirlerinde Bulunan Fenolik Bilesikler

Lactuca orientalis bitkisinin kokleri ve toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etil
alkol ekstresinden fenolik bilesikler izole edilmistir. Calisma sonucunda koklerde vanilin
16ukodin, metil-4-hidroksibenzoat, (+) 4-O-metildihidrodehidrodikoniferil alkol, (-)
dihidrodehidrodikoniferil alkol, (—) dihidrodehidrodikoniferil alkol 9-O-f-glukopiranozit,
(+) 4-O-metildihidrodehidrodikoniferil alkol 9’-O-f-glukopiranozit ve () 4-O-
metildihidrodehidrodikoniferil alkol 9-O-f-glukopiranozit bilesikleri bulunmustur. Toprak

16



istli kisminda ise kafeik asit tiirevleri (kaftarik asit, kikorik asit, klorojenik asit) ve
Dihidrodrokoniferin  tiirevleri  (dihidrodehidrodikoniferil ~ alkol  9'-O-f-glukozit,
dihidrodehidrodikoniferil alkol, 4-O-metildihidrodehidrodikoniferil alkol 9'-O-B-glukozit,
4-O-metildihidrodehidrodikoniferil alkol) kromatografik ve spektroskopik teknikler
kullanilarak izole edilmistir (64).

Lactuca indica bitkisinin toprak iistii kismindan hazirlanan metanol ekstresinden
bes fenolik bilesik (2-feniletil  p-D-glukopiranozit, 2-(3'-O--D-glukopiranozil-4'-
hidroksifenil)-etanol, 1-hidroksilinaloil-6-O-$-D-glukopiranozit, benzil-4-D-
glukopiranozit, 3-(p-D-glukopiranoziloksimetil)-2-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-5-(3-
hidrokdipropil)-7- metoksi-dihidrobenzofuran) kolon kromatografisi ile izole edildikten

sonra bu bilesiklerin yapilari spektroskopik yontemler kullanilarak belirlenmistir (61).

Lactuca aculeata kiiltiiriiniin metanol ekstresinden hazirlanan kloroform, etil asetat
ve n-biitanol fraksiyonlarindan 6 lignan bilesigi ((+)-5-metoksi-balanofonin, siringaresinol,
(+)-balanofonin-9-O-p-glukopiranozit, (+) buddlenol A, (£)-dihidrodehidrodikoniferil
alkol-4-O-f-glukopiranozit ve (%)-dihidrodehidrodikoniferil alkol-9-O-4-glukopiranozit)
ve kafeik asit tiirevleri (kaftarik asit, klorojenik asit, 4,5-dikafeoilkinik asit, kikorik asit,
metil kafeat ve 1,5-dikafeoilkinik asit) kolon kromatografisi ve yiiksek basingli sivi

kromatografisi ile izole edilererek spektroskopik yontemlerle tanimlanmistir (83).

Lactuca dregeana bitkisinin kurutulmus toprak istii ve kok kisimlart ayri ayri
ogiitildikten sonra hazirlanan etanol ekstresinden luteolin-7-O-f-glukopiranozit,
kuersetin-3-O-$-glukopiranozit, dihidrodehidrodikoniferil alkol 9-O-g-glukopiranozit,
metil 4-hidroksifenil asetat bilesikleri ince tabaka kromatografisi ve HPLC kullanilarak
izole edilmistir (81).

Lactuca viminea L. bitkisinin toprak istii kismindan hazirlanan metanol, dietil eter,
n-biitanol ve etil asetat ekstrelerinden alt1 farkli flavonoid (apigenin, luteolin, kuersetin,
luteolin-7-O-glukozit, kuersetin-3-O-glukozit ve luteolin-7-O-glukuronit-6-metil ester) ve
ti¢ fenolik asit (kafeik asit, ferulik asit ve klorojenik asit) saflastirilmistir. Luteolin-7-O-
glukuronit-6-metil ester bilesiginin bu tiirde ilk defa tanimlandigi belirtilmistir. Apigenin
ve luteolin Lactuca cinsinde en sik izole edilen flavonoid aglikonlari, luteolin-7-O-glukozit

ise en yaygin bulunan flavonoid heterozitlerinden oldugu belirtilmistir (84).
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Lactuca capensis yapraklarindan maserasyon yontemiyle elde edilen metanol
ekstraktinin izolasyonu sonucunda, sekiz flavonoid bilesigi (kuersetin-3 arabinozit,
kaemferol, katesin, apigenin, kuersetin, rutin, luteolin, siyanidin) ve {i¢ hidroksisinnamik
asit bilesigi (sinnamik asit, kafeik asit, rosmarinik asit) izole edilip, spektroskopik

yontemlerle tanimlanmaistir (68).

Lactuca inermis bitkisinin kurutulmus kokleri ve toprak istii kisimlarinin etanol
ekstreleri ile yapilan kolon kromatografisi ve preparatif ince tabaka kromatografisi
sonucunda skopolin, fraksetin 7-O-f-glukopiranozit, 4-hidroksifenilasetik asit, sirinjik asit
bilesiklerin izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu bilesiklerin arasinda fraksetin 7-O-§-

glukopiranozit nadir bulunan bir bilesik oldugu belirtilmistir (79).

Lactuca tuberosa Jacq. kok yumrularindan hazirlanan etanol ekstresinden ilk defa
laktuberin A ve laktuberin B adli furfuran lignan glukozit ve alti tane fenolik bilesik
(kafeik asit, metil kafeat, etil kafeat, protokatesik asit ve metil p-hidroksifenil asetat, p-
kumaril alkol) HPLC ile izole edilmistir. Digerlerine gore kafeik asit oldukca yiiksek
miktarda bulunmustur (85).

Lactuca altaica koklerinden hazirlanan etanol ekstresinden dihidrokoniferil alkol 9-
O-p-glukopiranozit, vanilaldehit, 2,6-dimetoksibenzokinon, koniferil aldehit, metil 4-
hidroksifenil asetat, &jenil-4-O-f-glukopiranozit, sirinjaldehit bilesikleri HPLC ile
saflastirilmistir (74).

Lactuca tenerrima kurutulmus kokleri ve toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
etanol  ekstresinden  skopoletin,  skopolin,  dihidrokoniferin,  dihidrosiringin,
dihidrodehidrodikoniferil alkol 9-O-fg-glukopiranozit, adenozin, kaemferol 3-O-p-
glukopiranozit, kuersetin 3-O-f-glukopiranozit, luteolin-7-O-f-glukopiranozit bilesikleri

kolon kromatografisi yontemi ile izole edilmis ve tanimlanmstir (86).

Lactuca sibirica bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etanol ekstresinden
iki yeni furofuran lignan bilesigi (8a-hidroksipinoresinol-4a-O-4-(6-p-hidroksifenil asetil)-
glukopiranozit ve 8a-hidroksipinoresinol-4a-O-p-(6-p-metoksifenilasetil)-glukopiranozit)
ve bir tane bilinen furofuran lignan (laktukasit) bilesiklerinin izolasyonu

gerceklestirilmistir (72).
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2.3.3. Lactuca Tiirlerinde Bulunan Yag Asitleri ve Ucucu Yaglar

Lactuca sativa L. bitkisinin taze ve kuru yapraklarindan hidrodistilasyon
yontemiyle ugucu yaglari elde edilip Gaz kromatografi-Kiitle spektroskopisi (GC-MS) ile
analiz edilmistir. Hem taze hem kuru yapraklarin ugucu igerigi ¢ogunlukla oksijenli mono
ve seskiterpen hidrokarbonlari ile bunlarin tlirevlerinden olusan bir karisim igerdigi
goriilmiistiir. Toplam yirmi bilesik tanimlanmistir. Taze marulda bulunan ugucu yag
miktari, kuru marul ugucu yag miktarindan yiiksek oldugu goriilmiistiir. Taze ve kuru
yaprak ugucu yaglarinda saptanan baslica ugucu organik bilesenler sirasiyla a-pinen, p-
simen, timol, durenol, a-terpinen, timol asetat, karyofilen, linalool, kamfen, limonen olarak
belirlenmistir. Ayrica ¢alismada, taze ve kuru maruldan izole edilen ve tanimlanan S-pinen,
a-terpinolen, linalool, 4-terpineol, a-terpineol, o-metiltimol, L-alloaromadendren,

viridifloren gibi bazi minér bilesikler bulundugu da belirtilmistir (87).

Lactuca sativa ham tohum yaginin yag asidi kompozisyonunu GC-MS yoéntemi ile
analiz edilmistir. incelenen yagin hekzan ekstrakti doymus ve doymamis yag asitlerinin
metil esterlerinin bir karistmindan olustugu belirtilmistir. Doymus yag asitleri miristik asit,
palmitik asit, stearik asit ve arasidik asit bilesiklerin metil esterlerinden olusurken,
doymamus yag asitler ise linoleik ve oleik asitlerin metil esterlerinden olusmustur. Bitkinin

tohum yag1, doymamuis yag asitleri agisindan zengin olarak bulunmustur (88).

Lactuca serriola L. bitkisinin govde kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin
kimyasal bilesimini karakterize edilmistir. Elde edilen ugucu yaglar GC-MS ile analiz
edilmistir. Calisma sonucunda 10 tane seskiterpen bilesigi (a-gurjunene, a-ylangene, /-
elemen, cyperene, rotundene, S-ylangene, junipene, a-muurolene, (+)-o-kadinen, trans-
kalamenen), 15 tane seskiterpenoid bilesigi (f-damaskenon, cedr-8(15)-en-9-ol,
dehidrosiklolongifolen oksit, (-)-karyofillen oksit, leden oksit-(I1), 7-epi-cis-seskisabinen
hidrat, kubedol, epiglobulol, taridin B, hekzahidrofarnesil aseton, aromadendren oksit-2,
alloaromadendren oksit-1, izosiyobunon, y-gurjunen epoksit-(1), (E)-nerolido) 3 tane
diterpen bilesigi (labda-8(20),12,14-trien, (88,13p)-13-metil-17-norkaur-15-en,
trakhiloban) 1 tane diterpenoid bilesigi (izosembrol), 2 tane hidrokarbon bilesigi (2,6,10-
trimetiltetradekan, dotriyakontan), 2 tane oksijenli hidrokarbon bilesigi (falkarinol, (Z,Z2)-
3,15-oktadekadien-1-ol asetat) tanimlanmistir. Ana bilesenler izosiyobunon, izosembrol ve

alloaromadendren oksit-1 bilesikleridir (89).
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Lactuca tatarica (L.) C.A.Mey bitkisinin toprak iistii kisimlar1 ve tohumlarindan
hazirlanan petrol eteri (PET), diklorometan (DCM) ve metanol (MeOH) ekstrelerinin
ucucu yag bilesimi GC/MS teknigi ile arastirilmistir. Ug tohum ekstresinde de linoleik asit
ve palmitik asit en bol bulunan bilesikler oldugu goriilmiistiir. MeOH ekstresi agirlikli
olarak linoleik asit igerirken, PET ekstresi ve DCM ekstresi palmitik asit icermistir. Ayrica
ekstrelerin eser miktarda dodekanoik asit, linoelaidik asit, oleik asit ve tetradekanoik asit
igerdigi belirlenmistir. Petrol eteri toprak {istii ekstresinde hekzahidrofarnesilaseton
bilesiginin yiiksek miktarda oldugu gortilmistiir. Son olarak linalool, p-menton, sitronellol,

cis-geraniol, eudesmol gibi ugucu terpenik bilesikler de tespit edilmistir (90).
2.4. Lactuca Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalari
2.4.1. Antioksidan Etki

Lactuca sativa var. longifolia bitkisinden hazirlanan metanol ve sulu ekstrelerinin
toplam fenolik madde igerik tayini ve DPPH radikal temizleme yontemi ile antioksidan
aktiviteleri test edilmistir. Yapilan ¢caligma sonucunda metanol ekstresinin su ekstresinden
daha etkili antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ayrica ekstrelerin toplam fenolik
madde icerigine bakildiginda yine bitkinin metanol ekstresinin toplam fenolik madde

icerigi su ile hazirlanan ekstresinden daha fazla oldugu goériilmistiir (92).

Tibbi Ozellikleriyle bilinen ve yaygin olarak kullanilan yaprakli sebze Lactuca
sativa bitkisinin radikal yakalama aktivitesi ve biyomolekiil koruma kapasitesi test
edilmistir. Lactuca sativa bitkisinin etanol ekstresi, 2,2-difenil-2-pikril hidrazil, siiperoksit
ve nitrik oksit radikalleri tizerinde giiglii bir antioksidan aktivite sergilemis ve ayni
zamanda DNA ve protein hasarina kars1 koruma saglamistir. DNA ve protein oksidasyonu
doza bagl olarak dnlenmis ve tek hiicre jel elektroforez yontemi testinde gézlenen DNA
kuyruk uzunlugu L. sativa etanol ekstresi ile azaltilmistir. Bu sonuglar bitkinin serbest
radikallere kars1 giiclii bir aktiviteye ve oksidatif hasara kars1 etkili bir korumaya sahip
oldugunu gostermistir (93).

Lactuca sativa var. longifolia bitkisinin etanol ekstrakti, sicanlarin iireme sistemi
tizerinde karbon tetrakloriir (CCly) tarafindan indiiklenen oksidatif strese karsi koruyucu
etkisi aragtirlmigtir. Sicanlarda CCly ile indiiklenen oksidatif stres, viicut agirliginin
azalmasina ve testis agirliginin artmasina neden olur. Ayni1 zamanda testiste tiyobarbitiirik
asit ve nitrit seviyelerini belirgin bir sekilde arttirir ve buna karsilik testiste cesitli
antioksidan enzimlerin (GSH, CAT, POD, SOD ve GSH-Px) seviyesini azaltir. Yedi gruba
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ayrilan hayvanlara marul ekstraktinin farkli konsantrasyonlar1 10 hafta boyunca verilmistir.
Deney siiresinin  sonunda viicut agirliklari, testis boyutu, testis ve karacigerin
histopatolojisi, glutatyon peroksidaz aktivitesi (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi, peroksidaz (POD) aktivitesi, indirgenmis glutatyon (GSH), katalaz (CAT)
aktivitesi, tiyobarbitiirik asit miktari, nitrit miktar1 ve serum hormonlarina bakilmistir.
Marul ekstraktinin 10 hafta boyunca takviye edilmesi, tiyobarbitiirik asit ve nitritin
azalmasina neden olurken, antioksidan enzimlerin artmasini saglamistir. Serum testosteron,
estradiol, prolaktin, viicut agirlig1 ve testis agirligi da marul ekstrakti ile normal seviyelere

geri donmiistiir (94).

Lactuca indica bitkisinin yabani ve kiiltlir formlarindan hazirlanan yaprak ve kok
metanol ekstrelerinin toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid igerik ve antioksidan
aktiviteleri karsilastirilmistir. Antioksidan aktivite DPPH ve ABTS (2,2’-Azino-bis (3-
etilbenztiyazolin-6-siilfonik  asit)  radikal  siipiiriicii  aktivite  yontemleri ile
degerlendirilmistir. Yabani L. indica bitkisinin, kiltiir L. indica tiiriinden daha yiiksek
miktarda polifenol ve flavonoid igerdigi bulunmustur. Yabani formun yapraklari ve
koklerinde kafeik asit, klorojenik asit, gallik asit, ferulik asit, vanilik asit, naringin gibi
fenolik bilesikler tespit edilirken, kiiltiir formunun koklerinde sadece gallik asit yiliksek
miktarda bulunmustur. Ayrica, yabani formun yaprak ve kok ekstrelerinin DPPH ve ABTS
radikal slipiirme aktivitesi kiiltiir formunun yaprak ve kok ekstrelerinden daha etkili oldugu

goriilmistiir (95).

Lactuca indica bitkisinin farkli organlarindan (yaprak, gévde, ¢icek ve kok) elde
edilen metanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesine ve toplam fenolik ve flavonoid madde
miktarina bakilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek metanol yaprak
ekstrelerinde bulunmustur ve onu sirasiyla govde, kok ve cicek ekstreleri izlemistir. En
yiiksek flavonoid igerigi de yaprak ekstrelerinde bulunmustur Yapraklarin metanol
ekstreleri etkili bir DPPH radikal siiptirme aktivitesi ve ABTS radikal siipiirme aktivitesi

gostermistir (96).

Lactuca perennis L. yapraklarinin bazi besin maddesi bilesenleri ve antioksidan
kapasitesi analiz edilmistir. Analiz sonucunda bitki orta diizeyde protein, diisilk miktarda
lipid, 6nemli miktarda mineral ve kabul edilebilir lif icerigi ile karakterize edilmistir. Lipit
igerigi olarak en yiiksek doymamis yag asitlerinden olugsmaktadir. Potasyum ve kalsiyum

ana mineraller olup, onu fosfor, magnezyum ve sodyum izlemistir. Fenolik bilesenler
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acisindan o-tokoferol ve p-karoten yiiksek miktarda bulunmustur. Oksijen radikal
absorbans kapasitesi (ORAC) yontemiyle bakilan antioksidan aktivitesi toplam fenolik
madde igerigi ile orantili bulunmustur. Sonug olarak, yabani yenilebilir bitki olan L.
perennis yapraklari, besin degerini artiran 6nemli nutrasotik bilesenlere sahip oldugu
belirtilmistir. Bitkinin giinliik diyet i¢inde kullanilmasi, insan sagligina yardimci

olabilecegi belirtilmistir (97).

Lactuca sativa var. maravilla de verano bitkisinin metanol ekstresinin antioksidan
aktivitesi DPPH ve FRAP (Ferrik indirgeyici Antioksidan Giig) testleri ile belirlenmistir.
Testler sonucunda elde edilen antioksidan aktivitenin bitkinin iceriginde yiiksek miktarda
bulunan hidroksisinnamik asitlerin ve 3-O-glukozidik flavonollerden kaynaklandigi
belirtilmistir (98).

Lactuca indica L. halk tibbinda bagirsak rahatsizliklarinin tedavisi igin kullanilan
bir bitkidir. L. indica bitkisinin hazirlanan metanol ekstresinden spektroskopik yontemlerle
sekiz fenolik bilesik (apigenin, luteolin, izokuersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, p-
hidroksimetil benzoik asit, transsinnamik asit ve p-kumarik asit) izole edilmis ve bu
bilesiklerin DPPH testi ile antioksidan aktiviteleri incelenmistir. En etkili antioksidan etkili

bilesik luteolin oldugu belirtilmistir (99).

Lactuca serriola L. bitkisinde bulunan fenolik ve flavonoid bilesiklerin {iretiminin
arttirilmast amaglanmistir. Bunun igin bitkinin koklerine, Agrobacterium rhizogenes adli
bakteri tarafindan tasman rolB adli genin genetik olarak aktarilmasi saglanmistir. Bu
genetik aktarimin basariyla gergeklestigi ve rolB geninin koklerde bulundugu “gergek
zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu” teknigi kullanilarak dogrulanmistir. Daha sonra gen
aktarimi olan ve olmayan bitkilerin metanol ekstraktlar1 hazirlanarak toplam polifenol,
flavonoid igerikleriyle antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Sonuglara bakildiginda
transgenik tiylii koklerin, toplam fenolik madde igerigi %54.8’den %96.7’ye artmus,
toplam flavonoid icerigi de %38.1’den %76.2°ye artmistir. DPPH test sonuclarin da ise
transgenik tiiylii koklerin normal koklere gore antioksidan potansiyeli %31.6’dan %50’ye

arttig1 goriilmiistiir (100).

Lactuca orientalis Boiss. bitkisinin hazirlanan sulu ekstresinde bitkinin kimyasal
bilesiklerinde, toplam fenol, flavonoid ve tanen igeriginin yaninda DPPH testi ile
antioksidan aktivitesine bakilmistir. Bitkide fenoller, taninler, flavonoidler, sabunlar,

monosakkaritler, indirgenmis sekerler, karbonhidratlar, kalp glikozitleri ve steroidler gibi
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farmakolojik olarak aktif bilesiklerin varligi ortaya koyulmustur. Son olarak ekstrenin
antioksidan aktivitesi standart olarak kullanilan troloks ile karsilastirildiginda ¢ok giiglii

antioksidan aktivite sergilemedigi goriilmistiir (101).

Lactuca sativa bitkisinin su ile hazirlanan yaprak ekstresinin antioksidan aktivitesi,
DPPH, siiperoksit, hidroksil, hidrojen peroksit, nitrik oksit radikal temizleme aktivitesi
yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Yapilan calisma sonucunda bitkinin sulu
ekstresinin, metabolik reaksiyonlar sirasinda olusan zararli serbest radikalleri, ¢cok diistik
konsantrasyonlarda doza bagli olarak etkili bir sekilde temizledigini gostermistir. Goriilen
bu antioksidan aktivitelerin, L. sativa yapraginda bulunan triterpenoidler, saponinler ve

fenoller gibi aktif bilesenlerin varligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (102).

Lactuca serriola bitkisinin toprak istii kisimlarmin metanol ham ekstresi
hazirlanmis ve sonra bu eckstreden eter, dikolorometan, etil asetat ve n-biitanol
fraksiyonlari elde edilmistir. Elde edilen bu ekstrelerin ABTS, DPPH radikal yakalama ve
FRAP testleri ile antioksidan aktiviteleri Ol¢tilmustiir. Biitiin testlerin sonucunda en etkili

aktiviteyi etil asetat ekstresi gostermistir (103).
2.4.2. Antimikrobiyal Etki

Lactuca sativa var. longifolia bitkisinin metanol ve su ekstrelerinde antimikrobiyal
aktivite test edilmistir. Her iki ekstre de tiim test edilen suslara kars1 aktivite gostermistir
ama metanol ekstresi, tiim gram negatif bakterilere (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Acinetobacter baumannii) ve
gram pozitif bakterilere (Bacillus subtilus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium ve Corynebacterium spp.) karsi en diisik MIK (Minimum

Inhibisyon Konsantrasyon) degeri ile en etkili ekstre olarak belirlenmistir (92).

Lactuca serriola bitkisinin terpenoid, fenolik ve alkaloid bilesiklerini igeren
ektrelerinin dokuz farkli patojen bakteriye (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermedis, Staphylococcus saprophyticus, Klebsilla, Serratia, Proteus, Escherichia coli,
Pseudomonas, Provedenatia) karsi antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Yapilan testler
sonucunda sadece Gram (+) bakterilerlerden Staphylococcus saprophyticus bakterisi biitiin
ekstrelere karst duyarliyken, Staphylococcus epidermidisis Gram (+) bakterisi ise biitiin
aktif bilesiklere direng gOstermistir. Ayrica incelenen tiim gram negatif bakterilerin
(Klebsiella, Escherichia coli ve Pseudomonas) aktif bilesiklere karsi direngli oldugu
goriilmiistiir (104).
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Lactuca orientalis bitkisinin hazirlanan sulu ekstresinin, alt1 farkli bakteri susu
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, metisiline direngli
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Shigella sonnei) {izerinde Agar Kuyucuk
Difiizyon ve MIK testleri ile antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Calisma sonucunda

ekstre en gii¢lii aktiviteyi S. aureus gram pozitif bakterisine kars1 gostermistir (101).

Lactuca indica bitkisinin hazirlanan sulu ekstresinin Escherichia coli bakterisinin
neden oldugu bilinen idrar yolu enfeksiyonlari tizerindeki etkisi incelenmistir. L. indica
bitkisinin E. Coli’ye kars1 dogrudan bir etkisi olmamasina ragmen, bu bitki belirgin bir
sekilde mesane epitel hiicrelerinin tizerindeki bakteri kolonizasyonunu onemli 6l¢iide
azaltmistir. Bu azalma L. indica ile temas eden hiicrelerde fokal adezyon kinaz
aktivasyonunun azalmasiyla birlikte goriilmiistiir. Bu bulgular, L. indica bitkisinin diiiretik
etkilerinin Gtesinde, dogrudan epitel hiicreleri etkileyerek E. coli enfeksiyonuna karsi
koruma sagladigint gostermektedir. Bu durum idrar yolu enfeksiyonlari tedavisi igin

alternatif ve degerli bir yaklasim olarak goriilmiistiir (105).
2.4.3. Anti-inflamatuar Etki

Lactuca sativa tohumlarin ham metanol/petrol eteri ekstresinin pati 6demine karsi
olasi anti-inflamatuar etkileri in vivo olarak incelenmistir. Pozitif kontrol olarak
Piroksikam ilac1 kullanilmistir. Ekstrakt, doza bagli bir sekilde pati 6demini 6nemli dlgiide
inhibe etmistir. Calismada gergeklestirilen On kimyasal analizde L. sativa tohum
ekstraktinda triterpenoidler, saponinler ve basit fenoller bulunmustur. Bu nedenle L. sativa
tohumunun anti-inflamatuar etkisi tohumda bulunan triterpenoidler ve saponinlere bagl

olabilecegi belirtilmistir (59).

Lactuca indica, Asya’da halk tibbi olarak kullanilan, anti-inflamatuar 6zelliklere
sahip yenilebilir bir yabani sebzedir. Yapilan ¢alismada yabani ve kiltir L. indica
bitkisinin yaprak ve kok metanol ekstrelerinin makrofaj kaynakli nitrik oksit birikimi
tizerindeki anti-inflamatuar aktiviteleri karsilagtirilmistir. Calisma sonucunda yabani
formun yaprak ekstresinin, incelenen tiim konsantrasyonlarda kiiltiir yaprak ekstresinden
onemli olgiide daha biiylik bir inhibe edici etki gdstermistir. Bunun yaninda kiiltiir kok
ekstresi, yabani kok ekstresinden daha fazla miktarda nitrik oksit {iretimini inhibe etmistir.
Bunun sebebi olarak kok ekstresinde bulunan saponin seviyesinin daha yiiksek olmasindan

kaynaklandig1 belirtilmistir (95).
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Lactuca sativa bitkisinin metanol ektresinin nitrik oksit sentazi, nitrik oksit
salmmmin1 ve siklooksijenaz-2 miktarin1 azaltarak inflamasyon siirecinde genel bir
azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Bitkinin bol miktarda hidroksisinnamik asit tiirevleri,
kumarinler ve flavon-3-oller igermesi nedeniyle hem beslenme hem de besin takviyeleri

acisindan degerli olabilecegini belirtilmistir (98).

Lactuca sativa bitkisinin yaprak ve tohumlarindan metanol-kloroform karigimi ve
su ekstrelerinin siganlar tizerinde pati 6demine karsi olas1 anti-inflamatuar etkileri in vivo
olarak incelenmistir. Yapraklarin sulu ekstrelerinin en yiiksek anti-inflamatuar etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir. Bitkinin anti-inflamatuar potansiyelinin triterpenoidler ve saponin

icerigi ile iligkilendirilebilecegi ifade edilmistir (106).
2.4.4. Antidepresan Etki

Lactuca sativa bitkisinin yaprak ve tohumlarinin metanol:kloroform ve su
ekstrelerinin si¢anlarda antidepresyon etkisi incelenmistir.. Deneyde siganlar su dolu dikey
bir silindir i¢inde yiizmeye zorlanir. Kagis olmadigi igin ortaya ¢ikan kaygi, siganlarda
siddetli yiizme eylemi iretir. Sicanlar hayatta kalmak icin gerekli olanlar disinda tiim
aktivitelerini durdurdugunda (baglarin1 suyun dstiinde tutma) bu depresyon olarak
adlandirilir. Antidepresan ilaglar toplam yiizme siiresini artirir ve hareketsizlik siiresini
azaltir. Calisma sonucunda en kisa hareketsizlik siiresi tohumun sulu ekstrelerinde
goriilmiistiir. Yaprak ekstreleri de orta diizeyde antidepresan etki sergilemistir. Ayrica test

edilen hayvanlarda anormal davranis veya 6liimciil sonug gézlenmemistir (106).
2.4.5. Analjezik ve Sedadif Etki

Lactuca scariola bitkisinin analjezik (agr kesici) etkisini belirlemek i¢in metanol
ekstraktt hazirlanmigtir. Yapilan deneyle, farelerin kuyruklarmin belirli bir boliimii
51°C’de tutulan bir su banyosuna batirilmis ve kuyrugun sicak suya batirilmasindan sonra,
cikartilma siiresi kuyruk sigramasi siiresi olarak kaydedilmistir. Deney sonucunda en
yiiksek doz olan 1000 mg/kg, aspirine gore daha uzun siireli ve yogun bir analjezik etki
saglamistir. Bu bulgular, L. scariola bitkisinin metanolik 6ziitiiniin 6nemli bir analjezik
etkinlige sahip oldugunu gostermekte olup geleneksel halk tibbinda agri kesici olarak

kullanimin1 destekledigi ifade edilmistir (107).
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Lactuca virosa bitkisinden elde edilen laktusin, laktukopikrin ve 114,13-
dihidrolaktusin bilesiklerinin fareler {lizerinde potansiyel analjezik etkileri incelenmistir.
Test edilen ii¢ bilesik arasinda, laktukopikrin en etkili analjezik etkiyi saglamistir. Bu
gozlemler L. virosa bitkisinin bir analjezik bitkisel ilag¢ olarak kullanimini dogrulamakta
olup ve igerdigi laktusin ve laktusin benzeri guaianolidlerin varli§i nedeniyle analjezik

ozelliklere sahip olabilecegini ifade edilmektedir (108).

Lactuca sativa bitkisi gelencksel olarak hipnotik Ozelligi nedeniyle
kullanilmaktadir. Bitkinin bu bilinen uyku siiresini uzatma etkisini arastirmak igin
farelerde in vivo calisma gergeklestirilmistir. Bitkinin dnce alkolik ekstresi daha sonra bu
ekstreden su, etil asetat ve n-biitanol fraksiyonu hazirlanmistir. Erkek farelere ekstrelerin
farkl1 konsantrasyonlar1 verilmistir. Sonuglara bakildiginda uyku siiresini anlamli bir
sekilde uzatan fraksiyonun sadece n-biitanol oldugu goriilmiistiir. Ne alkolik ekstrenin
dozlar1 ne de su ve etil asetat fraksiyonlari, uyku gecikmesinde anlamli bir azalmaya neden

olmamustir (109).

Lactuca sativa bitkisinin yaprak ve tohumlarmin metanol-kloroform ve su
ekstrelerinin siganlar {izerindeki analjezik etkisi incelenmistir. Alinan sonuglara gore
yaprak ekstresi, tohum ekstresine gore daha yiiksek analjezik etki gostermistir. Ayrica sulu
ekstrelerin daha etkili oldugu goriilmistiir (106).

2.4.6. Antidiyabetik Etki

Lactuca indica Asya genelinde yaygin olarak bulunan bir bitkidir. Bitkinin aseton
ekstresinden hazirlanan n-biitanol ve su fraksiyonundan dokuz bilesik izole edilmistir. Bu
bilesikler arasinda, latukein C ve laktokasit bilesiklerinin diabetik si¢anlarda kan glukoz

seviyesini orta derecede distlirdiigii gorilmiistiir (110).

Lactuca indica bitkisinin hazirlanan metanol ekstresinden izole edilen sekiz fenolik
bilesigin (apigenin, luteolin, izokuersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, p-hidroksimetil
benzoik asit, transsinnamik asit ve p-kumarik asit) inhibitor etkileri maya kokenli a-
glukozidaz enzimi kullanilarak degerlendirilmistir. Luteolin ve apigenin bilesikleri yiiksek
miktarda a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi gOstermistir. Diger bilesikler test edilen

konsantrasyon araliginda ¢ok zayif veya hi¢ inhibisyon aktivite gdstermemistir (99).
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Lactuca scariola Kuzey Karnataka’da yetisen yesil yaprakli bitkidir ve genellikle
bu bdlgenin halki tarafindan sahip oldugu antidiyabetik 6zellikler nedeniyle tiiketilir. Nikel
gibi agir metaller, diyabeti tetikleyen 6nemli endiistriyel tehlikelerden biri olarak kabul
edilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda L. scariola yapraklarindan hazirlanan sulu ekstresinin
Nikel (IT) agir metalinin oldugu ve olmadig1 durumlarda, diyabetik siganlarda antidiyabetik
aktivitesi incelenmistir. Deney sonucunda L. scariola ile tedavi edilen diyabetik siganlarda
nikel (II) gibi agir metallerin varliginda bile kan glukoz seviyesinin belirgin bir sekilde
diistiighi tespit edilmistir. L. scariola bitkisinin antidiyabetik etkisinin yapisinda bulunan

flavonoidler, sabunlar ve steroidler sayesinde olabilecegi belirtilmistir (111).

Lactuca sativa bitkisinden izole edilen laktuksantin bilesiginin in vitro ve in vivo
ortamlarda a-amilaz ve o-glukozidaz enzimlerini inhibe etme aktivitesi arastirilmustir. In
vitro yapilan deneyler sonucunda, laktuksantin bilesiginin enzimlerin aktivitesini sentetik
inhibitor olan akarboz kadar olmasa da yine de bastirdigin1 gdstermistir. In vivo deneyler
sonucunda ise laktuksantin bilesigi enzimlerin bagirsak ve pankreasindaki aktivitesini
azaltmis ve kan glukoz seviyesini diislirmiistiir. Bu bulgular bilesigin diyabet tedavisinde

tibbi ve besinsel anlamda 6nemli bir potansiyele sahip olabilecegini gostermistir (112).

Lactuca serriola bitkisinin toprak {istii kisimlarindan metanol ham ekstresi
hazirlanmis ve sonra bu ekstreden eter, dikolorometan, etil asetat ve n-biitanol
fraksiyonlari elde edilmistir ve bu fraksiyonlarn a-glukozidaz enzim inhibisyon
aktivitelerine bakilmistir. Sonuglar sentetik inhibitor arkaboz ile karsilastirilarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore etil asetat fraksiyonu, akarboz ile
karsilastirildiginda oldukca iyi bir inhibisyon gostermistir Test edilen fraksiyonlar
arasindaki en dusiik inhibisyon aktivite n-biitanol fraksiyonunda kaydedildigini
belirtilmistir. Etil asetat fraksiyonundan izole edilen bilesikler de, a-glukozidaz inhibisyon
aktiviteleri i¢in incelenmis ve kaemferol ve kuersetin bilesiklerin a-glukozidaz enzimine

kars1 en yiiksek inhibisyon aktivite gostermistir (103).
2.4.7. Anksiyolitik Etki

Lactuca sativa bitkisinin hazirlanan etanol ekstratinin yiyecek ve yiikseklik
tarafindan tetiklenen anksiyete davramisi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Anksiyete,
depresyon, panik atak ve travma sonrasi stres bozukluklar1 gibi bir¢ok psikiyatrik
hastalikla iligkilendirilir ve hiicresel diizeyde reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini artirir.

Calismada anksiyolitik oOzellikler erkek fareler flizerinde test edilmistir. Bitkinin
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yapraklarmin kurutulmus etanol ekstresi farelere oral olarak verilmis ve tedavi siiresi
boyunca hareket ve anksiyolitik aktiviteler degerlendirilmistir. Calisma sonucunda etanol
ekstresi ile 30 giin boyunca tedavi edilen farelerde 15 giinliik tedavi géren gruplara gore
belirgin bir aktivite artis1 gozlenmis ve farelerin yeme davraniglarinin arttigi goriilmiistiir.
Ayrica ¢aligmada HPLC yontemi ile ekstraktin fenolik igerigine bakilmis ve klorojenik
asit, vanilin, epikatesin, kafeik asit, sinapik asit, kuersetin-3-ramnozit, p-kumarik asit ve
kuersetin gibi ¢esitli fenolik bilesikler izole edilmistir. Bu bilesiklerin farelerin anksiyete

davranigi iizerinde etkisi olabilecegi belirtilmistir (93).
2.4.8. Hepatoprotektif Etki

Lactuca runcinata DC. bitkisinin hazirlanan metanol ekstresinin in vivo olarak
karaciger hasarmna karsi etkinlii arastirllmistir. Serum glutamat oksalat transaminaz
(SGOT), serum glutamat piruvat transaminaz (SGPT), alkalen fosfataz (ALKP) ve total
bilirubin (TB) gibi ¢esitli biyokimyasal parametrelerin yiiksek seviyeleri siklikla karaciger
hasar1 dahil olmak tizere karaciger hastaliklariyla iliskilendirilmektedir. Calismada albino
sicanlar kullamilmistir. Karaciger hasar1 CCly tarafindan indiiklenen hayvanlara bitki
ekstresi farkli konsantrasyonlarda oral yolla uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonucunda L.
runcinata metanol ekstresinin SGOT, SGPT, ALP ve TB diizeylerini 6nemli ol¢iide
azaltigr gorilmustiir. Bu etkinin nedeninin metanol ekstresinde bulunan fenoller ve

flavonoidlerin varligina atfedilmistir (113).

Lactuca indica Kore genelinde geleneksel olarak iltihap, bakteriyel enfeksiyon ve
bagirsak bozukluklarmin tedavisi i¢in kullanilan yenilebilir yabani bir sebzedir. Bitkinin n-
biitanol ekstresinden izole edilen bilesiklerin hepatit B virlisii liretimini inhibe edip
etmemesi in vitro olarak arastirilmistir. Calisma sonucunda test edilen bilesikler arasinda
3,4-di-O-kafeolkinik asit, 3,5-di-O-kafeol-mukokinik asit, 3,5-di-O-kafeolkinik asit, 4,5-
di-O-kafeololkinik asit, 5-O-kaffeololkinik asit, 3-O-kafeolkinik asit, 5-O-(E)-p-
kumarolkinik asit gibi kinik asit tiirev bilesikleri ile luteolin 7-O-f-D-glukuronit, 5,20-
dihidroksi-7-O-f4-D-glukuronilflavon, kuersetin  3-O-f-D-glikopiranozit gibi flavonoid

tiirevi bilesiklerin hepatit B viriislinii 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi goriilmiistiir (114).
2.4.9. Noroprotektif Etki
Lactuca capensis yapraklarindan elde edilen metanol ekstraktin Alzheimer hastaligi

ile iligkilendirilen hafiza kayb1 {izerinde nérokoruyucu rolii in vivo olarak

degerlendirilmistir. Deneyde Abl1-42 adi bir madde ile sicanlarda Alzheimer hastalig
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olusturulmustur. Alzheimer hastaliginda bilissel bozulma ile iligskilendirilen BDNF (Beyin
kaynakli norotrofik faktor) sayisi azalmaktadir. Sonug olarak hastalik boyunca siganlarin
biligsel performansi diismektedir. Deney siiresince hasta olan hayvanlara bitki metanol
ekstresi yirmi bir giin boyunca uygulanmistir. Metanol ekstresinin uygulamasi hastaligin
neden oldugu olumsuz degisiklikleri tersine ¢evirmistir. Ekstrenin fareler iizerinde yaptigi
degisiklikler, kolinerjik aktiviteyi diizenleme ve BDNF seviyelerini artirma seklinde

Olmustur (68).

Lactuca sativa bitkisinin glukoz/serum eksikligi sonucunda olusan hiicre hasari
karsisinda ndronlar1 koruma yetenegini incelemek amaciyla in vitro bir ¢aligma yapilmistir.
Glukoz eksikligi beyine yetersiz glukoz/serum gitmesi sonucunda hiicre 6liimiine neden
olmaktadir. Yapilacak calisma igin sigan feokromositoma hiicre hatti (PC12) ve fare
neuroblastoma hiicre hatti (N2a) secilmistir. Iki noron hiicresi glukoz/serum eksikligi
kosullarinda 6 veya 12 saat boyunca kaldiktan sonra, bitkinin hidroalkolik ekstrakt1 ve bu
ekstreden hazirlanan su, etil asetat ve n-biitanol fraksiyonlarinin farkli konsantrasyonlari
ile muamele edilmistir. Deneylerin sonunda, etil asetat fraksiyonunun her iki hiicre
hattinda da ndrokoruma sagladigi ve inme gibi yaygin nérodejeneratif bozukluklar icin

yeni bir tedavi stratejisi olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir (115).
2.4.10. Sitotoksik Etki

Lactuca sativa var. anagustata bitkisinden izole edilen {i¢ seskiterpen lakton (15-O-
pB-D-glukopiranozil-4a-hidroksi-5«,64,115H-eudesma 12, 1/-hidroksi-15-O-(p-
metoksifenilasetil)-5a, 64, 115H-eudesma-3-en-12, 6a-olid, 4a-O-4-D-glukopiranozil-15-
hidroksi-5a, 6fH-guaian-10(14),11(13)-dien-12,6a-olid) bilesiginin insan epitel ve insan
kolon kanser hiicre hatlarina kars1 in vitro olarak sitotoksisitesi test edilmistir. Test edilen

ti¢ bilesigin her iki hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivite sergilemedigi goriilmiistiir (116).

Lactuca steriolla bitkisinin toprak iistii kisimlarinin metanol ekstresinin ve ugucu
yaglariin antikanser aktivitesi arastirilmistir. Metanol ekstresi insan kolon hiicresi, kiigiik
hiicreli olmayan akciger hiicresi, insan karaciger hiicresi ve insan meme hiicresi, hiicre
hatlarina karsi in vitro olarak sitotoksisite agisindan incelenmis ve bu ekstre en iyi meme
kanserine kars1 yiiksek sitotoksik aktivite gostermistir. Ugucu yaglarin ise ¢alisilan hiicre
hatlarindan karaciger ve akciger kanserine karsi normal seviyede sitotoksisite aktivite

sergilemistir (57).
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Lactuca serriola bitkisinin metanol ekstraktinin karin zar1 tiimdriine karsi antitimor
aktivitesini albino farelerde degerlendirmek i¢in bir ¢alisma yapilmistir. Bitki ekstraktinin
antitimor aktivitesi, ortalama sagkalim siiresi kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica
hayvanlarin bitki ekstraktinin tedavisinden sonra hematolojik parametreleri (hemoglobin
icerigi, kirmizt ve beyaz kan hiicreleri sayist ve farklilagmis hiicre sayimi) iyilesme
acisindan incelenmistir. Bitki ekstraktlarinin uygulanmasi sonrasinda kanserli hiicrelerinin
sayis1 azalmis, sagkalim siiresi artmis ve degisen hematolojik parametreler diizelmistir.
Sonug olarak, L. serriola metanol ekstraktinin énemli antitimor aktiviteye sahip oldugu
goriilmistiir L. serriola bitkisinin kimyasal iceriginde triterpenoidler (lupeol, oleanene,
lupeol asetat ve germinkol). flavonoidler ve seskiterpen gibi bilesikler bulundugu bu
bilesiklerin giiglii antitimor 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Flavonoidler ayni
zamanda kanser hiicrelerini Oldiirebilecek mekanizmalar1 tetikleyebilir ve tiimoriin
yayilmasin1 engelleyebilir. L. serriola bitkisinin antitiimor 6zellikleri bu bilesiklerden

kaynaklanabilecegi belirtilmistir (117).

Lactuca indica bitkisinin kok, govde, yaprak ve ¢igek kisimlarindan hazirlanan
metanol ekstrelerinin, bes farkli kanser hiicre hatti (rahim, akciger, girtlak, bobrek,
kolorektal) tizerindeki sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Hiicrelere ekstreler farkli
konsantrasyonlarda 48 saat boyunca uygulandiginda, kanserli hiicrelerin orant doza bagl
olarak diismeye baslamistir. L. indica yapraklarini metanol ekstresi, en iyi insan meme

kanser hiicrelerine karsi umut verici bir sitotoksik aktivite sergilemistir (96).

Lactuca serriola bitkisinin alkolik ekstresinin kalp kas hiicrelerinde dokrorubisin
kaynakli hiicre 6liime karst koruyucu etkisi arastirilmistir. Dokrorubisin, cesitli kati
timorlerin tedavisinde kullanilan ama kullanimi kardiyotoksisiteye neden olan bir ilagtir.
Reaktif oksijen tiirleri bu patolojik siiregte dnemli bir rol oynamaktadr. ilk olarak hiicreler,
4 saat boyunca ekstrakt ile inkiibe edilmis ve ardindan 24 saat boyunca dokrorubisin
varliginda veya yoklugunda islem gormiistiir. Dokrorubisin hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide
azaltmig, bununla birlikte ROS {iretiminde ve lipid peroksidasyonunda artisa neden
olmustur. L. serriola ile yapilan 6n islem, hiicrelerin canliligini arttirmis ve lipid
peroksidasyonunu azaltmistir. Sonug olarak, ekstrenin oksidatif stres kaynakli kalp kas1

hiicre hasaria kars1 koruyucu etki gosterdigi goriilmiistiir (118).
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2.5. Tez Kapsaminda Calisilan Tiirler Hakkinda Genel Bilgiler
2.5.1. Lactuca boissieri Rouy.

Lactuca boissieri bitkisi halk arasinda ‘“koca marul” olarak bilinen, endemik bir
tiirdiir. Tiirkiye’'nin Dogu Karadeniz Boliimii'nde 1600-2250 m yiikseklikte, dere
kenarlarinda dogal olarak yetismektedir (Resim 1). Cigeklenme zamani Temmuz-Agustos

aylaridir (119).

C | Lactuca boissieri
® X8

— — T 'y

Resim 1. Lactuca boissieri bitkisinin yayilis haritasi (Giizel’den, 119)

Cok yillik, otsu ve pargali rizomlu bir bitkidir (Resim 2). Govdesi 82-195 cm, dik,
cizgili, genellikle dallanmamig veya bazen iistten dallanmig ve tiiysiiz. Yapraklar damarlar
boyunca setoz tiiylii. Cigek kurulu semsiyemsi veya panikula, basc¢ik (kapitulum) sayisi
genelde 50°den fazla, tiiysiiz, bazen ¢ok seyrek salgi tiiylii. Cigekler sari, bogaz kismi
tiylii, korolla tlipti 3.2-3.4 mm, dilsi kisim 11.4-14.4x1.7-2.3 mm. Aken govdesi elipsoid,
yassi, 5.5-8x1.4-1.8 mm (gaga dahil), yiizeyi yiiksek biiylitmede ¢ikintili, kahverengimsi-
siyahimsi, sirt ¢izgi sayisi her bir yiizeyde 5-7, gaga kisa ve saglam, 0.8-1.8 mm, uca dogru
daralip rengi acilarak belirgin bir disk ile sonlanir. Papus iki halka halinde, beyaz, igtekiler

kirilgan-diisiicii, skabrid, distaki kalicidir (119).
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Resim 2. Lactuca boissieri bitkisinin genel gortiiniimii (Glizel’den, 119)

2.5.2. Lactuca bourgaei Boiss.

Lactuca bourgaei bitkisi halk arasinda “dere marulu” olarak bilinmektedir.
Diinya’da Transkafkasya (Abhazya, Acaristan, Glircistan) Tiirkiye’de ise Dogu Karadeniz
Boliimii’nde 450-2200 m yiikseklikte, calilik iclerinde dogal olarak yetismektedir (Resim
3). Cigeklenme zamani Temmuz-Agustos-Eyliil aylaridir (119).
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Resim 3. Lactuca bourgaei bitkisinin yayilis haritas1 (Giizel’den, 119)
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Cok yillik, otsu, rizomlu, saglam bir bitki (Resim 4). Gévde 80-300 cm, dik, ¢izgili,
genelde tabandan dallanmis, nadiren dallanmamais, iiste dogru azalan yogun kisa kivrik
tiylii. Yapraklar damarlar boyunca kisa kivrik (krispit pubeskent) tiiylii. Cigek kurulu
panikula, bascik (kapitulum) sayis1 genelde 50°den fazla, tiiysiiz veya kisa kivrik tiiylii.
Cigekler mavi-agik mor, bogaz kismu tiiylii, korolla tiipii 4.5 mm, dilsi kisim 14-16x2 mm.
Aken elipsoid-lanseolat, yassi, az-cok oraksi (falkat), 4-4.7x1-1.2 mm (gaga benzeri yap1
dahil), yiizeyi yiiksek biiyiitmede ¢ikintili (murili), diske dogru beyazimsi hispid tiiylii,
acik-koyu kahverengi, sirt ¢izgi (rib) sayis1 her bir yiizeyde 6-7, uca dogru daralarak belli-
belirsiz gaga benzeri bir yapiya (0.4-0.7 mm) sahip ve belirgin bir disk ile sonlanir. Papus
iki halka halinde, beyaz, igtekiler kirilgan-diisiicii, skabrid, distaki, kalicidir (119).

Resim 4. Lactuca bourgaei bitkisinin genel goriiniimii (Giizel’den, 119)

2.5.3. Cicerbita petiolata K. Koch

Cicerbita petiolata bitkisi halk arasinda “Siitliimog” olarak adlandirilmaktadir.
Diinya’da Kuzey Kafkasya, Transkafkasya, Tiirkiye’de ise Orta ve Dogu Karadeniz
Boliimii’nde 350-2300 m yiikseklikte, nemli ¢alilik iglerinde dogal olarak yetismektedir
(Resim 5). Ci¢eklenme zamani ise Temmuz-Agustos-Eyliil aylaridir (119).
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Resim 5. Cicerbita petiolata bitkisinin yayilis haritasi (Giizel’den, 119)

Cok yillik, otsu, rizomlu, saglam bitki (Resim 6). Govde 45-250 cm, dik, ¢izgili,
genelde dallanmamis, bazen iistten dallanmis, alt kismu tliysiiz, iist kismi (¢igek kurulu
dahil) salgi-basit tiiylii. Yapraklar genelde tilysiiz, bazen orta damar setuloz tiiyli. Cigek
kurulu panikula, basgik (kapitulum) sayist genelde 50°den fazla, yogun salgi-basit tiiyli.
Cicekler mavi-acik mavi, bogaz uzun kismu tiiylii, korolla tiipti 3.3-3.7 mm, dilsi kisim ise
10-14.3x4-2 mm. Aken linear, silindirik, 4.2-4,4x5.8-6 mm, ylizeyi yiiksek bilylitmede
cikintili, sirt cizgileri ¢ok kisa beyazims tiiylii, agik kahverengi, sirt ¢izgi (rib) sayis1 5,
tabana dogru daralarak sonlanir, ucu kesik. Papus sarimsi, kalici-saglam, kismen barbellat

(119).
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Resim 6. Cicerbita petiolata bitkisinin genel goriiniimii (Glizel’den, 119)

2.6. Sekonder (ikincil) Metabolitler

Canli organizmalardaki metabolizma, enerji lireten, biiylime ve doku gelisimi i¢in
gerekli maddeleri saglayan, organizmanin farkli kosullarda hayatta kalmasina yardimci
olan ve bir dizi enzim tarafindan kontrol edilen kimyasal reaksiyonlar olarak tanimlanir.
Metabolizmanin ara ve son iirlinlerine metabolitler denilir. Bu iiriinlerin organizma
igerisinde sinyal iletimi, enzimleri uyarma veya inhibe etme, kendi katalitik aktivitelerini
saglama, savunma ve diger organizmalarla etkilesime girme gibi ¢esitli fonksiyonlari
bulunur. Bitkiler kendi biinyelerinde bir dizi kimyasal bilesigi sentezleme kapasitesine
sahiptir. Sentezlenen bilesikler biyosentetik kokenlerine ve biyokimyasal rollerine bagl

olarak birincil ve sekonder (ikincil) metabolitler olarak iki ana gruba ayrilir (120, 121).

Birincil metabolitler, tiim hiicrelerde bulunan ve bu hiicrelerin metabolizmasi1 ve
tireme siireglerinde merkezi bir rol oynayan bilesiklerdir. Bu bilesikler, bitkinin yapis1 ve
yasami i¢in gerekli olan olan karbonhidratlar, proteinler, niikleik asitler ve yaglar gibi
maddeleri igerir. Genellikle polimerik ve kimyasal olarak biiylik molekiillerdir.
Organizmalarin enerji diizenlemesi ve dokularin biiyiime ve gelismesinde yer alirlar.

Organizmanin yap1 taglaridir (121).
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Bitki sekonder metabolitleri, birincil metabolitlerin aksine fotosentez ve solunum
gibi bitkinin temel metabolik siire¢lerine dogrudan katilmayan ancak bitkilerin ¢evresiyle
etkilesimini etkileyerek uzun siire hayatta kalmalarini saglayan bilesikleri ifade eder. Bu
nedenle bu bilesiklere ikincil (sekonder) metabolitler denilir (122, 123). ikincil
metabolitler bitkinin kabuk, gévde, yaprak, kok, rizom, ¢igek, tohum ve meyve gibi
kisimlarinda dogal olarak iiretilir (124). Bitkiler genel olarak bu bilesikleri, renk ve ugucu
kokulariyla tozlayicilar ¢ekerek dollenmeyi artirmak, salgiladiklar1 zehirli kimyasallar ile
bakteri mantar ve viriis gibi patojenleri uzaklastirmak, meyvelerdeki kimyasal bozulmay1
onlemek, avcilara karst korunmak ve kuraklik, agir metaller, UV 1simlar gibi ¢evresel
kosullara kars1 direng olusturmak igin iiretirler (121). Ikincil metabolitlerin biyosentezi,
cesitli cevresel tetikleyiciler tarafindan baglatilir. Tetikleyici faktorler genellikle uyaricilar
olarak adlandirilir ve bunlar abiyotik (yiliksek veya diisiik sicaklik, basing, 151k, kuraklik,
tuzluluk ve UV-stresi) veya biyotik (mantarlar, mayalar, bakteriler) kokenli olabilir.
Cevresel faktorler siirekli degistigi icin sekonder metabolitlerin {iretimi stres, mevsimsel

degisiklikler ve organizmanin gelisim asamalarina bagl olarak artar veya azalabilir (123).

Sekonder metabolitler igcerdikleri kimyasal cesitlilik sayesinde antioksidan aktivite,
antimikrobiyal etki, enzimlerinin modiilasyonu, bagisiklik sisteminin uyarilmasi, pihti
olusumunu 6nlemek, hormon metabolizmasinin modiilasyonu ve antikanser gibi bir¢ok
biyolojik 6zelliklere sahiptir. Bitkilerin kendilerini korumak i¢in bu kimyasallari tirettikleri
bilinse de yapilan arastirmalar bu bilesiklerin ayni zamanda insanlar1 gesitli hastaliklara

kars1 korudugunu gostermistir (125, 126).

Bitki sekonder metabolitleri biyosentetik kokenlerine veya temel kimyasal
fonksiyonel gruplarmma gore fenolik bilesikler, terpenler ve alkaloidler olarak
simiflandirilmigtir. Bu bilesikler bitki hiicrelerinde, dokularinda ve organlarinda genis bir

sekilde dagilmistir (127).
2.6.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler diger adiyla polifenoller, bitkinin yaprak, meyve, kok ve govde
gibi c¢esitli organlarinda iretilebilen, bircok biyolojik fonksiyona sahip sekonder
metabolitlerdir (128). Yapisal olarak en az bir aromatik halka tasiyan ve bir veya daha
fazla hidroksil grubu iceren bilesiklerdir. Genellikle serbest halde degil esterler veya
glikozitler olarak bulunurlar. Bitkilerdeki fenolik bilesik igerigi, bitkinin yetistigi ¢evresel
kosullar ve genetik 6zelliklerine bagl olarak degisebilir (129, 130).
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Fenolik bilesikler bitkilerin lireme ve biliylime siireglerinde temel fonksiyonlar
yerine getirmenin yani sira patojenlere ve avcilara karsi dogal bir savunma mekanizmasi
olarak gorev yaparlar. Baz1 bilesikler, ultraviyole koruma ve sinyal iletimi gibi belli
gorevler i¢in 6nemlidir. Ayrica renk ve tat 6zellikleri olmak tizere bitki kaynakli gidalarin
ve igeceklerin temel organoleptik ozelliklerinden sorumludurlar. Bitkilerde oynadiklari
birgok roliin yaninda fenolik bilesikler insan saghigini destekleyen cesitli biyolojik
Ozelliklere sahiptir. Diyetimizdeki meyve, sebze ve tahillarda bulunan polifenoller,
viicudumuzdaki 6nemli antioksidan, antibakteriyel ve antiviral kaynaklardan biridir.
Polifenollerin bu ozellikleri kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, astim, yara iyilesmesi,
osteoporoz ve yaslanma ile iliskilendirilen dejeneratif hastaliklarin hasarini1 azaltmaya
yardimc1 olmaktadir. Bitkiler aleminde bir¢ok tiirde bulunan fenolik bilesikler, karbon
atomu sayisina ve karbon zinciri yapisina bagli olarak genellikle fenolik asitler ve
flavonoidler olmak tizere iki ana sinifa ayrilir. Fenolik bilesikler arasinda, flavonoidler
insan diyetindeki fenoliklerin ticte ikisini temsil ederken, kalan tigte birlik kisim fenolik

asitlerden olusmaktadir (131).
2.6.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler ayn1 zamanda hidroksibenzoatlar olarak da bilinir. Bu bilesikler
dogada genellikle serbest formda degil ligninler veya hidrolizlenebilir tanenler gibi
kompleks yapilarin bilesenleri olarak bulunurlar. Yapilarindaki karbonil grubunun varligi
nedeniyle asidik karaktere sahiptirler. Fenolik asitler hidroksibenzoik asitler ve
hidroksisinnamik asitler olmak iizere iki gruba ayrilir (Sekil 1). Bu gruplar arasindaki temel

fark, aromatik halkalarindaki hidroksil ve metoksil gruplarinin konumlar1 ve sayilaridir
(130).
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Temel Yapilar Fenolik asit R1 R2 R3

Hidroksibenzoik asit Hidroksibenzoik H OH H
Protokatesik OH OH H
. Vanilik OCH; OH H
Sirinjik OCH; OH OCH;
R, COoH Gallik OH OH OH
R3
Hidroksisinnamik asit Kafeik H OH H
Ferulik OH OH H
o Sinnamik OCH; OH H
Sinapik OCH; OH OCHs;
Rz

\ COOH

Sekil 1. Fenolik asitlerin siniflandirilmasi (Cebeci’den, 130)

Hidroksibenzoik asitler, C-C; yapisinda ve genellikle esterler halinde bulunur.
Fenol iizerinde bir karbonil grubunun bulunmasi, hidroksibenzoik asitlerin temel
ozelligidir. Bu siniftaki gidalarda bulunan en yaygin fenolik asitler gallik asit (¢ay ve iliziim
cekirdekleri), vanilik asit, p-hidroksibenzoik asit, sirinjik asit, ellajik asit ve protokatesik

asitlerdir.

Hidroksisinnamik asitler, Cg-C3 yapisinda genellikle ester, amid veya sekerlerle
konjiige olarak bulunur. Cogunlukla kuinik asit, sikimik asit ve tartarik asitin esterleri
olarak bulunurlar. Bu fenolik asitler arasinda, kafeik asitler meyvelerdeki toplam
hidroksisinnamik asitlerin %75’ini olusturan bilyiikk bir gruptur. Hidroksisinnamik asit
tirevlerinin en 6nemli bilesikleri kuinik asit ve kafeik gibi hidroksisinnamik asitlerin

esterleri olan klorojenik asitlerdir (130).
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2.6.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler (Ce-C3-Cg), iki benzen halkasmin (A ve B halkas1) oksijen iceren
heterosiklik piran halkasiyla (C halkasi) birbirine baglandigi 15 karbon atomu igeren bitki
bilesenleridir (Sekil 2) (128, 130).

Sekil 2. Flavonoidlerin kimyasal yapisi (Cebeci’den, 130)

Flavonoidler bitkinin kok, govde, yaprak, ¢igek ve meyveler dahil olmak iizere tiim
boliimlerinden salgilanan, diisiik molekiil agirlikli biyoaktif polifenollerdir. Dogada
cogunlukla aglikon seklinde degil glikozitler halinde bulunurlar. Bu bilesikler meyvelere,
ciceklere ve yapraklara farkli renk tonlar1 kazandirarak bitkinin tozlayict bocekleri
cekmesine yardimci olurken zararlh boceklere ve UV 1sinlarina karsi da bitkileri korurlar.
Ayrica fotosentez siirecinde katalizor olarak islev goriirler. Bitkilerdeki flavonoid miktari
kuraklik, 151k, agir metaller, ultraviyole radyasyon, ozon, sicaklik gibi farkli ¢evresel
kosullara bagli olarak degismektedir (132, 133).

Bitkilerdeki fizyolojik rollerinin 6tesinde flavonoidler insanlar iizerinde birgok
onemli fizyolojik, biyolojik ve biyokimyasal etkiye sahiptir. Flavonoidlerin en iyi bilinen
Ozelliklerinden biri in vitro ortamda serbest radikalleri temizleyen giiglii antioksidan
molekiiller olmalaridir. Flavonoidlerin ¢ekirdek yapisindaki fonksiyonel gruplarin
konfigiirasyonu ve -OH gruplarinin sayisi bu bilesiklerin antioksidan aktivitesini
etkilemektedir. Ana antioksidan o6zelliginin yani sira flavonoidler ayni zamanda anti-
inflamatuar, antiiilser, antiviral, anti-kanser, anti-diyabetik ve sitotoksik etki olmak tizere

birgok farkli biyolojik aktiviteye de sahiptir (128, 132).
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Flavonoidler, B halkasinin baglandigt C halkasinin karbonuna, C halkasinin
doymamiglik ve oksidasyon derecesine bagli olarak farkli alt gruplara ayrilabilir. B
halkasinin C halkasinin 3. konumunda oldugu flavonoidlere izoflavonlar denir. B
halkasinin C halkasinin 2. konumunda oldugu flavonoidler, C halkasinin yapisal
ozelliklerine gore alt1 alt gruba ayrilir. Bu alt gruplar, flavonlar, flavanonlar, flavonoller,

flavanoller ve antosiyaninlerdir (Sekil 3) (128).

R1
R,
HO (6] ‘
(] .
OH (0]
Flavanon
OH

OR,
OH (0]
Flavanol
Ry
Ry
e
G
OH
OH
izoflavon Antosiyanidin

Sekil 3. Flavonoid alt gruplarinin temel kimyasal yapilar1 (Karak’dan, 128)
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Farkli flavonoid smiflarinin 6rnekleri ve bazi gida kaynaklari Tablo 1°de
verilmigtir. Fitokimyasallar olarak flavonoidler insanlar ve hayvanlar tarafindan
sentezlenemezler. Insan diyetinde en vyiiksek miktarda bulunan flavonoidler, soya

izoflavonlari, flavonollar ve flavonlardir (128).

Tablo 1. Flavonoid alt gruplarinin 6rnekleri ve gida kaynaklari (Karak’dan, 128)

Simifi Ornekleri Gida Kaynagi
Flavonlar Apigenin Kereviz, maydanoz,
Luteolin kirmiz1 biber
) Narenciye meyveleri,
Hesperedin )
Flavanonlar ) : limon, portakal
Naringenin
Kuersetin Elma,
Flavonoller Kaemferol Uziim, Zeytin, sogan, brokoli
Mirisetin
Flavanoller Epikatesin yesil ¢ay, siyah cay,
Epigallokatesin seftali,
Isoflavonoidler Genistein Fasulye, nohut,
Daidzein soya fasiilyesi
Malvidin
o A Portakal, kirmizi lahana,
Antosiyanidinler Delfinidin .
. patlican, {iziim, erik
Siyanisin
Peonidin

2.6.2. Alkaloidler

Alkaloidler, sekonder metabolitlerinin olduk¢a genis bir sinifin1 olusturur. Dogada,
genellikle bitkilerin tohumlarinda ve koklerinde ¢ok miktarda bulunurlar. Alkaloidler basit
amino asitlerden sentezlenen, genellikle bir heterosiklik halka i¢inde bir veya daha fazla
azot atomu igeren molekiillerdir. Alkaloidlerin temel Ozellikleri reaksiyonlarda bazik
karakter gostermeleridir. Baziklik derecesi, molekiiliin yapisina, fonksiyonel gruplarin
¢esidine ve konumuna bagli olarak 6nemli 6lgiide degisir. Bir alkaloidde bulunan bir veya

daha fazla azot atomu 1°, 2° veya 3° amin olarak alkaloidin bazik 6zelliklerine katkida
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bulunur. Azot atomlar asitlerle reaksiyona girerek alkaloidlerin suda ¢oziintir Kristal

tuzlarini olustururlar (134, 135).

Alkaloidlerin tadlar1 acidir ve ¢ok toksiktir. Bu nedenle bitkilerin herbivorlar ve
patojenlere karsi kimyasal savunmasinda 6nemli rol oynarlar. Ayrica bu bilesikler UV
radyasyonu tarafindan neden olabilecek hasara karsi koruyucu etki gosterirler. Alkaloidler
giiclii biyolojik aktivitelerinden dolayi ilag, uyarici ve zehir olarak kullanilirlar. Atropin,
konin, morfin, kodein, efedrin gibi bir¢ok alkaloid ¢ok miktarda alindiginda zehirlidir
ancak daha diisiik dozlarda alindiginda yararl ilaglardir. Kokain, nikotin ve kafein gibi
alkaloidler, diinya ¢apinda uyarict veya sakinlestirici olarak kullanilmaktadir. Alkaloidlerin

antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar, antikanser, antimalaryal ve analjezik gibi ¢esitli
biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir (135, 136).

2.6.3. Terpenler

Terpenler, terpenoidler olarak da bilinen ikincil metabolitlerin en biiyiikk sinifini
olusturur. Bu bilesiklerin karbon iskeletleri izopren (CsHg) birimlerinin bag-kuyruk
seklinde art arda baglanmasiyla olusur. Terpenler karbon iskeletindeki izopren birimlerinin
sayisina gore smiflandirilir. Iki ila alti izopren birimi bir araya gelmesiyle monoterpenler
(on karbonlu), seskiterpenler (on bes karbonlu), diterpenler (yirmi karbonlu),
sesterterpenler (yirmi bes karbonlu), triterpenler (otuz karbonlu) ve tetraterpenler (kirk
karbonlu) olusur Terpenlerin alkol, aldehit, ester, eter, keton ve fenol gruplariyla

oksijenlenmis sekline terpenoidler denilir (134, 137).

Terpenik  bilesikler bitkilerin regine kanallarinda, trikomalarda, yaprak
yiizeylerindeki 6zel koku bezlerinde ve ucucu yaglarda sivi formda bulunurlar. Bu
bilesikleri igceren bitki Ornekleri arasinda ¢am, koknar, nane bitkisi, limon, feslegen,
adacayr ve misir bulunmaktadir. Bitkilere aroma ve koku veren lipofilik maddelerdir.
Birgok otobur bocek i¢in toksik etki gosterirler. Bu nedenle bitkilerin savunmasinda

onemli rol oynarlar (134, 137, 138).

Terpen ve terpenoidler insan sagligi i¢in de dnemli bilesiklerdir. In vitro ve in vivo
ortamlarda antikanser, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antioksidan, antialerjik,
norokoruyucu, sedatif ve analjezik olarak gesitli hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir rol
oynarlar. Bu grup icindeki karotenoid ve tokofenol bilesikleri vitaminlerin temel

kaynaklaridir. Terpenik bilesikler farmasoétik, gida ve i¢ecek iiriinleri, kozmetik, parfiimler,
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sentetik kimyasallar, aroma, lastik {iriinleri ve biyoyakit endiistrisinde genis bir sekilde

kullanilmaktadir (137).

Monoterpenler ve seskiterpenler siifi bilesikler bitkileri sadece zararl otgullara ve
mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 korumaz ayni zamanda tozlayicilar1 ¢ekmek i¢in sinyal
bilesikleri olarak da gorev yaparlar. Kasimpati bitkisinde bulunan monoterpen esterler,
insektisidal aktivite gosterirler. Bir triterpen grubu olan limonoidler, otoburlara karsi
beslenme engelleyici 6zellikleri ile bilinir. Terpenlerin biiyiik cogunlugu bitkilerin biiylime
ve gelisiminde de gesitli roller iistlenirler. Ornegin, giberellinler (diterpenler) ve
brassinosteroidler (triterpenler) biiyiimeyi dilizenleyen Onemli bitki hormonlaridir.
Steroller, triterpen tiirevleri olup fosfolipidlerle etkilesime girerek hiicre zarmin
biitiinltiglinii arttiran temel bilesenlerdir. Karotenoidler, tetraterpenler olarak siniflandirilir
ve fotosentezde yardimci pigmentler olarak gorev yaparak fotosentetik dokulari foto-
oksidasyona kars1 korurlar. Ayrica bazi bitkilere sar1, kirmizi ve turuncu gibi renkleri veren
karotenoidlerdir. Dolikoller, uzun zincirli politerpen alkoller olarak hiicre duvari ve
glikoprotein sentezinde seker tasiyicilari olarak gorev yaparlar. Klorofilin yan zincirleri
olan fitoller ise belirli molekiilleri zar membranlarina baglamak i¢in kullanilirlar (138,

139).
2.7. Ucucu (Esansiyel) Yaglar

Ucucu yaglar, esansiyel yaglar olarak da adlandirilan genellikle oda sicakliginda
stivi formda bulunabilen, kolayca kristallesebilen, bitkilerden ¢esitli yontemlerle elde
edilen, renksiz veya agik sar1 renkli yagimsi sivilardir. Bu yaglar, bitkinin tiim
organlarindan (cicek, sap, tohum, meyve, tomurcuk, yaprak vb.) sentezlenir ve salgi
hiicrelerinde, epidermis hiicrelerinde veya bezli tiiylerde depolanirlar. Iklim faktdrleri,
bitkinin metabolizma hizi ve bez tiliylerinin farklilasmasi ugucu yag sentezi ve
salgilanmasini etkileyen onemli faktorlerdendir. Bu bilesenlerin en karakteristik ozelligi,
bulunduklar1 bitkilere belirgin bir koku, tat vermesi ve oda sicaklifinda ugucu ve aromatik

olmalaridir (140, 141).

Ugucu yaglar kimyasal olarak karmasik karisimlardir ve bitkinin biyolojik
aktivitesinden sorumlu, farkli konsantrasyonlarda, diisiik molekiil agirliginda ve
karakteristik kokuya sahip ¢esitli bilesiklerden olusurlar. Bu bilesikler iki ana grupta
siniflandirilir. Ik ve ana grup terpenler ve terpenoidlerden olusurken, ikinci grup fenol,

sinnamaldehit, eugenol, elemisin, metoksil tiirevleri, miristisin, aldehit, asit, alkol, keton,
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eter, lakton gibi aromatik ve alifatik bilesenleri icerir. Bu bilesenler arasinda terpenler ve
terpenoidler ugucu yaglarda ¢ok yliksek konsantrasyonlarda bulunur ve yagin koku ve
lezzetine Onemli Olglide katki saglarlar. Terpenoidlerin  en Onemli bilesenleri,
monoterpenoid ve seskiterpenoid ailelerine aittir. Oksijenli bilesikler, diger bilesenlere
kiyasla oksitlemeye karsi daha stabil ve seyreltik alkolde daha iyi ¢oziiniirdiir. Diger
yandan, monoterpenler ve seskiterpenler gibi doymamis bilesiklerin hava ve 1sik etkisi
altinda kolayca oksitlenme veya reginelenme egilimi vardir bu durum uygun olmayan
saklama kosullar1 altinda bozulma, koku ve tat kayb1 ve alkolde ¢oziiniirliigiin azalmasi
anlamma gelir. Ugucu yaglarin kimyasal bilesimi bitki tiiriine, bitkinin yetistigi cografi

alanin yapisina ve iklimine bagl olarak degisir (141, 142).

Aromatik bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar, antibakteriyel, insektisit ve
antiviral Ozelliklere sahip olmalarindan dolayr bitki korumasinda 6nemli rol oynayan
maddelerdir. Ayrica otculart ve tozlasma yapan hayvanlar1 polen ve tohum dagitimi igin

¢ekme veya uzaklastirma 6zellikleri nedeniyle dnemlidirler (143).

Bugiin ugucu yaglar, deterjanlardan sabunlara, tuvalet {irlinlerinden kozmetiklere,
ilaglardan parfiimlere, sekerleme iirlinlerinden gazli iceceklere ve insektisitlere kadar
cesitli tiiketici Uriinlerinde kullanilmaktadir. En biiylik ucucu yag kullaniminin gida (lezzet
vericiler olarak), parfimler (kokular1 i¢in) ve ilag (fonksiyonel 0&zellikleri igin)
sektorlerinde oldugu belirtilmistir. Ornegin, limonen ve geranil asetat bilesikleri

parfiimlerde, kremlerde ve sabunlarda kullanilir (141, 143).
2.7.1. Ucucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ucucu yaglar bitkilerin farkli dokularindan hidrodistilasyon, ¢oziicii ekstraksiyon
ve mekanik yontem gibi cesitli yontemlerle elde edilirler. Kullanilan yonteme gore
esansiyel yaglarin verimi, kimyasal bilesenleri ve kompozisyonu énemli dlgiide etkilenir
ve bunun sonucunda ¢ikarilan yagin biyolojik aktivitesi degisebilir (142, 144). Elde edilen
ucucu yaglarin kimyasal bilesenlerinin analizi, gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi
(GC-MS) kullanilarak gergeklestirilir. Bu analitik yontem, ugucu yaglarin bilesenlerini
hem nitel hem de nicel olarak incelemeyi saglar. Gaz kromatografisi, bilesikleri cihazda
tutunma siirelerine gore ayirirken, kiitle spektrometrisi bu bilesenlerin kiitle ve kimyasal

yapilarina dayanarak referans standartlarla karsilastirir ve bilesikleri tanimlar (145).
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Hidrodistilasyon, bitkilerden ugucu yag ¢ikarmak icin kullanilan geleneksel bir
yontemdir. Bu yontemde bitki materyali dogrudan su igeren bir balona konulur ve hem
bitki hem de suyla birlikte kaynatilir. Balonda olugan buhar karigimi (sut+yag), sogutucuya
gecer ve bu sayede su ve yag yogunlasir. Yagin ve suyun yogunluk farklarindan dolay: yag
yiizeye ¢ikar ve kolayca sudan ayristirilip elde edilir. Clevenger tipi diizenek, esansiyel
yaglarin hidrodistilasyonu i¢in en yaygin kullanilan diizenektir. Tez ¢alismasinda

kullanilan Clevenger diizenegi Resim 7°de gosterilmistir (142, 146).

Resim 7. Ugucu yag elde etmek i¢in kullanilan Clevenger diizenegi

Coziicii ekstraksiyon, bitkilerin ¢icek gibi hassas kisimlarindan esansiyel yag
cikarmak i¢in uygun bir yontemdir. Cicekler ilk olarak hidrokarbon ¢éziiclilere (hekzan,
petrol eteri) maruz birakilarak c¢oziiciilerin ¢igeklere niifuz etmesi saglanir. Boylece
¢oziiciiler aromatik molekiilleri ve pigment igeren bitki malzemelerini ¢ézer. Ardindan

¢Oziicii, diisiik sicakliklarda vakum altinda buharlastirilarak karisimdan ayrilir. Bu adimdan
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sonra geriye esansiyel Dbilesikleri iceren yagimsi sivi kalir. Bu yoOntemin baslica
dezavantaji, ¢ikarilan esansiyel yag tamamen saf olmayabilir ¢iinkii i¢inde kalinti

¢oOziicliler kalabilmektedir.

Mekanik yontem, limon, portakal ve greyfurt gibi yiiksek yag igerigine sahip
narenciye meyveleri ig¢in yaygin olarak kullanilan yontemdir. Ugucu yag, narenciye
meyvelerin kabuklar1 bez bir torbaya koyulduktan sonra preslerde sikilarak elde edilir.
Soguk sikmanin bazi avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu yontem daha ¢ok
meyvede bulunan 1siya duyarli oksijen igeren bilesenlerin elde edilmesi i¢in uygundur.
Ancak elde edilen ugucu yag kolayca okside olma egilimindedir ve diger yontemlerle elde

edilen ugucu yaglara kiyasla depolama omiirleri daha kisadir (142).
2.8. Kromatografi

Kromatografi, bir karisimda homojen olarak dagilmis bilesenlerin hareketli bir faz
yardimiyla, sabit bir faz {izerinden gegerken, farkli hizlarda siiriiklenerek ayrilmasi ve
saflagtirilmasi1 yontemidir. Kromatografi yontemi, ilk olarak Rus botanik¢i Mikhail Tsvett
(1903) tarafindan gelistirilmistir. Tsvett bu yoOntemi bitki pigmentlerinin renkli
bilesenlerini birbirinden ayirmak i¢in kullanmistir. Kolon i¢inde renkli bantlar olustugu

icin bu ayirma yontemine kromatografi adin1 vermistir (147).

Kromatografik yontemleri kullanarak, kimyasal ve fiziksel olarak benzer
bilesenlerden olusan karigimlari tamamen ayirmak ve saflastirmak miimkiindiir. Ayrim
sirasinda hareketsiz faza daha yiiksek afinitesi olan madde, daha diisiik afinitesi olan
maddeye gore cok daha yavas bir hizla hareket eder. Karisimi olusturan bilesenlerin goc
hizlar1 arasindaki fark, bilesenleri ayr1 bantlara ayrilir ve bu bolgeler nitel ve nicel olarak
analiz edilebilir. Sabit faz, kat1 ya da siv1 olabilir. Eger sabit faz kat1 ise ayrim polarite
farkliligina gore gerceklesirken, sabit fazin sivi olmast durumunda ayrim c¢oziiniirlik

farkina gore gergeklesir. Hareketli faz (mobil faz) ise sivi veya gaz olabilir (147, 148).

Son yillarda kromatografik yontemlerin basitligi, hizlilig1 ve etkinligi sayesinde
birgok molekiil kromatografi teknikleri kullanilarak analiz edilmektedir. Kromatografik
yontemler kullanilarak kalitatif ve kantitatif analizler gerceklestirilebilir. Analiz edilecek
molekiillere bagli olarak birka¢ kromatografik teknik bulunmaktadir. Bunlardan bazilar
kagit kromatografisi, adsorpsiyon kromatografisi, gaz kromatografisi, afinite
kromatografisi, iyon degisim kromatografisi ve yliksek performansh sivi kromatografisidir
(149).
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2.8.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Mobil fazin sivi oldugu kromatografi yontemine sivi kromatografisi denir. Sivi
kromatografisinin en 6nemli avantaji, ugucu olmayan ve sicakliga duyarli bilesiklerin

analiz edilebilmesidir (150).

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), sivi kromatografisinin bir ¢esidi
olup dogal bilesenlerin ayirmasi ve analizinde yaygin olarak kullanilan giiclii bir tekniktir.
Yontemin avantajlar1 arasinda basitlik, duyarlhilik, ozgiilliik, yiiksek c¢oziniirliik, hiz,
hassasiyet, iyi tekrarlanabilirlik, geri kazanim ve dogruluk bulunmaktadir. HPLC, mobil
fazin yercekimiyle degil kolon boyunca bir pompa aracilifiyla akmasi esasina
dayanmaktadir. Bu nedenle HPLC ile analiz yapabilmek i¢in 42000 kPA’ya kadar basing
iiretebilen bir pompa kullanmak gereklidir. Coziicli iletimi i¢in pompalarin kullanilmast,
daha giiclii, daha tutarli ve Ol¢iilii akislarin programlanabilecegi ve bunun sonucunda
karmagik karigimlarin saflastirmalarinin  gerceklestirilebilecegi anlamina gelir. Ayrica
HPLC ile yapilan analizler normal sivi kromatografisine gore ¢ok daha hizli gerceklesir.
HPLC dahil olmak iizere tiim kromatografi teknikleri temelde ayni prensibe dayanir.
Numunede icindeki bilesenlerinin ayrimi, kolon igindeki mobil faz ve sabit fazdaki
afinitelerinin farkliligina baghdir (151, 152).

Gilintimiizde kullanilan HPLC cihazlari, pompa, enjektor, kolon ve kolondan ¢ikan
maddelerin zamanlamasin1 ve miktarini kaydeden dedektor olmak iizere birka¢ modiilden
olusmaktadir. Bu mekanik pargalar tiim siireci kontrol eden 6zel yazilima sahip bir
bilgisayarla baglantilidir (Sekil 4) (153). HPLC analiz sonuglarini etkileyen birkag
parametre bulunmaktadir. Bunlar arasinda pik alan1 ve alikonma zamani yer almaktadir.
Hareketli fazda kullanilan ¢oziiciiler, deneyde kullanilan parametreler ve dedektorler

alikonma zamanin1 ve pik alanini etkileyebilir (149, 154).
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Sekil 4. HPLC sisteminin sematik gosterimi (Kardil’den, 153)

HPLC sisteminde performansi etkileyen en Onemli unsurlardan biri kolondur.
Kullanilan kolon dolgu malzemesinin yapisi, partikiil boyutu ve kolonun uzunluguna bagh

olarak ayrimlar kolondan kolona degisiklik gostermektedir (155).

HPLC kolonlari, mobil ve sabit fazin polaritelerine bagl olarak normal faz ve ters
faz olmak tizere 2’ye ayrilir. Normal faz kromatografide sabit faz polar (silika jel),
hareketli faz ise apolar (hekzan, kloroform) o6zelliktedir. Bu yontem polar olmayan
coziiciilerde kolayca ¢oziinen analitlerin daha verimli bir sekilde ayrilmasi i¢in uygundur.
Normal faz silika jel kolonlari, nonpolar veya zayif polar flavonoid aglikonlarinin
ayrilmast icin kullanilabilir. Ters fazda ise sabit faz apolar (silika jel lizerine baglanmis
alkil gruplar1) mobil faz ise polar (metanol, tetrahidrofuran) 6zelliktedir. Fenolik bilesikler
yapilarindaki hidroksil gruplarindan dolayr polar yapidadir ve ters faz kromatografi
teknigiyle ayrilirlar. Ayrica aminoasitler, peptitler ve proteinlerde bu ydntemle

saflastirilabilirler (152, 156).

HPLC i¢in kullanilan dedektor tipleri arasinda UV-goriiniir, kirilma indisi, diyot
dizisi dedektorii ve floresans dedektorler bulunmaktadir. Her dedektor tiirli, incelenen
bilesiklerin farkli Ozelliklerini ayirt etme yetenegine sahiptir. En yaygin kullanilan
dedektor UV-goriiniir detektoriidiir. UV-goriintir dedektorler, genis bir dalga boyu
spektrumu boyunca absorbsiyonlari izlemek i¢in kullanilir. UV-goriiniir detektorler 1yi bir

duyarliliga sahiptir ve 10-8 g/mL’ye kadar olan konsantrasyonlar1 algilayabilirler. Organik
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bilesiklerin ¢ogunu algilama avantajina sahiptir. Ancak UV bdlgesinde emilim yapmayan

bir numune bilesenini algilamak i¢in kullanilamazlar (154, 156).

Diyot dizisi dedektoriinde (DAD) doteryum veya tungsten lamba gibi genis
spektruma sahip bir 1s1k kaynagindan gelen 1s1k, yiizlerce diyot igeren bir iyot dizisi
tizerine diiser. Herbir diyotun farkli dalga boyundaki absorbanslarinin ayni anda Slgiilmesi
bu dedektoriin en dnemli avantajidir. Ayn1 anda alinan spektrumlar sayesinde elde edilen

bilesiklerin dogru olarak analiz edilmesi miimkiin hale gelir (157, 158).
2.8.2. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi (GC), ucucu bilesenlerin ayrilmasinda kullanilan bir
kromatografi yontemi ¢esidir. Bir numune 6rneginin gaz kromatografi ile analiz edilmesi
icin, analiz edilecek bilesenlerin molekiil yapisi sicaklik etkisiyle bozulmamali, yiiksek
sicakliklara dayanikli olmali, buharlagabilir ve molekiil agirligt 400 atomik kiitle
biriminden kiigiik olmalidir. Ayrica numune bilesenleri hem tasiyic1 gazlarla hem de diger
madderlerle reaksiyona girmemelidir (159). Tasiyic1 gaz olarak adlandirilan ve siirekli
kolon boyunca akan inert bir gaz hareketli fazi olusturur. Genellikle kullanilan tastyici
gazlar helyum, nitrojen, azot ve hidrojen gazlaridir. Helyum en yaygin olarak kullanilan
gazdir. Hidrojen ise patlayic1 dogasi nedeniyle daha az siklikla tercih edilir. Kullanilacak
tastyiclt gazin se¢imi, numune Orneklerine, detektore ve tasiyici gazin saflik derecesine
baghdir. Sabit faz ise kat1 veya inert bir destek malzemesine emdirilmis sivi olabilir (156,

160).

Gaz kromatografisi sistemi, tasiyict gaz, enjektdr, sicaklik kontrolii yapilan bir
kolon, detektor ve bilgisayardan olusur. Cihaza ugucu numune karisimi enjekte edildikten
sonra numune sicak enjeksiyon odasinda buharlasir. Ardindan inert gaz akisi, buhari
stiriikleyerek, sabit fazi iceren 1sinmis kolona tasir. Kolonda karisim gaz fazi ile sabit faz
arasinda farkli hizlarda gidip gelerek saf bilesenlerine ayirir. Bu bilesenler dedektor
tarafindan tespit edilir ve kromatogrami (pik alam1 veya pik yliksekligi) kaydetmek i¢in
bilgisayara bir elektronik mesaj gonderilir. Numunenin cihaza enjekte edildikten sonra
kolondan ¢ikana kadar gegen siireye tutunma zamani (retention time) denilmektedir. Gaz
kromatografisinde kalitatif analizler tutunma zamanlarina gore yapilirken, kantitatif
analizler ise pik yiiksekligi veya pik alanlarina gore yapilir. Tasiyic1 gazin istenilen akis
hizina sahip olmas1 dnemlidir ¢iinkii akis hiz1 bilesenlerin kolon i¢indeki hareketini etkiler.

Daha hizli akis hiz1 tutulma siiresini azaltir. Genellikle akis hizi ¢alisma siiresince sabit
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tutulur. GC’de ayrimin verimliligi, bilesiklerin kolon i¢inde farkli hizlarda hareket
etmesine baghidir. Hiz, bilesiklerin uguculuguna, polaritesine, kolon sicakligina, gaz akis
hizina ve kolon uzunluguna baghidir. Sekil 5°de gaz kromatografi sisteminin sematik

gOsterimi verilmistir (156, 159).

Gaz Filtrelert

Elektrometre
Enjeksiyon i
Blogu Dedektér /

Bilgisayar

Tagtyict gazlar Fim

Sekil 5. Gaz kromatografisi sisteminin sematik gosterimi (Sahin’den, 159)

Ayirma kolonlart GC’nin en 6nemli pargalarindan biridir ve dolgulu ve kapiler
olmak {izere 2 tip kolon bulunur. Genellikle bu kolonlar, paslanmaz ¢elik, borosilikat cam
veya aliiminyum silikat cam gibi malzemelerden yapilmistir. Kolonlarin sicakligi
onemlidir. Uzun siire yiiksek sicakliga maruz kalirsa kolonlarin 6mrii azalabilir. Dolgulu
kolonlar, genellikle i¢ ¢aplar1 2-4 mm ve uzunluklar1 1.5-10 m olan sabit faz1 kat1 (silikajel,
allimina) olan kolonlardir. Bu tiir kolonlar genellikle gaz analizi i¢in kullanilir. Kapiller
kolonlar, kapiller tiipten olusur ve kolonun duvarlar1 yaklasik 0.2 um ile 1 pm arasindaki
kalinlikta siv1 sabit faz ile kaplanmistir. Bu tiir kolonlar genellikle i¢ ¢aplart 100 um ile
500 pum arasinda ve uzunluklar1 10 m ile 100 m arasinda degisen kapiller tiiplere sahiptir.
Kapiler kolonlar yiiksek duyarlilik ve kisa analiz siiresi ile dolgulu kolonlardan daha iyi
ayrim saglar. Gaz kromatografisinde bilesenler kolondan ¢ikarken dedektor ile etkilesime
girerler. Dedektor tarafindan tespit edilen her etkilesim, bir elektronik sinyale
dontstiiriiliir. Bilesenlerin 6zelliklerini temsil eden bu elektronik sinyaller, veri sistemi adi
verilen bir bilgisayar veya kayit sistemine gonderilir. Burada her bir bilesenle ilgili bilgiler
kaydedilir. Sinyalin biiyiikliigli zamana kars1 grafiksel olarak ¢izilir. Bu grafik,
kromatogram olarak adlandirilir ve analistlere bilesenler hakkinda bilgi verir. Bir

dedektoriin ideal olabilmesi i¢in hedeflenen maddelere kars1 yiiksek hassasiyet gostermeli,
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stabil ve tekrarlanabilir olmalidir. Analiz edilecek madde konsantrasyonlarina karsi uygun
bir lineer aralikta calisabilme kapasitesine sahip olmalidir. Oda sicaklifindan baslayarak
400°C’ye kadar genis bir sicaklik araliginda calisabilmelidir. Ayrica algi-cevap siiresi, akis
hizindan bagimsiz olarak kisa olmali, farkli madde tiirleri lizerinde genis bir hassasiyet
gosterebilmeli ve ornekten kaynaklanan olumsuz etkileri en aza indirebilmelidir. Yaygin
olarak kullanilan bazi dedektorler arasinda kiitle spektroskopisi, alev iyonizasyon
dedektorii, azot-fosfor dedektorii, elektron yakalama dedektorii ve termal iletkenlik

dedektorii bulunmaktadir (156, 159).

Gaz kromatografisinde bilesenlerin tanimlanmasi, tutunma siireleri kullanilarak
yapilir. Bununla birlikte bazi durumlarda iki veya daha fazla analit birbirine ¢ok yakin
tutulma siirelerine sahip olabilir. Bu durumda tanimlama daha zor hale gelir ve analitler
hakkinda daha fazla yapisal bilgi icin kiitle spektroskopisi kullanilmasi gerekebilir (160).
GC-MS kullanilarak yapilan analizde, kolondan ¢ikan bilesenler bir iyon kaynaginda
iyonize edilirler. Bu genellikle elektron iyonizasyonu veya kimyasal iyonizasyon gibi
yontemlerle yapilir. Iyonize edilmis bilesenler, kiitle spektroskopisine ydnlendirilir. Bu
asamada iyonlarin kiitle-yiik oranlar1 (m/e) 6l¢iilerek bir kiitle spektrumu elde edilir. Her
bilesenin kiitle spektrumu birbirinden farklidir, bu nedenle bilesenlerin tanimlanmasinda
bu spektrumlardan yararlamilir. Elde edilen kiitle spektrumu, bilgisayar programlari
araciligiyla analiz edilir. Bu analiz, belirli bilesenlerin tanimlanmasi, ve karigimdaki
oranlarinin belirlenmesine yardimci olur. Gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-
MS) diisiik konsantrasyonlardaki bilesenlerinin karakterizasyonu i¢in en yaygin olarak
kullanilan sistemdir. Iki teknigin birlestirilmesi, dogal ve sentetik organik karisimdaki
bilesiklerin yapi analizi i¢in son derece uygun bir yontem olusturmaktadir. Bu sistem
yiiksek duyarliliga ve iyi bir segicilige sahiptir (152, 156, 161). GC-MS yontemi bugiin,
dogal iriinlerin yapisal aydinlatilmasinda, ila¢ bilesenlerinin belirlenmesinde, gida
giivenligi ve kalite kontroliinde, organik bilesiklerin yap1 tayininde, pestisit analizinde ve

Klinik toksikolojide kullanilmaktadir (162).
2.9. Serbest Radikal Kavram

Serbest radikaller tanim olarak dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektron iceren atom veya molekiillerdir. Elektron eksikligi nedeniyle yiiksek enerjili, son
derece reaktif ve kararsizdirlar. Kararlili@i saglamak icin temas ettigi herhangi bir

molekiile bir elektron verebilir veya molekiilden bir elektron alabilirler. Bu sekilde diger
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molekiillerle elektron aligverisi yapip, rediiktan veya oksidan gibi davranarak bir dizi
kimyasal reaksiyonu baglatabilirler (163). Radikaller insan viicudunda enerji iretimi,
bagisiklik homeostazin1 destekleme, mikrobiyal enfeksiyonlara karsi koruma ve elektron
transferi gibi bircok metabolik siirece olumlu katkida bulunur. Ancak diger molekiillerle
girdikleri zincir reaksiyonlar kontrolsiiz bir sekilde devam ederse hiicre fonksiyonlarina ve

yapilarina zarar verirler (164).

Serbest radikaller bagisiklik sistemini bakteri ve viriislere karsi korumak amaciyla
immin sistem hiicrelerinde, kas hiicrelerinde, aromatik hidrokarbonlarin hiicredeki
metabolizmas1 sirasinda, oksijenli solunumda yan iiriin olarak endojen kaynakli
tiretilebildikleri gibi, hava kirliligi, endiistriyel kimyasallar, ilaglar, sigara dumani, 1s1, UV

ve glines 15181 gibi eksojen (dis) kaynakli da tiretilebilirler (164, 165).
2.9.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijen diinya kabugunda en ¢ok bulunan elementtir. Hava ig¢inde oksijen (O,)
diatomik bir molekiil olarak bulunur. Anaerobik organizmalar hari¢ tim canli organizmalar

enerji Uiretimi i¢in oksijene ihtiya¢ duyar bu nedenle oksijen yasam i¢in esastir (166).

Organizmalarin organik maddelerden enerji liretimi elektron kaybi ile gerceklesir.
Anaerobik  organizmalarda elektronlar hidrojen tarafindan alinirken, aerobik
organizmalarda elektron tasinimi Nikotinamid adenin diniikleotit (NAD™) ve Flavin adenin
diniikleotit (FAD) gibi elektron tasiyicilarinin kullanimiyla ¢cok daha verimli bir sekilde
gerceklesir. Bu tasiyicilar organik molekiillerden elektron alarak indirgenir ve aldiklari
elektronlar1 oksidatif fosforilasyon araciligiyla oksijene vererek kendileri yiikseltgenirken
oksijeni suya indirgerler. Molekiiler oksijenin solunum zincirinde elektron aligverisi
yoluyla suya indirgenmesi sirasinda ¢ok biiylik miktarlarda enerji aciga ¢ikarken ayni
zamanda son derece reaktif olan serbest oksijen radikalleri de olusur (166, 167). Canli
organizmada metabolik olarak iiretilen serbest radikallerin ¢cogu oksijen radikallerine aittir.
Serbest oksijen radikalleri genellikle radikal ve radikal olmayan olmak iizere iki sekilde
gruplandirilir. Radikal olmayan tiirlerin eslesmemis elektronlar1 yoktur ama belirli kosullar

altinda radikal tiirlerine kolayca doniiserek canli organizmalarda oksidatif strese neden

olabilirler (Tablo 2) (164, 166, 168).
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Tablo 2. En sik goriilen serbest oksijen radikalleri (Ozden’den, 168)

Radikal Tiirler Radikal Olmayan Tiirler
Stiperoksit (O, ) Hidrojen peroksit (H20,)
Hidroksil (OH) Hipokloroz asit (HOCI)
Peroksil (ROy) Ozon (O3)

Alkoksil (RO) Singlet oksijen (*O,)
Hidroperoksil (HOy) Peroksinitrit (ONOQ)
Nitrik oksit (NO") Organik peroksit (ROOH)

Normal metabolizma kosullarinda serbest oksijen radikallerinin en énemli kaynagi
mitokondriyal elektron tasima zinciridir. Bu zincir, normal metabolizmanin bir pargasi
olarak birkag¢ elektronu dogrudan molekiiler oksijene vererek onu indirger. Mitokondride
indirgenen oksijenin %1 ila %3’ linlin siiperoksit radikali formunda oldugu tahmin
edilmektedir. Serbest oksijen radikal iiretimine enzimler de neden olabilir. En iyi bilinen
ksantin oksidaz enzimidir. Bu enzim birgok dokunun sitozoliinde bulunur ve bir
dehidrogenaz olarak islev gorerek elektronlart O, yerine NAD" iizerine aktarir. Ancak
viicutta olusan enfeksiyon durumlarinda enzimin aktif bolgesi oksitlenir ve enzim bir
oksidaz olarak islev gorerek siiperoksit radikalini tiretir. Ayrica bazi enzimler radikalleri
normal islevlerinin bir pargasi olarak veya yetersiz substrat oldugunda da iiretir. Ornegin
sitokrom P450 enzimleri, hedef molekiilleri parcalarken bir yan reaksiyon olarak
radikalleri tiretebilirler. Molekiiler oksijenin dig yoriingelerinde iki eslesmemis elektron
bulundugu i¢in kendisi de aymi zamanda bir radikaldir. Bu durum oksijene bagka
molekiilleri oksitleyebilecegi bir reaktiflik verir. Ancak O; lizerindeki iki eslesmemis
elektron paralel spinlere sahiptir bu da onun yine antiparalel spine sahip bir elektron ciftini
alarak bagka bir molekiilii oksitleyebilecegi anlamina gelir. Yani oksijen sadece bu 6zel
durumda reaktif olabilir. Bu nedenle oksijen non-radikal maddelerle yavas ve daha az
etkilesirken, serbest radikallerle hizli ve kolayca tepkime verir. Bu 6zelligi sebebiyle

molekiiler oksijen, oksijenin en kararli hali olarak kabul edilir (166).

Serbest radikallerin zincir reaksiyonlar1 sonucunda olusan serbest oksijen
radikalleri insanlarda birgok hastaliga (kanser, artrit, diyabet) neden olur (Sekil 6). En
reaktif serbest oksijen tiirleri singlet oksijen ve hidroksil radikalidir (169, 170).
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102 (Singlet oksijen)
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Oz~ (Stiperoksit radikali)
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(Peroksit iyonu) (Hidroperoksil radikali)
lEH_
H:02 > OH (Hidroksil radikali)
(Hidrojen peroksit)

Sekil 6. Enerji transferi ile serbest oksijen radikallerinin tiretimi (Das’dan, 170)

2.10. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikaller aerobik kosullarda yasami desteklemek amaciyla iiretilir ve
fizyolojik kosullar altinda {iretilen serbest radikal hizi ile bu radikallerin organizmanin
koruyucu sistemleri tarafindan nétralize edilme hizi arasinda bir “oksidatif denge” vardir.
Ama bazi patolojik durumlarda bu dengenin radikaller lehine bozulmasi oksidatif strese
neden olur. Olusan oksidatif stres DNA bazlarinin yanlis eslesmesine, DNA ipliklerinin
kopmasina, lipit peroksidasyonuna ve protein hasarmma yol acarak hiicrelerin yapr ve
fonksiyonlarmi kaybetmelerine hatta bazen yikilmalarina yol acar (171-173). Oksidatif
stresin hiicre yapilarinda yaptig1 zararl etkiler, merkezi sinir sistemi bozukluklar: (multiple
skleroz, demans, parkinson hastaligi), kanser, romatizmal kalp hastaligi, bobrek hastaligi
ve metabolik ve hormonal hastaliklar (osteoporoz, kistik fibroz, hipotiroit, obezite ve

diyabet) gibi ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynamaktadir (166).

Biyolojik sistemler oksidadif stresi azaltmak i¢in antioksidanlar adi verilen
savunma sistemleri gelistirmistir. Antioksidanlar serbest radikal temizleme Ozellikleri
sayesinde hiicresel hasar1 geciktirir veya engeller (171). Antioksidanlar, serbest radikalleri

dort farkli mekanizma araciligiyla inhibe ederler.
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A. Temizleme Etkisi: Dogal antioksidanlar ve kiigiik molekiillerin serbest

radikalleri daha zayif bir molekiile doniistiirerek miktarlarinin azaltilmasi islemidir.

B. Bastirici Etki: Vitaminler ve flavonoidler gibi antioksidan bilesiklerin

radikallere bir hidrojen atomu aktarmasi sonucunda radikalleri inaktif hale getirilmesidir.
C. Onaric1 Etki: Radikallerin neden oldugu hiicre hasarinin onarilmasidir.

D. Zincir Kina Etki: Hemoglobin, E vitamini ve agir mineraller radikalleri

kendilerine baglayarak zincirlerini kirarlar. Boylece radikallerin fonksiyonlarini engellerler

(174).

Iyi bir antioksidan su 6zelliklere sahip olmalidir: (i) dzellikle serbest radikalleri
etkisiz hale getirmek; (ii) metal iyonlarmi selatlamak; (iii) antioksidan agmin igindeki
diger antioksidanlarla etkilesime girerek onlar1 yeniden olusturmak; (iv) gen ekspresyonu
tizerinde olumlu bir etkiye sahip olmak; (v) viicut tarafindan kolayca emilebilmek; (vi)
viicut dokularinda ve biyolojik sivilarda optimal bir konsantrasyona sahip olmak; (vii) hem

sulu hem de membran ortamlarinda c¢alisabilmek (175).

Antioksidan savunma sistemleri kaynaklarina gore endojen antioksidanlar
(organizmaya ait olanlar) ve eksojen antioksidanlar (disaridan alinanlar) olarak iki gruba

ayrilir (Sekil 7) (176).
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Sekil 7. Antioksidanlarin siiflandirilmasi (Vona’dan, 176)

Endojen Antioksidanlar radikallerin neden oldugu oksidatif hasara karst ilk
savunma hattin1 olustururlar. Hiicrelerdeki endojen bilesenler, enzimatik antioksidanlar ve
enzimatik olmayan antioksidanlar olmak {lizere daha ayrintili bir sekilde siniflandirilir.
Viicut hiicreleri tarafindan tiretilen ve radikallerin notralizasyonunda dogrudan rolleri olan
baslica enzimatik antioksidanlara siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz (GSR),
glutatyon-S-transferaz (GST) gibi enzimler 6rnek olarak verilebilir (176). Bu enzimler
dokulardaki en zararli oksidanlarin konsantrasyonunu azaltmada yardime1 olur. Enzimlerin
olusumu ve aktivitesi i¢in selenyum, bakir, manganez ve c¢inko gibi c¢esitli temel
minerallere ihtiya¢ duyulmaktadir (177). Enzimatik olmayan antioksidanlara ise lipoid asit,
glutatyon, koenzim Q, L-arginin, melatonin, {irik asit, bilirubin ve transferrin verilebilir
(178). Glutatyonun antioksidan aktivitesi igerdigi tiyol grubundan kaynaklanir ve bir
indirgeyici madde olarak islev goriir. Melatonin hiicre membranlarii ve kan-beyin
bariyerini kolayca gegebilen gii¢lii bir antioksidandir. Diger antioksidanlardan farkli olarak

melatonin redoks reaksiyonlarina girmeyen bir bilesiktir (180).
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2.10.1. Eksojen Antioksidanlar

Viicut  hiicreleri  tarafindan  sentezlenemeyen  molekiillerdir.  Endojen
antioksidanlarla beraber fizyolojik redoks homeostasisini siirdiirmeye yardimci olurlar.
Ancak agir1 miktarda eksojen antioksidanin alinmasi (6rnegin, takviyeler araciligiyla) pro-
oksidan etkilere veya “antioksidan stresi” olarak adlandirilan duruma neden olabilir. Dogal

ve sentetik antioksidanlar olarak siniflandirilirlar.

Sentetik antioksidanlar kimyasal reaksiyonlar yoluyla sentezlenirler. Yiiksek
stabilite ve diisiik maliyetleri nedeniyle uzun yillardir gida ve kozmetik endiistrilerinde
sik¢a kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlar gida tiriinlerinde serbest radikal olusumunu
bastirmak ve 6zellikle yag asidi oksidasyonunun onlenmesi amaciyla gida korunmasinda
kullanilabilen maddelerdir. Giiniimiizde neredeyse tiim islenmis gidalarda sentetik
antioksidanlar raf émriinii artirmak amaciyla bulunmaktadir. Insanlar {izerindeki zararl ve
yan etkileri nedeniyle sinirli sayida sentetik antioksidanin, gida katki maddesi olarak
kullanim1 onaylanmistir. Bunlar arasinda biitil hidroksi anisol (BHA), biitil hidroksi toluen

(BHT), propil galat ve tert-butilhidrokinon bulunmaktadir (164, 177, 179).
2.10.1.1. Dogal antioksidanlar

Viicutta iiretilemeyen bu nedenle beslenme yoluyla veya takviyeler araciligiyla
almabilirler. Antioksidanlarin enzimatik mekanizmalarin basarisiz olmast veya yetersiz
etkinlik gostermesi durumunda serbest radikalleri nétralize etmeleri i¢in antioksidanlar
acisindan zengin besinlerin tiiketilmesi 6nemlidir (171). Meyve ve sebzeler dogal
antioksidanlarin iyi birer kaynagidir. Birgok calisma antioksidanlarin sebze, meyve, tahil,
yumurta, et, baklagiller ve baharatlarda buludugunu belirtmistir. Vitaminler, karotenoidler

ve fenolik bilesikler gidalarda bulunan baslica dogal antioksidanlardir (180, 181).

Vitaminler: Vitamin A, Vitamin C ve Vitamin E en giiclii antioksidan &zellige
sahip vitaminlerdir. A vitamini yagda ¢oziinen bir vitamindir. Gorme, biliylime ve diger
hiicresel fonksiyonlarinin yani sira, ¢ift baglar1 sayesinde eslesmemis elektronlar1 stabilize
ederek giiclii antioksidan aktivite gosterir. Bu Ozelliklerinin yaninda kanser ve
dermatolojik hastaliklar iizerinde de olumlu etkileri bulunmaktadir. C vitamini askorbik
asidin L-enantiyomeridir. Suda ¢6ziinebildigi i¢in viicut sivilarinda bol miktarda bulunur.
Doku biitiinliiglinii koruma, demir emilimi, kollajen biyosentezine katilma gibi hiicrelerde
cesitli rolleri bulunur. Ayni zamanda hidroksil ve siiperoksit radikallerini temizleyebilir ve

E vitamini ile birlikte lipitleri peroksidasyondan koruyarak hiicresel antioksidan savunma
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sisteminin 6nemli bir parcasi olarak rol oynar. Vitamin E, sekiz izoformda bulunur.
Ozellikle en aktif ve bol bulunan o-tokoferol formu lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonunda {iretilen lipid radikalleri ile reaksiyona girerek zincir kirici etkisiyle hiicre
zarlarin1 oksidasyondan korur. Gida bozulmalarini 6nleyebilir veya geciktirebilir. En giiglii

lipid ¢oziiniir antioksidandir (179-181).

Karotenoidler: Diyetle alinan karotenoidler (B-karoten, a-karoten ve kriptoksantin,
lutein, zeaksantin ve likopen) i¢inde en etkili antioksidan 6zellik gosteren B-karoten’dir. A
vitaminin 6n maddesi olan B-karoten, hidrofobik karakteri sayesinde singlet molekiiler
oksijeni bastirarak zincir kirict olarak aktivite gosterir. Diisiik oksijen basincinda daha
etkili olup lipid peroksidasyonunu engeler. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda veya yiiksek
oksijen basincinda pro-oksidan olarak hareket edebilirler. Saglik acisindan kanser ve goz

hastaliklarini 6nleyici etkileri bulunmaktadir (179, 180, 182).

Fenolik Bilesikler: Dogal antioksidanlarin biiyiik bir kismin1 fenolik bilesikler
olusturur.  Bitkilerde  dogal olarak  bulunan  fenolik  bilesikler  bitkileri
mikroorganizmalardan ve zararli UV 1sinlarindan korurken, ayni zamanda insan viicudu
icinde serbest radikallerle savasarak cesitli hastaliklarin olusumunu engellerler (175, 183).
Fenolik bilesikler en az bir hidroksil grubunun bagli oldugu bir veya daha fazla aromatik
halkaya sahip olan bilesenlerdir. Bu bilesikler hidroksil gruplarindan bir hidrojen atomu
vererek serbest radikallerin eslesmemis elektronunu stabilize etme yeteneginden dolay1 en
etkili antioksidan molekiillerdendir. Fenolik antioksidanlarin aktivitesi aromatik halkanin
orto ve para pozisyonlarindaki foksiyonel gruplara ve bu gruplarin biiytikliigline baglidir.
Birgok fenolik bilesikteki karbonil gruplariin varligi, metal iyonu yoluyla olan oksidatif
bozulmay1 inhibe edebilir (169, 177, 179). Ayrica cesitli fenolik bilesiklerin antioksidan
aktiviteleri birbirleriyle karsilagtirildiginda molekiile bagli serbest hidroksil gruplarmin

say1s1 arttik¢a antioksidan aktivitenin de arttig1 goriilmiistiir.

Fenolik bilesikler arasinda flavonoidler dogal kokenleri ve etkili serbest radikal
temizleyici olarak ¢ok 6nemli antioksidan aktiviteye sahiptir (169, 184, 185). Flavonoidler
fenil gruplar arasinda ii¢lii karbon kopriisii igeren Cg-C3-Cg difenil propan yapisina sahip
bilesiklerdir. Bu yap1 iki benzopiran (A ve C halkalar1) ve benzen (B halkas1) halkasi igerir.
Flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri halkali yapilarin iizerindeki fonksiyonel gruplarin
spesifik konumlarma baglh olarak degisiklik gosterebilir. Yapidaki degisiklikler

antioksidan aktiviteyi artirabilir veya azaltabilir. Bu nedenle flavonoidlerin antioksidan
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potansiyeli, molekiiler yapilarindaki kimyasal gruplarin diizenlemesine baglhdir.
Molekiiliin C halkasindaki C,-Cs ¢ift bagi, B halkasindaki orto-hidroksilasyonun varligi
veya 3-hidroksil grubunun olmasi flavonoidlerin yiiksek antioksidan aktivite gostermesi
icin gereklidir (179, 184, 185). Flavonoidler, yapilarindaki reaktif hidroksil gruplar
nedeniyle kolayca glikozitlenirler. Ancak aglikonlar (sekerle bagli olmayan flavonoid
formu) ve bunlarin glikozit formlar1 antioksidan etkileri agisindan degerlendirildiginde
glikozitlerin genellikle daha az etkili oldugu goézlemlenmistir. Flavonoidlerin antioksidan
aktiviteleri genellikle hidroksil gruplarinin sayisina bagl olarak artarken yapiya bagl
sekerin tiirline ve baglanma sekline gore azalabilir (186). Bu molekiiller antioksidan
aktivitelerini, radikallere hidrojen ya da elektronlar verip daha kararli bilesiklerin
olugmasint saglayarak, radikal zincir reaksiyonunu bozarak ve lipid oksidasyonunu
engelleyerek gosterirler. Bu  6zelliklerinin  yaninda metal iyonlarmn1 baglama,
hidroperoksitleri radikal olmayan tiirlere doniistiirme, UV radyasyonunu absorbe etme ve

singlet oksijeni yakalama gibi etkileri de bulunur (169, 187, 188).

Meyve ve sebzelerde dogal antioksidanlar olarak bol miktarda bulunan fenolik
bilesikler gesitli hastaliklara karsi antienflamatuar, antimikrobiyal, antiviral, antialerjik,
antitrombotik ve antipatojenik etkilere sahiptir. Diyetle alinan fenolik bilesikler,
karbonhidrat ve lipid metabolizmasim1 diizenler, insiilin salgisin1 uyarir, adipoz doku
metabolizmasini 1iyilestirir, oksidatif stresi, stres duyarli sinyal yollarmi ve iltihap
stireclerini hafifletir. Ayn1 zamanda kardiyovaskiiler hastaliklar, ndropati, nefropati ve

uzun siiren diyabet komplikasyonlarinin gelisimini dnleyebilir (189).

2.11. Antimikrobiyal Aktivite

Antifungal, antibiyotik, antiparazit ve antiviral gibi antimikrobiyal maddeler,
geligsmis canli organizmalarinda enfeksiyonlara neden olan bakteri, kiif, mantar ve viriisler
gibi patojen mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen, 6ldiiren dogal veya sentetik ila¢
molekiilleridir (190, 191). Antimikrobiyal bilesiklerin secici toksisiteye sahip olmalari
gerekir. Aksi takdirde, viicuttaki faydali mikroorganizma florasina zarar verebilir ve dis
etkenlere kars1 savunma sistemini zayiflatabilirler. Ayrica kullanilacak antimikrobiyal
bilesikler, cok diisilkk dozlarda bile etkili olmali, toksik olmamali ve viicuttan
atilabilmelidir. Antimikrobiyal bilesiklerin bu etkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in, hedeflenen
patojen mikroorganizmalarin  kiiltiirleri iizerinde laboratuvar ortaminda etkileri

arastirilmalidir (192).
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Mantarlarin, bakterilerin, viriislerin ve parazitlerin zamanla evrimlesmesi
sonucunda antimikrobiyal ilaglara tepki vermemeleri durumuna antimikrobiyal
(antibiyotik) diren¢ denilir. Olusan bu diren¢ enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirarak,
enfeksiyonun yayilma riskini arttirir. Bylece ilaclar enfeksiyonlara karsi etkinliklerini
kaybederler ve tedavi siireci zorlasir (190). Antimikrobiyal dirence neden olan ve stirekli
olarak yeni diren¢ mekanizmalar1 gelistiren patojen mikroorganizmalarin ortaya
¢ikmasiyla, yaygin enfeksiyonlari tedavi etme yetenegimiz giderek azalmaktadir. Bu
nedenle antibiyotik tedavisine artik yanit vermeyen siiper bakterilerin (¢ok direngli
mikroplar) hizla yayilmasi kiiresel bir endisedir. Antimikrobiyal ilaglarin asir1 veya yanlis
kullanimi, antimikrobiyal direncin hizli yayilmasinin ana nedenlerinden biridir (193, 194).
Coklu ila¢ direncli bakterilerin hizla artmasi, bakteri direncine kars1 savasmak i¢in yeni
antimikrobiyallerin aranmasini ve dogal bitki {irlinlerinin antimikrobiyal etkinliginin

degerlendirilmesini zorunlu kilmistir (191).

Bitkilerin tedavi edici 0Ozelligi binlerce yildir bilinmektedir. Bitkilerin tibbi
kullanimi, diinya genelinde tarih boyunca kusaklar boyunca aktarilmis ve farkli geleneksel
tip yontemlerinin gelisimine 6nemli katkida bulunmustur. Su anda kullanilan bir¢ok ilag ya
dogrudan bitkilerden izole edilmistir ya da dogal lriinlerin yapay olarak degistirilmis
versiyonlaridir. Bitkilerin antimikrobiyal aktiviteye sahip bir¢ok ikincil metabolit iirettigi
in vitro deneylerle kanitlanmistir. Bu nedenle bitkisel ekstreler mikroorganizmalarin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde etkili yeni bilesiklerin kesfi agisindan bilim insanlari
icin biiylik bir ilgi konusu olmustur. Bitki ekstreleri antibakteriyel aktivitelerini, bakteri
metabolizmasim1  dogrudan etkileyerek gosterebildigi gibi antibiyotiklerle birlikte
kullanilip, antibiyotiklerin etkinligini arttirarak dolayli yoldan da gosterebilirler (195).

2.12. Enzimler

Canli sistemler tarafindan tiretilen enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran
protein yapili biyolojik katalizorlerdir. Insan viicudunda metabolizma ve biiyiime gibi
stireglerin diizenlenmesinde etkin rol oynarlar. Enzimlerle ile ilgili ilk caligmalar James
Sumner tarafindan 1926 yilinda iireaz enziminin izole edilmesi ve kristallenmesiyle
baglamistir. 21. yiizyillda binlerce enzim saflagtirilmis, yapilar1 belirlenmis ve isleyis
mekanizmalar1 agiklanmigtir. Yillarca enzimler {izerinde yapilan ¢alismalar sayesinde saf
halde elde edilen enzimlerin sayilar1 artmistir. Bu durum isimlendirmelerinde karisikliklara

sebep olmustur. Bu nedenle Uluslararast Enzim Komisyonu enzimleri siniflandirma ve
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isimlendirmek i¢in katalizledikleri reaksiyon tiirlerinin sonuna “-az” ekini getirerek alti

smifa ayirmistir (Tablo 3) (196-198).

Tablo 3. Enzimlerin siniflandirilmasi (Robinson’dan, 198)

Sinifi Katalizledigi reaksiyon Ornekler
Oksidorediiktazlar Oksidasyon-indirgeme reaksiyonlarini Dehidrogenazlar
katalize ederler. Oksidazlar
Bir molekiilden digerine fonksiyonel Glikoziltransferazlar
Transferazlar ) .
gruplarin transferi yaparlar. Aminotransferazlar
) Su molekiilii yardimiyla molekiilleri Proteazlar
Hidrolazlar .
pargalarlar. Amilazlar
. Ayni molekiil iginde gruplari bir konumdan ~ Glukoz izomeraz
Izomerazlar 4
baska bir konuma transfer ederler. Rasemazlar
Ligazlar Iki biiylik molekiilii bir araya getirerek yeni
kimyasal baglarin olusumunu katalizlerler.
] Molekiilde ¢ift baglarin olusumuyla birlikte ~Fumaraz
Liyazlar

fonksiyonel grubu uzaklastirirlar. Aldolazlar

Enzimler genellikle 100 ile 2000 arasinda degisen amino asit kalintilarindan olusur.
Enzimlerin yapis1 proteinlerde oldugu gibi amino asitlerin fonksiyonel gruplarinin
etkilesimi sonucunda diisiik enerjili, stabil ve li¢ boyutludur. Bu ii¢ boyutlu yap1 i¢inde
genellikle gomiilii olan ve aktif bolge olarak adlandirilan kiigiik bir alan bulunur. Bu aktif
bolge, enzimin fonksiyonlarini gergeklestirmesine olanak saglar. Aktif bolgedeki amino
asitlerin yan zincirlerinin yiikleri ve kimyasal 6zelliklerine bagl olarak yalnizca bir veya
birka¢ molekiil aktif bolgeye baglanabilir ve {iriin haline gelebilir. Aktif bolgeye baglanan
molekiil substrat olarak adlandirilir. Emil Fischer tarafindan 1894'te 6ne siiriilen “anahtar-
Kilit modeli”, enzim-substrat iligskisini agiklamak igin onerilen ilk teoridir. Bu teoriye gore
substrat enzimin aktif bolgesine bir anahtar gibi tam olarak uyum saglar ve bu adaptasyon
sonucunda katalitik reaksiyon gerceklesir. ilk basta bu teori enzim davranisii tamamen
acikladigi gibi goriinse de, X-1is1mm1  kristalografisi gibi daha gelismis tekniklerin

gelistirilmesiyle, proteinlerin degismeyen kat1 yapilar olmadigi, konformasyonlarinda
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degisikliklerin meydana gelebilecegi ve enzim-substrat etkilesimini tam olarak agiklamak
icin diizeltmelerin gerektigi anlagilmistir. 1958’de Daniel Koshland bu yeni gelismeleri
dikkate alarak “indiiklenmis uyum” modelini gelistirdi (Sekil 8). Indiiklenmis uyum
teorisine gore, substrat tam olarak enzimin aktif bdlgesine uymaz. Bu yerlesimin
gerceklesmesi i¢in hem enzimin aktif bolgesinde hem de substrat yapisinda kiigiik
konformasyonel degisiklikler meydana gelmelidir. Enzimin aktif bolgesi, substratin ve
diger molekiillerin baglanabilecegi baglanma bdélgelerini ve reaksiyonun gercgeklestigi,
enzim aktivitesi i¢in hayati olan katalitik bolgeyi igerir. Ayrica enzimin aktif bolgesi
disindaki amino asit kalintilari, aktif bolgenin yapisini stabilize etmek ve c¢evresel
etkilerden korumak i¢in onemlidir. Baz1 enzimler fonksiyonlarmi yerine getirmek icin
amino asit kalintilar1 diginda kimyasal gruplara ihtiyag duymazlar. Bu tiir enzimlere basit
enzimler denir. Bazi enzimlerin ise aktivite gostermesi igin bir metal iyonu veya metal-
organik kompleksi gereklidir. Enzimlerin islevlerini yerine getirebilmek i¢in ihtiyag

duyduklari protein yapisinda olmayan molekiillere kofaktorler denir (197, 199).

Anahtar-Kilit Modeli

( '
Enzim

Enzim-substrat kompleksi

Substrat

indiiklenmis Uyum Modeli

“ Enzim-substrat kompleksi
Substrat

Sekil 8. Enzim-substrat baglanma modelleri (Laddach’den, 199)

Enzimler hiicre iginde gergeklesen reaksiyonlart hizlandiran basit katalizorlerdir.
Enzimlerin kimyasal reaksiyonlarda kullanilan inorganik katalizatorlere kiyasla ¢ok dnemli

avantajlart1  oldugu bilinmektedir. Kimyasal reaksiyonlarda kullanilan inorganik
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katalizatorler genellikle yiiksek sicaklik, ¢ok diisiik veya ¢ok yiiksek pH ya da yiiksek
basing gibi asir1 derecede zor kosullar1 gerektirirken enzimler ayni reaksiyonlart viicut
sicakliginda, notr pH degerlerinde ve atmosferik basing altinda gergeklestirirler. Ayrica
standart katalizatorler bircok farkli molekiil iizerinde etki eder ve bircok yan iiriin
olustururken enzimler sadece kendi substratlari iizerinde etki eder ve tek bir spesifik iiriin
olustururlar. Bu avantajlar1 sayesinde enzimler yasam i¢in vazgegilmezdir ve hastaliklarin

tedavisinde en 6nemli biyolojik hedefleri olustururlar (197).
2.12.1. Enzim Kinetigi ve inhibisyonu

Enzim katalizli kimyasal reaksiyonlarin hizlarinin incelenmesine enzim kinetigi
denir. Enzim kinetiginde, reaksiyon hiz1 ve reaksiyon kosullarinin degistirilmesinin etkileri
arastiritlir. Bir enzimin kinetiginin incelenmesi, bu enzimin katalitik mekanizmasini,
metabolizmadaki roliinii, aktivitesinin nasil kontrol edildigini ve bir ilacin veya bir
modifiyerin (inhibitor veya aktivator) hizi nasil etkileyebilecegini ortaya ¢ikarabilir. Enzim
kinetiginin incelenmesi organizmalardaki metabolizma ve biyoteknolojideki potansiyel
uygulamalar lizerinde enzimlerin rolleri hakkinda daha iyi bilgi edinmemize yardimci

olmaktadir (200).

Enzim aktivitesinin 6l¢limi, birim zamanda iretilen iiriin miktarin1 veya birim
zamanda tiiketilen substrat miktarim1 Olcerek belirlenebilir. Ayni zamanda reaksiyona
katilan ve kimyasal yapilarinda degisiklik gosteren kofaktdrlerin miktarlarinin 6lgiilmesi
de baz1 enzimlerin reaksiyon hizinin belirlenmesi i¢in kullanilabilir. Bu Ol¢iimler ya
stireksiz yontemlerle ya da siirekli yontemlerle yapilabilir. Siireksiz yontemler de
reaksiyonlar farkli siireler boyunca calistirilir ve ardindan bir durdurma ajani1 kullanilarak
sonlandirilir. Siirekli yontemlerle ise enzim aktivitesi reaksiyon boyunca siirekli olarak
izlenir. Siireksiz yontemler genellikle enzim mekanizmasinin tam olarak anlasilmadig
veya iretilen (veya tliketilen) molekiiliin 6lgmeden Once reaksiyon ortamindan izole
edilmesi gereken reaksiyonlarda tercih edilir. Siirekli dlglimler ise reaksiyonun ilerlemesi
hakkinda cok daha detayli veriler elde etmeyi miimkiin kildigi i¢in tercih edilir. Bu
Olciimler icin genellikle spektrofotometreler ve spektroflorometreler kullanilsa da

radyometrik 6l¢timlere dayali yontemler de gelistirilmistir (201, 202).

Enzim aktivitesini etkileyen faktorler arasinda sicaklik, pH, agir metaller, organik
¢oziiciiler, enzim ve substrat konsantrasyonu bulunmaktadir. Bu faktorlerin olumsuz etkisi

aktif bolgenin konfigiirasyonunu bozarak biyolojik aktiviteyi azaltabilir veya yok edebilir.
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Enzimler birgok polar amino asit igerir ve bu amino asitler ortamdaki pH’a bagli olarak
protonlanmis veya protonlanmamis olabilir. Enzimlerin aktif bolgelerindeki yiik dagilima,
pH degisikliklerinden etkilenebilir. Bu degisiklik aktif bolgenin uygun konformasyonunu
bozarak substratlarin baglanmasini veya reaksiyonun katalizini engelleyebilir. Sicaklik
hem enzim aktivitesini hem de stabilitesini etkiler. Diisiik sicakliklarda reaktan
molekiillerinin kinetik enerjisinin azalmast nedeniyle daha yavas bir reaksiyon
gozlemlenir. Sicakligin artmasi ise kimyasal reaksiyon hizimi arttirir. Ancak ¢ok yliksek
sicakliklarda aktif enzim konsantrasyonu azalir. Yiiksek pH veya sicaklik degerlerinde
enzim aktivitesi genellikle azalir. Kayma ve yiizey gerilimi gibi mekanik kuvvetler enzim
molekiiliiniin seklini bozabilir ve enzim aktivitesini ciddi sekilde etkileyebilir. Sonug
olarak yiiksek enzim verimliligi elde etmek i¢in ortamin pH degeri, sicaklik, ¢oziicii

konsantrasyonu, akis ve karistirict hizlari kontrol ve optimize edilmelidir (203, 204).

Bir enzimin aktif bolgesine baglanan substrat bir aktivite iiretir. Eger bu substrati
ilaglar veya toksinler gibi farkli bilesiklerle degistirirsek enzimin aktivitesi azalabilir veya
durabilir. Bu bilesikler veya ilaglar inhibitorler olarak adlandirilir. Giiniimiizde tibbi
kimyada enzimler yeni farmasoétik {iriinler tasarlamak ve gelistirmek icin en gekici ilag
hedefleridir. Genellikle inhibitérler doniisiimlii inhibitérler ve doéniisiimsiiz inhibitorler

olmak iizere iki ana gruba ayrilir (197).

DoOniisiimlii  inhibitorler kendi arasinda yarismali inhibitorler, yarismasiz
inhibitorler ve yart yarigmali inhibitérler olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilir (Sekil 9).
Yarigmali inhibitorler, normal substrata yapisal olarak benzerdir ve enzimin aktif bolgesine
geri donlisiimlii olarak baglanir ve enzimlerin aktif bdlgesine substratin baglanmasini
engeller. Yarismasiz inhibitorler, enzim-substrat kompleksine, aktif bolgenin disindaki bir
baglanma bolgesinden baglanir ve aktif bolgenin konformasyonunu degistirerek enzim-
substrat kompleksinin enzim-iiriin kompleksine doniisiim hizin1 yavaglatir. Yarismali
inhibitorlerin aksine yarismasiz inhibitorler aktif bolgeyle etkilesime girmezler. Bu nedenle
genellikle yapilar1 substrata benzemez ve sonugta ortaya c¢ikan inhibisyon, substrat
miktarmi arttirarak ortadan kaldirllamaz. Yart yarismali inhibitorler ise enzimin aktif
bolgesine degil sadece enzim-substrat kompleksine baglanarak aktiviteyi diisiirererek etki
gosterirler (205, 206).
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Déniisiimlii inhibisyon

Y X v B

] w--B l,

Yoy Yo Yarigmasiz Inhibisyon Yari-Yarismal Inhibisyon

Sekil 9. Doniisiimlii inhibisyon cesitleri (E: enzim, S: substrat, I: Inhibitor)
(Rahmaniyan’dan, 206)

Doniistimsiiz inhibitorler, kovalent baglar araciligiyla enzimin aktif bolgesine veya
aktif bolgenin disindaki diizenleyici bolgeye kalict olarak baglanirlar. Bu durum enzimi
kalic1 olarak islev yapamaz duruma getirir ve aktivite ancak hiicrede yeni bir enzim
tiretilerek geri kazanilabilir. Diger yandan doniisiimlii inhibitorlerde inhibitor bir siire sonra
kompleksten ayrilir ve hiicre tarafindan uzaklastirilir. Boylece enzim aktivitesini yeniden
kazanabilir. Bu nedenle hastaliklarin tedavisinde doniisiimlii inhibitorler tercih
edilmektedir (207).

Enzim inhibisyon ¢alismalari, yeni ila¢ aragtirmalarinin en 6nemli dallarindan birini
olusturur. Enzim inhibitorleri su anda piyasada bulunan ilaglarin yarisindan fazlasini
olusturur. Son yillarda literatiirde ila¢ gelistirme konulu yayinlarin 6nemli bir kismi, dogal
kaynaklardan izole edilen veya sentetik olarak elde edilen bilesiklerin enzim aktivitesi

tizerindeki etkilerinin incelenmesini igermektedir (197).
2.12.2. Asetilkolinesteraz Enzimi ve Fizyolojik Onemi

Asetilkolinesteraz enzimi (AChE) periferik sinir sistemi ve merkezi sinir sistemi de
dahil olmak {izere kolinerjik sinir sisteminde bulunan bir serin hidrolazdir. Enzimin birincil
biyolojik fonksiyonu, sinaptik boslukta, bir nérotransmitter olan asetilkolin molekiiliinii
hizli bir sekilde kolin ve asetata parcalayarak kolinerjik sinapslarda olugan sinir sinyalini

sonlandirmaktir. Boylece baska bir sinyalin alinmasini saglar (Sekil 10). Ayrica enzim
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Alzheimer hastaligiyla iligkili olan B-amiloid protein birikiminin kontrol edilmesinde,
amiloid Oncii proteininin aktivasyonunda ve {iretiminde, beyindeki kan akisinin
diizenlenmesinde, hiicre yenilenmesinde ve iltihabi silireglerde de gorev alir. AChE
beyinde, dalakta, sinir hiicrelerinde, akcigerde, kasta ve kirmizi kan hiicrelerinde

bulunabilir (208-210).

CHCH Asetilkolin Ho-ﬁ- CH?.
3 setik asi
3\|/CH3 O Asetikasit

+N-CH,CH;0-C-CH, &  +
5 CH

CHy | JCH;
[ ] HO ’7
\@/ | hll Kolin
\ .
Anyonik Bélge —— Serin —
Akif Bolge CH,CH,OH
Asetilkolinesteraz Enzimi

Sekil 10. AChE katalitik aktivitesi (Makani’den, 208)

Asetilkolinesteraz enzimin yapist ilk kez 1991 yilinda J. Sussman tarafindan
Torpedo californica (elektrik baligi) tiiriinden elde edilen 6rneklerden basarili bir sekilde
aydinlatilmistir. AChE o/f katlanisina sahip 537 amino asitten olusan bir peptid
monomerdir. Enzim, periferik anyonik bolge ve katalitik aktif bolge olmak tizere iki tane
baglanma bolgesinden olusur (Sekil 11). Aktif bdlge 20 A derinliginde yapinmn en alt
kismina gomiilii bir sekilde bulunur. Anyonik bolge, aktif bolgenin giris kisminda bulunur
ve en bilyllk amino asiti aromatik bir amino asit olan triptofandir. Anyonik bdlge
asetilkolinin hidrolize edilmeden 6nce baglanma alani olarak kabul edilir ve asetilkolinin
kuaterner amin grubuna baglanir. Ayrica anyonik bdlge enzimin inhibisyon
mekanizmalarina aracilik ederek katalitik aktivitenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.
Katalitik bolge ise serin, glutamat ve histidin amino asitlerinden olusan bir yapiya sahiptir.
Hidroliz reaksiyonu, enzimin katalitik bolgesinde gerceklesir. Asetilkolin katalitik bolgeye
ulastiginda serin amino asiti tarafindan karboksil karbonunda niikleofilik bir saldirtya ugrar
ve enzimle kovalent bir bag olusturur. Aktif bdlgedeki su ile ardisik reaksiyonlar

sonucunda asetilkolinin hidrolizi gerg¢eklestirilir (211-214).
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Periferik Anyonik Bolge

20 A

Katalitik

Aktif

Sekil 11. AChE baglanma bolgelerinin sematik gosterimi (Gorecki’den, 211)

Alzheimer hastaligi, biligsel yeteneklerde bozulma, hafizada azalma ve kisilik
degismeleri gibi semptomlari olan geri doniisii olmayan norodejeneratif bir rahatsizliktir.
Kolinerjik sinir iletiminin bozulmasi ve beyinde yiiksek oranda P amiloid peptidinin
sentezlenmesiyle karakterize edilir (209, 215, 216). Alzheimer hastaligi gelismekte olan
kiiresel bir saglik sorunudur ve diinya genelinde yaklasik 45 milyon insan Alzheimer

hastaligindan etkilenmekte olup bu rakamin gittik¢e daha da artmasi beklenmektedir (217).

Alman psikiyatrist Alois Alzheimer'in 1906 yilinda ilk kez hastalig1 kesfettigi ve
tanimladig1 zamandan beri Alzheimer hastaligina iliskin yeni lezyonlar tespit edilememistir
(218). Hastalik genellikle yakin zamandaki olaylar1 hatirlamada zorluklarla kendini
gbsterir ve zamanla kotiilesir. Alzheimer hastahigin ilerleyisi baz1 asamalardan olusur. Ilk
asama 6n klinik olarak adlandirilir ve belirgin semptomlar gostermez. Ikinci asama hafif
biligsel bozukluk olarak adlandirilir ve bu asamada bireyin biligsel fonksiyonlarinda
belirgin bazi sorunlar ortaya cikar. Hafif biligsel bozukluk normal yasa bagl bilissel
gerileme ile Alzheimer hastaligi gibi daha ciddi durumlar arasinda bir ara asamadir ve
hafif, orta ve ileri olmak iizere ii¢ evreye ayrilir. Kisilerin hafiften orta diizeye ve agir
semptomlara gecis hizlar1 degisebilir. Hafif belirtiler asamasinda kisinin saglikli goriinmesi

miimkiin olsa da hafiza kaybi, insiyatif duygusunun kaybi, giinliik rutin isleri tamamlamak
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icin daha uzun silireye gereksinim duyma gibi sorunlarin hepsi yasanabilir. Bu asama
genellikle Alzheimer hastaliinin fark edildigi donemdir. Orta dereceli belirtiler arasinda
artan hafiza kaybi, mantikl1 diisiinme konusundaki zorluklar, aile ve arkadaslar1 tanima
giicliikleri, yeni seyleri 6grenme zorluklari, dil, okuma, yazma ve sayilarla calisma
konusundaki zorluklar, paranoya ve zaman zaman kas segirmeleri bulunmaktadir. Bu
donem daha yogun goézlem ve bakim gerektirir. Hastaligin agir ve ileri asamasinda ise
kisiler cevresiyle iletisim kuramazlar ve temel ihtiyaclarim1 karsilamak i¢in tamamen
baskalarina bagimlidirlar. Belirtiler arasinda bagirsak ve mesane kontroliiniin kaybi,
konusamama, kilo kaybi, nobetler, cilt hastaliklari, ¢igneme zorlugu ve uzun siire

uyuyamama bulumaktadir (209).

Alzheimer hastaliginin nedenleri hala tam olarak bilinmese de hastalifin genetik,
cevre ve yasam tarzi gibi bir¢ok faktoriin kombinasyonu ile iligkili oldugu belirtilmistir.
Hastalik nedenlerini anlamaya yonelik bilinen en eski hipotez kolinerjik hipotez’dir. Bu
hipoteze gore hastaligin nedeni sinir hiicreleri ile diger kas hiicreleri arasindaki sinir uyar1
iletiminden sorumlu olan asetilkolin adli nérotransmitterin beyindeki konsantrasyon
seviyesinin  diismesidir. Diisiik konsantrasyondaki asetilkolin  sinir iletimlerinin

diizensizlesmesine ve bilgilerin daha zor aktarilmasina neden olur (209, 217, 219).

Alzheimer hastaliginin ilk farmakolojik tedavisi, beyindeki kolinerjik sinir
iletiminin artirilmasinin faydal olacagini 6ne siiren “kolinerjik hipotez” temel alinarak
yapilmustir. Asetilkolinesteraz enziminin aktivitesini azaltarak asetilkolinin par¢alanmasini
onlemek su ana kadar test edilen bircok yontem arasinda sinaptik asetilkolin seviyelerini

artirmak icin en etkili strateji olarak kanitlanmustir (Sekil 12) (217, 220).
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Sekil 12. AChE inhibitérlerin sinir hiicresindeki etki mekanizmasi (Berkov’dan, 220)

Giliniimlizde Alzheimer hastalig1 tedavisi i¢in onaylanmis ve mevcut olan
donepezil, rivastigmin ve dogal kaynakli galantamin adli ii¢ ila¢ kullanilmaktadir. Bu
ilaclar merkezi sinir sisteminde asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek ortamdaki
asetilkolin konsantrasyonunu arttirarak etki gosterirler. ilaglar sadece hastaligm ileri
asamalarinda degil ayn1 zamanda belirgin biligsel bozulma belirtileri gosteren hastaligin
erken asamalarda da kullanilabilmektedir. Alzheimer hastalarmin beyinlerinde plak ve
diiglimlerin bulunmasi nedeniyle enzimi inhibe ederek kolinerjik iletimi iyilestirmek
miimkiin olsa da inhibitorler hastaligin semptomlari {izerinde kontrol saglar ama sinaptik
bosluktaki asetilkolini salgilayan kolinerjik hiicrelerin sayisini degistiremez. Bu sebeple

hastalig1 tam olarak tedavi edemezler (209, 221, 222).
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2.12.2.1. Bitkisel Kaynaklh Asetilkolinesteraz Inhibitorleri

Giliniimiizde Alzheimer hastaligi igin mevcut farmakolojik tedaviler belirtileri
hafifletmede etkili olsa da hastaligin temel klinik o6zelliklerini degistirmez. Ayrica
kullanilan ilaglarin mide bulantisi, kusma, istahsizlik, bas donmesi ve yorgunluk gibi cesitli
yan etkileri bulunmaktadir. Ilaglar 6zellikle karaciger ve sindirim sisteminde yan etkilere
sebep olmaktadir Bu nedenle gilinimiizde etkili, giivenilir, yenilik¢i ve dogal
asetilkolinesteraz enzim inhibitorlerinin gelistirilmesi daha da 6nem kazanmustir (223-
225).

Bulgar bilim insanlart Amaryllidaceae familyasina baglh Galanthus spp. adli
bitkiden bir alkaloid ¢esidi olan galantamin maddesini yirminci ylizyilin ortalarinda
kesfettiler. Bu madde in vitro ortamda asetilkolinesteraz enzimini oldukca etkili bir sekilde
inhibe etmektedir. Baslangigta Bulgaristan’da ¢ocuk felci hastalarindaki kasilmalarin
tedavisinde kullanilmis olmasina ragmen daha sonra Alzheimer hastalii tedavisindeki
potansiyeli ile genis ¢apl ilgi uyandirmistir. Son zamanlarda galantamin ilact Alzheimer
hastaligin1 tedavi etmek amaciyla birgok Avrupa iilkesinde onay ve lisans almistir.
Galantaminin merkezi sinir sisteminde nikotinik bir etkisi vardir bu etki onu Alzheimer
hastalig1 tedavisinde ozellikle kullanilmasini saglar. Ayrica uzun siireli, rekabetci, geri
dontisiimlii ve secici bir sekilde asetilkolinesteraz enzimini inhibe edici 6zelliklere sahiptir
(217). Galantamin alkaloidinin bu kendine 6zgiin 6zellikleri nedeniyle, arastirmacilar daha
bagka asetilkolinesteraz enzimi inhibitorleri aramak i¢in Amaryllidaceae ailesine
yonelmislerdir. Caligmalarda daha c¢ok galantamin tipi alkaloidlere odaklanilmistir.
Arastirmalar sonunda assoanine, oksoassoanine ve 1-O asetillikorin gibi diger 6nemli

AChE inhibitor etkisi gosteren alkaloid sinifi bilesikler kesfedilmistir (223, 224).

Huperzine A maddesi, Huperzia serrata (Lycopodiaceae) grubu likenlerden
kesfedilen bir kinolizidin alkaloid ¢esidi olup hafiza kaybim tedavi etmek, yiiksek atesi
diisiirmek, kan dolagimi artirmak ve iltihabi tedavi etmek i¢in ¢esitli Cin dogal tip
formiillerinde kullanilmaktadir. Yapilan calismada huperzine A maddesinin, in vitro ve in
vivo olarak asetilkolinesteraz enzimini geri doniisiimlii olarak inhibe ettigi goriilmiistiir.
Huperzine B ve sieboldin gibi alkaloidler ise Lycopodium cinsindeki diger Huperzia

tiirlerinden kesfedilen diger asetilkolinesteraz enzim inhibitorlerdir (225, 226).
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Zizyphi jujube, Acorus calamus, Bupleurum falcatum, Acorus gramineus,
Epimedium koreanum, Poria cocos ve Dioscorea batatas tiirlerinden hazirlanan metanol
ekstreleri Kore tibbinda bilissel ve bellek gerilemesi tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
bitkilerin AChE inhibit6r etkinlikleri arastirilmis ve ozellikle A. calamus ve E. koreanum
bitkilerine ait 6rneklerinin anlamli sonuglar verdigi belirtilmistir (227). Ayrica Salvia
lavandulaefolia veya Salvia officinalis bitkilerinin yaginin veya ekstrelerinin Alzheimer
hastaliginin erken evrelerindeki bireyler iizerindeki klinik ¢alismalarda bilissel

fonksiyonun iyilesmesine yardimer oldugu goriilmiistiir (226).
2.12.3. Tirozinaz Enzimi ve Fizyolojik Onemi

Tirozinaz (monofenol oksidaz, oksijen oksidorediiktaz, polifenol oksidaz) bakir
iceren bir glikoprotein olup sadece melanosit hiicreleri tarafindan iiretilen bir enzimdir.
Yapisinda bulunan bakir atomu enzimin hem molekiiler oksijen ile hem de organik
substratlarla  etkilesime girebilmesini saglar. Tirozinaz enzimi memelilerde,
omurgasizlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunur. Deri pigmentasyonunda,
bitkilerin ve mantarlarin bagisiklik sistemlerinde, meyve ve sebzelerin kahverengilesme
tepkimelerinde, eklembacaklilarin savunma sisteminde, mantarlarda iireme organlarinin

farklilagsmasi ve spor olusumunda 6nemli rol oynar (228, 229).

Tirozinaz enzimi, monofenolaz etkisiyle tirozin amino asitinin 3,4-dihidroksi-L-
fenilalanin (L-DOPA) bilesigine hidroksilasyonu ve difenolaz etkisiyle L-DOPA’nin o-
Dopakinon’a oksidasyonunu igeren iki farkli reaksiyonu kataliz eder. Reaksiyon sonunda
olusan o-Dopakinon molekiilleri sulu ¢ozeltilerde ¢ok kararsizdir ve hizla enzimatik
olmayan bir dizi reaksiyonla polimerizasyona ugrayarak melanin adi verilen koyu renkli

makromolekiiler pigmentleri olustururlar (Sekil 13) (230, 231).
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Sekil 13. Tirozinaz enziminin katalitik aktivitesi (Agunbiade’den, 231)

Melanogenez, melaninin olusumuna yol acan tiim siire¢ olarak tanimlanmistir.
Melanogenez tirozinaz enzimi tarafindan tirozinin oksidasyonuyla baglar. Melanin,
epidermisin en i¢ tabakasindaki cilt hiicreleri tarafindan iiretilen koyu bir pigmenttir. Bu
pigmentin insan cildini ultraviyole (UV) 1sinlarin zararl etkilerine, oksidatif strese ve
DNA hasarina kars1 korudugu bilinmektedir. Ayrica cilde, saga ve gozlere dogal renklerini
verir. Ancak insan cildinde melaninin genellikle koruyucu bir gorevi olsa da, cilt uzun siire
UV 1sinlarina maruz kaldiginda viicutta serbest radikallerin birikmesine yol agar. Viicutta
serbest radikal fazlaligi tirozinaz enziminin aktivasyonunu arttirarak ciltte asirt miktarda
melanin iiretilmesine ve sonunda cilt tizerinde lekelerin olusmasina neden olur. Bu durum
cilt hiperpigmentasyonu olarak adlandirir. Hiperpigmentasyon sonucunda istenmeyen
bronzlasma, pigmentli lekeler, siyah noktalar, ¢iller, akne izleri, cilt kanseri gibi cesitli cilt

hastaliklar1 ortaya ¢ikabilir (229, 230).

Tirozinaz enzimi meyve ve sebzelerin kesilmesi sonucunda oksijene maruz kalarak
fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonunu katalize ederler. Oksidasyon reaksiyonu
meyve ve sebzelerin yiizeylerinde karakteristlik kararmalara ve tatlarinin degismesine
neden olur. Bu durum taze meyve ve sebzeler i¢in istenmeyen bir olaydir. Ciinkii tarimsal
tirlinlerin enzimatik kararmasi, bu iirlinlerin besinsel kalitesinde azalmaya, raf émriiniin

kisalmasina ve ekonomik degerinin diismesine neden olur (230, 232).
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2.12.3.1. Bitkisel Kaynakh Tirozinaz Inhibitérleri

Ciltteki hiperpigmentasyon ve meyvelerdeki enzimatik kararma istenmeyen
durumlar oldugundan kozmetik ve farmasdtik sektorlerinde depigmentasyon bilesikler,
tarim ve gida endistrilerinde antikararma kimyasallar1 bugiine kadar sentetik inhibitorler
olarak gelistirilmistir (233, 234). Melanin pigmentinin birikimi bazi cilt problemlerine
neden oldugu igin tirozinaz enziminin aktivitesinin smirlanmasi melanin olusumunu
azaltan bir durumdur. Kojik asit, hidrokinon ve arbutin ticari olarak en sik kullanilan cilt
beyazlatict sentetik tirozinaz inhibitorleridir. Ancak yapilan calismalarda bu maddelerin
toksik ve kanserojenik yan etkileri oldugu goriildiigiinden giivensiz olduklar1 ortaya
cikmigtir. Bundan dolayr dogal iriinlerden o6zellikle bitkilerden elde edilen tirozinaz
inhibitorler 6nemli hale gelmistir. Bitkisel tirlinler, sentetik kimyasallara kiyasla kisa
cevresel kaliciliklar1 ve disiik toksisiteleri nedeniyle ozellikle tercih edilmektedir.
Bitkilerin yapisal ve kimyasal ¢esitliligi bu alandaki arastirma ve gelistirmeye olan ilgiyi

giderek arttirmistir (232, 235).

Artocarpus heterophyllous bitkisi yenilebilir meyveleri i¢in yetistirilen ayni
zamanda anti-tirozinaz aktivitesi de dahil olmak iizere farmakolojik etkileri igin de
kullanilan bir bitkidir. Yapilan ¢alismada bitkinin metanol eksresinden izole edilen
artokaepin E, artokaepin F, norartokarpetin, artokarpanon, likiritigenin, steppogenin,
dihidromorin flavonoidlerin tirozinaz enzimi iizerindeki inhibisyonu arastirilmistir.
Calisma sonucunda biitiin bilesiklerin enzimi inhibe ettigi ama en gii¢lii inhibisyonu

artokarpanon bilesiginin gosterdigi goriilmiistiir (236).

Campylotropis hirtella bitkisinin metanol ekstresinden izole edilen bilesiklerin
tirozinaz enzimi tizerindeki inhibisyonu {izerinde yapilan ¢alisma sonucunda neorauflavan

bilesiginin nanomolar konsantrasyonda tirozinaz enzimini inhibe ettigi belirtilmistir (237).

Potansiyel tirozinaz inhibitér ozellikleri i¢in 900 bitkiden hazirlanan ekstreler
tizerinde arastirma yapilmistir. Calisilan bitkilerden Morus alba agacinin metanol
ekstresinin melanin icerigini 6nemli 6l¢iide azalttig1 goriilmiistiir. Ayrica yapilan izolasyon
calismasinda 2,4,3'-trihidroksidihidrostilben ve dihidroksi-resveratrol bilesiklerinin kojik
asit ile karsilastirlldiginda giiclii bir tirozinaz inhibitor aktivite sergiledigi belirlenmistir
(238).
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Kondanse tanenler, bitkilerden elde edilen 6nemli sekonder metabolit smifidir ve
antioksidan, antikanser, antimikrobiyal ve anti-kardiyovaskiiler gibi biyolojik aktivitelere
sahip olmalar1 nedeniyle yeni ilaglarin onciisii olma potansiyeline sahiptirler. Yapilan bir
calismada Ficus virens bitkisinin yapraklarindan, meyvelerinden ve govde kabugundan
elde edilen kondanse tanenlerin yapisinda bulunan aromatik halka B’deki hidroksil
gruplarinin tirozinaz enziminin aktif bolgesindeki bakir iyonlarini selatlayarak enzimi

inhibe ettigi belirlenmistir (239).

Cinnamomum subavenium bitkisinin sap kismindan hazirlanan ekstreden izole
edilen linderanolit B ve subamolit A bilesiklerinin hem mantar hem de insan kaynakli

tirozinaz enzimini inhibe ettigi bulunmustur (240).
2.12.4. 0-Glukozidaz Enzimi ve Fizyolojik Onemi

Alfa-amilaz ve a-glukozidaz, Gastrointestinal Sistem'de bulunan ve karbonhidrat
metabolizmasinda rol oynayan Onemli enzimlerdir. Karbonhidratlar ince bagirsaga
girdiginde pankreas tarafindan salgilanan o-amilaz enzimi nisastadaki o(1,4)-glikozidik
baglar1 kirarak polisakkaritleri daha kii¢iik molekiillere (oligosakkaritler, disakkaritler,
trisakkaritler) parcalar. Daha sonra ince bagirsagin firgamsi kenarindaki hiicrelerinde
bulunan a-glukozidaz enzimi bu molekiilleri pargalamasiyla glukoz molekiilii serbest kalir.
Serbest kalan glukoz molekiilii kan dolagimina girerek, kan glukoz seviyesini arttirir (Sekil
14) (241, 242).
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Sekil 14. a-glukozidaz enziminin etki mekanizmasi1 (Askarzadeh’den, 241)

Diyabet kan glukoz seviyesinin normalin tizerine ¢ikmasiyla (hiperglisemi)
karakterize edilen kronik bir endokrin ve metabolik bozukluktur. Hiperglisemi, pankreas
yeterli miktarda insiilin tiretmediginde (tip 1 diyabet) veya viicut liretilen insiilini etkili bir
sekilde kullanamadiginda (tip 2 diyabet) meydana gelir. Sonu¢ olarak bozulmus
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmas1 ortaya ¢ikar. Yiiksek kan glukoz seviyeleri
viicudun sinirlerini ve kan hiicrelerini hasara ugratma egilimindedir. Bu hasarlar zamanla
kalp hastaligi, inme, ayaklarda sinir hasari ile birlikte kan akisinin bozulmasi, korliik,
bobrek yetmezligi gibi hastaliklara neden olur ve daha sonra gelisen komplikasyonlar

sonucunda diyabeti olmayan yasitlara gore 6liim riski iki katina ¢ikabilir (242, 243).
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Diyabet hastalig1 21. ylizyilin en biiyiik saglik sorunlarindan biridir ve kiiresel 6liim
nedenleri arasinda ilk 10’da yer almaktadir. Diinya genelinde 415 milyondan fazla diyabet
hastas1 bulunmaktadir ve bu saymin 2040 yilina kadar 642 milyonu asmasi
beklenmektedir. En fazla diyabet vakasina sahip olan iilkeler arasinda Cin, Hindistan,
ABD, Pakistan, Brezilya, Meksika, Endonezya, Almanya, Misir ve Banglades
bulunmaktadir. Bu durum Orta Dogu, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika, Bati Pasifik ve
Giineydogu Asya’nin diyabetin en fazla goriildiigii bolgeler oldugunu gdstermistir. Bu
bolgeler, kiiresel diyabet vakalariin yaklasik %62’sini olusturmaktadir. Diinya genelinde,
diyabet hastaligi sebebiyle yilda yaklasik 4 milyon insan hayatin1 kaybetmektedir (242,
244).

Yemek sonrasi hiperglisemi, tiiketilen nigasta miktar1 ve sindirim hiz1 ile iliskili
olmakla beraber kan glukoz artisinin baslica kaynagidir. Karbonhidratin monosakkaritlere
kadar par¢alanmasi geciktirilerek glukozun kan dolagimina giris hizinin azaltilmasi: yemek
sonrast hiperglisemi tedavisi i¢in etkili bir yaklagimdir. Bunun ger¢eklesmesi i¢in en temel
strateji, sindirim sisteminde karbonhidratlar1 pargalayan enzimlerden biri olan a-
glukozidaz enziminin inhibe edilmesidir (Sekil 15) (245, 246). Bu amagla akarboz,
miglitol, vogliboz gibi ilaglar kan glukoz seviyesini kontrol etmek i¢in klinikte kullanilan
a-glukozidaz inhibitorleridir. Bu inhibitorler yapisal olarak oligosakkaritlere benzer ve bu
nedenle enzimin aktif bolgesine daha yiiksek bir afinite ile baglanarak a-glukozidaz
enzimini inhibe ederler. Enzimin inhibe edilmesi sonucunda karbonhidratlarin sindirimi
yavaglar, glukozun kan dolagimina emilim hiz1 azalir ve boylece kan glukoz seviyesini
diiser. Bu ilaglar yemek sonrasi hiperglisemiyi etkili bir sekilde azaltmay1 basarmis olsalar
da ishal, bulant1 ve siskinlik gibi gastrointestinal yan etkilere neden olurlar. Goériilen bu yan
etkiler genellikle hafif olsa da tedavinin kesilmesinin ana nedenlerinden biri olabilmektedir
(242).
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Sekil 15. a-glukozidaz enziminin inhibe edilme mekanizmasi (Benjamin’den, 246)

2.12.4.1. Bitkisel Kaynaklh a-Glukozidaz Inhibitérleri

Sentetik antidiyabetik ilaclarin diyabet hastaligini tedavi etmek i¢in hem yetersiz
oldugu hem de olusan yan etkiler nedeniyle tedavi secenekleri sinirlanmaktadir. Bu ilaglar
baslangicta yiiksek kan glukoz seviyesini azaltmada basarili olsalar da uzun siire glisemik
kontrol saglamakta yetersiz kalabilirler (247). Bu nedenle antidiyabetik arastirmanin en
biiylik hedefi, giivenli ve herhangi bir negatif yan etkisi olmayan anti-hiperglisemik
ajanlarin  kesfidir. Geleneksel Hint ve Cin tibb1 ¢ok uzun siiredir bitki ve bitkisel
ekstrelerini antidiyabetik ila¢ olarak kullanmasi bilim insanlarini diyabet tedavisi i¢in yeni
terapotik ilaglar1 ararken geleneksel tibbi ve cesitli kiiltiirlerin gidalarini arastirmaya
yoneltmistir. Boylece biiyiik 6l¢iide istenmeyen yan etkilerden arinmis bitkisel gidalardan
elde edilen a-glukozidaz inhibitorlerini arastirmaya yonelik c¢abalar artmistir. Birgok
bitkisel gida, polifenoller gibi benzersiz fitokimyasal bilesiklerin 1yi kaynaklaridir. Yapilan
calismalar fenolik bilesenler agisindan zengin bir¢ok bitkisel gidanin in vitro olarak
bagirsakta bulunan a-glukozidaz’in enzimatik aktivitesini inhibe etme O6zelligine sahip
oldugunu gdstermistir (245, 248). Ornegin yesil cay, siyah cay, beyaz cay gibi cesitli
caylardaki fenolik bilesiklerin a-glukozidaz enzimini inhibe etme etkisi incelenmis ve

hepsinin enzimi inhibe ettigini belirtilmistir (249).

Misir bitkisinde bulunan fenolik bilesiklerin bagirsak a-glukozidaz enzimine karsi
gii¢lii bir inhibisyon etkisi oldugu goriilmiistiir (250). Yeni Zelanda’da mavi yaban mersini
tizerinde yapilan bir diger c¢alismada meyvenin a-glukozidaz enzimini inhibe etme
aktivitesine sahip oldugu gorilmistiir (251).
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Adhatoda vasica Nees bitkisinin metanolik ekstrakti, sigan bagirsak a-glukozidaz
enzimi tizerinde test edilmistir. Ekstraktan izole edilen vasisine ve vasisinol bilesiklerinin

yiiksek inhibitor aktivite gostermis oldugu goriilmiistiir (252).

Piper umbellatum bitkisinin dallarindan piperumbellactam A, piperumbellactam B
ve piperumbellactam C adli ii¢ alkaloid bilesigi izole edilmis bu bilesikler orta derecede a-

glukozidaz enzim inhibitor aktivitesi gostermistir (253).

Bergenia cilata bitkisinin  sulu metanolik  ekstraksiyonundan  (-)-3-O-
galloepikatesin ve (-)-3-O-gallokatesin gibi iki aktif bilesik izole edilmistir. Bu izole edilen
bilesiklerin sican bagirsak a-glukozidaz enzimi karsisinda doz bagimli inhibitor aktiviteler

gosterdigi gorilmistiir (254).

Syagrus romanzoffiana tohumlarindan hazirlanan etanol ekstresinin %55 oranda o-
glukozidaz inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu ekstreden hazirlanan biitanol
fraksiyonunun ise %73 oraninda inhibisyon sagladigi goriilmistiir. Biitanol fraksiyonundan
izole edilen 13-hidroksikompasinol A ve skirpusin C bilesiklerinin a-glukozidaz tip IV’e

kars1 gliglii inhibitor aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (255).

Curcuma longa bitkisinden izole edilen dogal kurkumin, demetoksikurkumin ve
bisdemetoksikurkumin bilesikleri, UV spektroskopisi kullanilarak in vitro olarak o-
glukozidaz inhibitdr aktivitesi agisindan degerlendirilmis ve dogal bir kurkuminoid olan

bisdemetoksikurkumin bilesiginin inhibitor etki gosterdigi goriilmistiir (256).

Fagara tessmannii bitkisinde izole edilen bir terpenoid bilesigi olan 3/-Asetoksi-

16/-hidroksibetulinik asit giiclii bir a-glukozidaz inhibitor aktivite gostermistir (257).
2.13. Sitotoksisite ve DegerlendirmeTestleri

Biyouyumluluk, bir maddenin alerjik, kanserojenik ve mutajenik etkiye sebep
olmadan yumusak veya sert dokularla etkilesime girebilme yetenegini ifade eder.
Dokularinin biyouyumlu olmayan bilesiklere tepkisine toksisite denilir. Sitotoksisite ise
biyouyumlu olmayan bilesiklerin hiicrelerde neden olduklar1 hasar olarak tanimlanir. Bu
hasar, hiicrelerdeki makromolekiillerin sentez zincirini bozarak hiicre fonksiyonu ve
yapisina zarar verme olarak ifade edilmektedir (258, 259). Hiicreler sitotoksik maddeyle
etkilesime girdiginde hiicre zarimin hasar gormesi veya zarin gegirgenliginin artmasi
sonucu hiicre icindeki igeriklerin disartya sizmasiyla hiicrenin kontrolsiiz Sliimii

gerceklesebilir. Ayrica hiicrenin biiylimesi ve bdliinmesinin durmasi veya hiicrede
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meydana gelen birgok degisiklik sonucunda kontrollii hiicre 6liimii de meydana gelebilir.
Hiicrelerin sitotoksisiteden ne derece zarar gorecegi toksik maddenin konsantrasyonuna ve

maruziyet siiresine baglh olarak degismektedir (260, 261).

Sitotoksisite, kimyasallarin hiicreler ve dokular tlizerindeki etki mekanizmalarini
anlamada Onemli bir faktordiir. Sitotoksisitenin, kanser olusumu ve inflamasyon dahil
olmak iizere bir¢ok patolojik siirecte dnemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ayrica serbest
radikaller ve tahris ediciler gibi diger maddelerin aktivitesini de belirlenebilir (262). Bir
maddenin hiicre icin sitotoksik etkisinin olup olmadigin1 degerlendirmek i¢in in vitro
olarak sitotoksisite testleri gelistirilmistir. Sitotoksisite testleri, hiicrelerin yasamsal
stireglerinde meydana gelen degisiklikleri ve hiicre hasarinin seviyesini belirlemek igin
kullanilir. Bu testler hiicrenin canliligi, hiicre zar1 ve i¢ organel hasari, hiicre boliinmesi,
hiicre Oliimii, protein veya DNA sentezi gibi hiicresel olaylar hakkinda bilgi verir.
Sitotoksik etkileri degerlendirmek amaciyla dort farkli degerlendirme yontemi
kullanilmaktadir (258, 263).

Canliik degerlendirme testleri: Bu testlerde toksik etkilerden dolay: kiiltiirde
kalan canli hiicrelerin ylizdesini belirlemek i¢in kolorimetrik veya floresans olglimleri
kullanilir. Testler farkli boyalarin hiicre igerisine alinmasiyla gerceklestirilir. Hiicre zarinin
biitiinligii bozulmus hiicreler i¢in tripan mavisi, eritrosin veya naftalin siyahi gibi boyalar
kullanilirken hiicre zar1 biitlinliigli bozulmamis olan canli hiicreler icin diasetil floresan

veya notral kirmizist kullanilir.

Yasam degerlendirme testleri: Bu yontem sadece 6lmiis hiicreleri degerlendirir.
Hiicrelerde goriilen toksik etkiler uygulamanin ilk giinlerinde veya daha sonra ortaya
cikabilir. Hiicre yasami belirlenirken, tek tip hiicre siispansiyonundan saflastirilan
hiicrelerin, yeniden koloni olusturabilme yetenegi degerlendirilir. Bu yontemle bir toksik

madde ile temas eden hiicrelerin kisa siire i¢inde iirettigi sitotoksisitenin miktar1 ol¢tliir.

Hiicre proliferasyon degerlendirme testleri: Sitotoksik maddenin hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkisi, hiicreler iizerinde yapilan testlerden birka¢ giin sonra
kiiltiirdeki hiicrelerin sayilmasiyla belirlenir. Proliferasyon degerlendirme yontemleri
arasinda 3H-timidin ve 5-bromo-2’-deoksiiiridin gibi immiinohistokimyasal testler

bulunmaktadir.
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Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri: Bu yontemde genellikle daha
hassas c¢aligma gerektiren hiicrelerin, ¢ogalma kapasiteleri bir mikroplaka okuyuculu
spektrofotometre ile Olgiiliir ve degerlendirilir. Bu testler hiicre sayisindaki net artisi,
toplam protein miktarii veya DNA artisin1 belirler. Metabolik sitotoksisite degerlendirme
testlerine MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolyum bromiir), Alamar Mavisi
Testi ve tetrazolyum tuzunun formazon Kristallerine donistiiriilmesine dayanan testler

ornek olarak gosterilebilir (258).

80



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihaz, Alet, Malzeme ve Kimyasallar

3.1.1. Cihazlar ve Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Kullanillan cihaz ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler Marka/Model

Buzdolab1 Arcelik

Cok kanall1 pipet Microlit Rbo

Degirmen Ic-25B

Derin dondurucu (-20 °C) Arcelik 2071 MB

Derin dondurucu (-80 °C) Thermo Scientific 88400V
Etiiv Ecocell

Evaporator Heidolph

Hassas elektronik terazi
Hemositometre lam1
Isik mikroskobu
Inkiibator

Laminar akis kabini
Liyofilizator
Mikroplaka okuyucu
Orbital calkalayict
Otoklav

Pasteur pipet

pH metre

Saf su cithaz1

Sicak su banyosu
Sogutmali santrifiij cihazi
Spektrofotometre cihazi

Vorteks

Ohaus Pioneer

Mirenfeld Superior

Zeiss Primo star

Memmert

Mikrotest Class 11 A2

Christ Alpha 1-4 LD plus

Thermo Scientific Multiskan Go 51119300
Heidolph Unimax 1010 Incubator 1000
Niive Steamart OT23VS S Class EN 13060
Nest Biotechnology 318212

Hanna Instruments 83141

Thermo Scientific

Niive NB 9

Niive NF 800R

UV-1800 Shimadzu

Hawksley Neuation i Swix Jr VT
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3.1.2. Kimyasal Maddeler

Tez galigmasinda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan kimyasal malzemeler

Kullanilan Kimyasallar

Marka

Asetilkolinesteraz
Asetiltiyokolin iyodiir (ATCI)
Biitirilkolinesteraz
Biitiriltiyokolin iyodiir (BTCI)
DPPH

DMEM

DMSO

DTNB

Etanol

Etil asetat

Folin-Coicalteu reaktifi

Fotal Sigir Serumu

Fosforik asit

Galantamin

Glasiyel Asetik Asit Cozeltisi
Hekzan

HCI

Kloroform

L-DOPA

Metanol

MTT

Penisilin-Streptomisin Cozeltisi
Sodyum dodesil siilfat
Sodyum karbonat (Na,CO3)
Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA Soliisyonu

Trisma baz

Sigma-Aldrich/C3389
Sigma-Aldrich/A5751
Sigma-Aldrich/C1057
Sigma-Aldrich/20820
Sigma Aldrich/ D9132
Sigma Aldrich/D6421
Sigma Aldrich/472301
Sigma Aldrich/D8130
Smyras/64175
Sigma-Aldrich/34858
Sigma-Aldrich/F9252
ATCC 30-2020

Sigma Aldrich/695017
Sigma-Aldrich/G1660
Tekkim/TK2050008
Sigma Aldrich/34859
Sigma Aldrich/258148
Sigma Aldrich/650498
Sigma-Aldric/333786
Isolab/ 947.046.2500
Serva/2039502
Multicell/420-201-EL
Sigma-Aldrich/L3771
Sigma Aldrich/ S7795
Biological Industries/1520049
HyClone/J190001
Sigma-Aldrich/93362
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3.2. Deney Hazirhg: ve Yontemler
3.2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Ekstraksiyonu

Lactuca boissieri, Lactuca bourgaei ve Cicerpita petiolata bitkilerin toprak iistii
kisimlart 2022 yili Agustos aymda Cimil Yaylasi’ndan (Rize-1600-2250) toplandi.
Bitkilere ait herbaryum ornekleri (Glizel 962&Yasar, Giizel 979&Demir, Giizel
980&Demir) Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Béliimii Herbaryumu’nda

saklanmaktadir.

Bitkiler serin ve golgeli bir ortamda kurutuldu. Daha sonra degirmende 6giitiiliip
toz haline getirilerek ekstraksiyon islemi i¢in hazir hale getirildi. Kurutulmus ve toz haline
getirilmis bitkilerden 10’ar gram tartildi ve tartilan bitkiler farkli ¢oziiciiler (100 mL) ile
(hekzan, kloroform, etil asetat, metanol, su) oda sicakliginda 24 saat siire boyunca
calkalayicida ekstre edildi. Ardindan ekstreler siizge¢ kagidindan siiziildii. Su hari¢ diger
ekstre ¢oziiciileri evaporatorde 30-40 °C’de tamamen yogunlastirildi. Sulu ekstreler ise
once donduruldu ve daha sonra liyofilizatdrde sular1 uguruldu. Bu ekstraksiyon iglemi her
bir bitki icin {ic kez tekrar edilerek ckstreler birlestirildi. Bu sekilde hazirlanan stok

ekstraktlar biyokimyasal aktivite testleri i¢in buzdolabinda +4 °C’de karanlikta saklandi.

3.2.2. Clevenger Yontemiyle Ucucu Yag Ekstraksiyonu

L. boissieri, L. bourgaei ve C. petiolata bitkilerinden ugucu yag eldesi Clevenger
aparatt kullanilarak su buhar1 destilasyonu yontemiyle yapildi. Kurutulmus 100 g bitki
tizerine 500 mL su eklendikten sonra 4 saat boyunca destilasyon gerceklestirildi.
Destilasyon sonrasinda elde edilen ugucu yaglar hekzan ¢oziiciisiinde toplandiktan sonra
Na,SO; ile kurutularak kahverengi viallere koyularak analiz zamanina kadar -10 °C’de
muhafaza edildi. Clevenger yontemi ile ugucu yaglar sirasiyla %0.2470, %0.0968 ve
%0.4015 verimle elde edildi.

3.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

Tez ¢alismasinda kullanilan L. boissieri, L. bourgaei, C. peitolata bitki tiirlerinden
hazirlanan hekzan, kloroform, etil asetat, metanol ve su ekstrelerinin antioksidan,
antimikrobiyal, sitotoksik aktiviteleri ile bazi1 enzimleri inhibe etme (asetilkolinesteraz,

tirozinaz ve a-glukozidaz) etkileri galisildi.
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3.3.1. Antioksidan Aktivite Tayini

Bitkilerin antioksidan aktiviteleri Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini, Ferrik
Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini, Cu (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan
Kapasite (CUPRAC) ve DPPH Radikali Giderme Aktivitesi yontemleri ile test edilmistir.

3.3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Singleton ve ark.’lar1 tarafindan gelistirilen bu yontemde Folin Ciocalteu reaktifi
(FCR) kullanilarak antioksidan maddelerin toplam fenolik igerigi belirlenir. FCR aktif
merkezi Mo(VI) olan molibdofosfotungstik heteropoliasit bilesigidir. Bu yontem suda ve
organik ¢oziiciilerde ¢oziinen fenolik bilesikler tarafindan bazik ortamda Molibdenyum’a
elektron verilmesi sonucunda mavi renkli kompleksin olusmasina dayanir. Elde edilen
mavi renkli kompleksin 765 nm’de en yiiksek absorbansa sahiptir. Calisilan yontem,
antioksidan ¢aligmalarinda tekrarlanabilir, basit ve giivenilir oldugu i¢in yaygin olarak
kullanilir. Ama testin uzun bir silire gerektirmesi, reaksiyon su iceren ortamlarda
gerceklestigi icin yagda c¢oziinen bilesiklerin analizi i¢in uygun olmamasi, fenolik
bilesenlerin tepkimeye girmesi i¢in alkali ortamin gerekliligi gibi durumlar bu yontemin

kullanimini kisitlamaktadir (264-266).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

0.5 N Folin-Ciocalteu Reaktifi: 2.5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi son hacmi 10 mL
olacak sekilde saf suyla seyreltildi.

% 10’luk Na,CO3 Cozeltisi: 3 gram Na,COg tartild1, 15 mL saf su ile ¢oziiliip son

hacmi 30 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

Gallik Asit Cozeltisi (5 mg/mL): 3.9 mg gallik asit tartilarak 780 uL metanol ile

¢oziildii ve stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Deneyin Yapilisi

Calismada standart madde olarak kullanilan gallik asitin farkli konsantrasyonlarda
(0.3125-5 mg/mL) hazirlanmis ¢ozeltileri kullanildi. Bitki ekstrelerin kendi ¢6ziiciileri kor
olarak kullanildi. Deney tiiplerine farkli konsantrasyonlarda (0.3125-5 mg/mL) olacak
sekilde 20 pL ekstrelerden eklenerek gerekli seyreltmeler metanol eklenerek
gerceklestirildi. Ardindan her tiipe sirasiyla 680 pL saf su, 400 uL Folin-Coicalteu reaktifi

eklendi ve vortekslenerek oda sicakliginda ti¢ dakika bekletildi. Siire sonunda karisimlarin
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tizerine 400 pL %10’luk Na,COs ilave edildi. Bu sekilde tiim tiipler karanlikta 2 saat
bekletildikten sonra 96 kuyucuklu plakaya aktarildi. Numunelerin absorbanslart 760 nm
dalga boyunda hazirlanan kore karsi okundu. Deney calismast 3 tekrarli olacak sekilde
gerceklestirildi. Gallik asit c¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlarma karsilik gelen
absorbans degerleri kullanilarak standart icin kalibrasyon grafigi ¢izildi Grafigin
kalibrasyon egrisinden faydalanarak her bitki 6rnegi i¢in toplam polifenol miktart mg
GAE/g ekstre cinsinden hesaplandi ve mg/g ekstre + standart sapma olarak sonuglar

verildi.
3.3.1.2. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

Benzie ve Strain tarafindan gelistirilen yontemde antioksidan maddelerin toplam
indirgeme potansiyeli Olciiliir. Yontem diisilk pH sartlarinda Fe**iin, tripiridiltriazin
(TPTZ) reaktifi ile reaksiyonu sonucu [Fe*3-TPTZ] kompleksi olusturmasi ve olusan bu
kompleksin [Fe*-TPTZ] formuna antioksidan maddeler tarafindan indirgenmesi
sonucunda test ¢cozeltisinde koyu mavi bir renk goriilmesi esasina dayanir. Olusan bu koyu
mavi renk 595 nm’de en yiiksek absorbansi verir. Absorbansin artmasi indirgenme
giiclinlin artmas1 demektir. Demir asidik kosullarda ¢6ziindiigii icin yontem diisiik pH’

larda (pH: 3.6) gergeklestirilir. Basit ve ucuz olmasi yontemin avantajlarindandir (264).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Asetat Tamponu (300 mM, pH 3,6): 2.325 g NaCH3COO.3H,0 tartildi, iizerine

12 mL glasiyel asetik asit eklendi ve hacmi 750 mL’ye distile suyla tamamlandi.

FeCl; (20 mM) Cozeltisi: 48.6 mg FeClj; tartildi ve 6 mL distile su ile ¢oziindii.

Daha sonra tizerine 9 mL metanol eklendi.

TPTZ (10 mM) Céozeltisi: Stok maddeden tartilan 46.8 mg TPTZ {izerine 6 mL

HCI (100Mm) ilave edilerek ¢oziindiikten sonra iizerine 9 mL metanol eklendi

HCI (100 mM) Cozeltisi: 25 mL distile suyun i¢ine 205 pL HCI (% 37) eklenerek

hazirlandi.

FRAP Reaktifi: Asetat tamponu (300 Mm, pH: 3.6): TPTZ (10 mM): FeCls
(20mM) (10:1:1) oraninda karigtirildi.

Troloks (0.25 mg/mL): 2.5 mg troloks tartildi, 10 mL etanol ile ¢oziiliirek troloks
standarti elde edildi.
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Deneyin Yapilisi

Standart olarak kullanilan troloks maddesinin etanol ¢oziiciisii ile farkl
konsantrasyonlarda (62.5-1000 uM) hazirlanan ¢ozeltileri kalibrasyon egrisi i¢in kullanildi.
Bitki ekstreleri 10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlandi. Taze olarak hazirlanan FRAP
reaktifi kullanilacak zamana kadar manyetik karistiricida bekletildi. Bitki ekstrelerin kendi
coziiciileri kor olarak kullanildi. Tiiplere ekstre ve gallik asitten 50’ser pL ilave edildikten
sonra iizerlerine 1.5 mL FRAP reaktifi eklendi ve vortekslenerek 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Yirmi dakikanin ardindan numunelerin absorbanslart 595 nm’de

okunarak Troloks esdegeri TEAC (uM) olarak ifade edildi.
3.3.1.3. Cu (II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

Bu yontem Apak ve arkadaslar tarafindan gelistirilmistir. Antioksidan maddelerin
Cu (II)’yi Cu (I)’e indirgeme yeteneginden faydalanarak antioksidan kapasite olgiiliir. Bu
test elektron transfer reaksiyonlarindan faydalanir. Yontemde Neokuproin bilesigi, Cu (I1)
ile bakir(II)-neokuproin kompleksini olusturur. Olusan bu kompleks antioksidanlar
tarafindan bakir (I) neokuproin selatina indirgenir ve 450 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verir. Bu testtin diger yontemlere gore avantaji hizli gergeklesmesi ve pH

ayarinin kolay yapilabilmesidir (264).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

7.5 mM Neokuproin Cozeltisi: 78 mg Neokuproin tartildi ve 50 mL metanolde
¢oziildii.
10 mM pH:7 CuCl,.2H,0 Céozeltisi: 92.4 mg CuCl,.2H,0 tartildi ve 50 mL saf su
¢oOzildii.
1 M pH: 7 NH4,CH3COO" Cozeltisi: 3.8 g NH,CH3COO" tartildi, 50 mL saf su ile
¢Ozildii.

Troloks (0.25 mg/mL): 25 mg Troloks tartildi, 100 mL metanol ile ¢oziiliirek
troloks standarti elde edildi.

Deneyin Yapihisi

Standart olarak kullanilan Troloks’un farkli konsantrasyonlarda (62.5, 125, 250,
500, 1000 uM) metanolle hazirlanan ¢ozeltileri kalibrasyon egrisi i¢in kullanildi. Bitki

ekstrelerin kendi ¢oziiciileri kor olarak kullanildi. Ekstreler 10 mg/mL konsantrasyonunda
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hazirlandi. Hazirlanan stok konsantrasyonlardan ayri ayri tiiplere 500°ser pL alinarak
tizerlerine 1000’er uL NH4CH3COO ve CuCl,.2H,0 eklendi. Daha sonra 1000 pL
Neokuproin reaktifi test ¢ozeltilerine eklenirken 1000 pL metanol (reaktif ¢Oziiciisii)
numune korii igin 20 saniye araliklarla eklendi. Vortekslenen tiipler 30 dakika oda
sicakliginda ve karanlikta bekletildi. 30 dakikanin ardindan 450 nm dalga boyunda
absorbanslar okunarak ekstrelerin antioksidan kapasitesi Troloks esdegeri TEAC (uM)
seklinde ifade edildi.

3.3.1.4. DPPH' Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

DPPH' (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali, kararli bir bilesiktir. Koyu mor renkte
bir ¢ozelti olusturur ve bu ¢ozelti 517 nm’de maksimum absorbsiyon verir. Yontemin
temel prensibi, antioksidanin DPPH' radikaline elektron transferi yaparak veya hidrojen
bagislayarak radikali etkisiz hale getirmesidir. Bu reaksiyon sonucunda, mor renkli DPPH'
radikali renksiz formuna doniigiir. Bu renk degisimi, antioksidanin serbest radikalleri
etkisiz hale getirme kapasitesini 6lgmeye yonelik bir gosterge olarak kullanilir. DPPH
metodu genellikle bitki o6zleri, gida Ornekleri veya dogal firlinlerdeki antioksidan
aktivitesini  belirlemek i¢in kullanilir. Bu yontem, antioksidan potansiyelinin
karsilastirilmas1 ve degerlendirilmesi amaciyla sik¢a tercih edilen bir laboratuvar
teknigidir. Dogru ve tekrarlanabilir sonuglar vermesi, basit, hizli olmasi y&ntemin
avantajlarindandir. Radikalin sadece organik ¢oziiciilerle ¢oziilmesi hidrofilik maddelerin

antioksidan kapasitesinin 6l¢iimiiniin yapilmasinda kisitlayici rol oynamaktadir (264, 266,
267).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

DPPH. Reaktifi (100 mM): 3.94 mg DPPH radikali tartildiktan sonra 90 mL

metanol ¢oziiciisii ile ¢oziildii ve 100 mL’ye tamamlandi.

BHT (0.01 mg/mL): 0.1 mg BHT tartildi, 10 mL metanol ile ¢6ziildii. Hazilanan
stok ¢ozelti metanol ile yar1 yariya seyreltildi ve 10-5-2.5-1.25-0.625 pg/mL

konsantrasyonlari hazirlandi.

Deneyin Yapilisi

Standart olarak BHT’nin 0.01 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmig metanol
¢Ozeltisi kullanildi. DPPH ¢ozeltisi ve bitki ekstrelerin ¢oziiciileri kor olarak kullanildi.

Deneye baslamadan once bitki ekstrelerin hangi konsantrasyonlarda ¢alisilacagini
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belirlemek igin 6n denemeler yapildi. Denemeler i¢in tiipe hem bitki ekstresinden hemde
DPPH c¢ozeltisinden yar1 yariya pipetlendi ve 40 dakika beklendi. Siirenin sonunda
radikalin koyu menekse renginin kalic1 olmasi, denenen konsantrasyonun ekstre i¢in uygun
oldugu gosterdi. Rengin kalic1 olmayip kaybolmasi durumunda ekstrelerin konsantrasyonu
seyreltilerek denemelere devam edildi. On denemeler sonunda belirlenen konsantrasyon
asil c¢aligmada kullanilacak olan en konsantre ekstre konsantrasyonudur. Bu
konsantrasyondan baslayarak ekstreler kendi ¢Oziiciileriyle seyreltilerek  farkli
konsantrasyonlarda hazirlandi. BTH standart stok c¢ozeltisi de metanolle yar1 yariya
seyreltilerek 5 farkli konsantrasyonda (10-5-2.5-1.25-0.625 pg/mL) hazirlandi Tiiplere esit
hacimde (750 uL) bitki numuneleri ve DPPH ¢6zeltisi eklendi ve vortekslendi. Daha sonra
tipler karanlikta, oda sicakliginda 55 dk boyunca inkiibasyona birakildi. Siire sona
erdikten sonra kore karst 517 nm’de absorbanslar okundu. Okunan absorbanslara karsilik

gelen konsantrasyonlar grafige gecirildi ve SCso degeri hesaplandi.

SCso Degerinin Bulunmasi

SCsp degerinin belirlenmesi i¢in antioksidan maddenin farkli konsantrasyonlar ile
DPPH' radikali karistirilir ve absorbansdaki degisim 6lgiiliir. Olgiilen absorbanslarin
degisimi derisime kars1 grafige gecirilir. Grafige gore ortamda varolan DPPH' radikal
miktarin1 yariya indiren numune konsantrasyonu belirlenerek SCso degeri olarak ifade

edilir. SCso mM ya da mg/mL cinsinden verilir (268).
3.3.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Calisilan bitkilerin dokuz tane mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal aktivitesi ilk
olarak Agar Kuyucuk Diflizyon Metodu ile belirlenmis daha sonra aktivite goésteren
ornekler iizerinde Minimum Inhibisyon Konsantrasyon deneyi yapilarak antimikrobiyal
aktivite nicel olarak belirtildi. Tablo 6’da calisilan test mikroorganizmalari ile standart

olarak kullanilan antibakteriyal ve antifungal ilaglar verilmistir.
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Tablo 6. Test mikroorganizmalar: ve standart olarak kullanilan ilaglar

Test Mikroorganizmalar

Gram negatif enterik basil Escherichia coli ATCC 25922

Gram negatif non fermentatif bakteri Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911
Gram negatif Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288
Gram pozitif sporlu basil Bacillus cereus 702 Roma

Gram pozitif kok Enterococcus faecalis ATCC 29212
Gram pozitif kok Staphylococcus aureus ATCC 25923
No gram Mycobacterium smegmatis ATCC 607
Maya mantar1 Candida albicans ATCC 60193

Maya mantar1 Saccharomyces cerevisiae RSKK 251

Standart olarak kullamlan ilaglar

Antibakteriyal Ampisilin
Antibakteriyal Streptomisin
Antifungal Flukonazol

3.3.2.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Hazirlanan bitki ekstrelerinde ve onlardan elde edilen ugucu yaglarda
antimikrobiyal aktivite ilk olarak Agar Kuyucuk Difiizyon metodu ile bakildi. Deneye
baslamadan Once ilk olarak bakteri ve mantarlar i¢in agar ve besiyerler hazirlandi.
Mantarlar igin, Patates Dekstroz Agar (PDA) ve maya ekstreli sivi besiyeri (YEG)
kullanilirken, bakteriler i¢inse Mueller Hinton agar (MHA) ve sivi besiyerleri kullanildi.
Bu yontemde test edilecek bakteriler bir gece bekletilerek cogaltildi. Cogalan bakteri
kiiltiirlerinin yaklagik 10° kob/mL (koloni olusturan birim) oraninda diliisyonlar: serum
fizyolojik i¢inde hazirlanarak MHA agar besiyeri ilizerine ekimleri yapildi. Ekimler
yapildiktan sonra steril edilmis cam boru yardimiyla besiyerler ilizerine 2 cm aralikli ve 5
mm ¢apinda kuyucuklar acildi. Bu kuyucuklara hazirlanan stok bitki ektraklarindan 50 pLL
ilave edilerek 36 °C’de 24-48 saat boyunca bekletildi. Siire sonunda inhibisyon zonlari
cetvel ile Olgiilerek deney tamamlandi. Standart olarak Ampisilin (10 pg), flukonazol (5
ug) ve streptomisin (10 ug) kullanildi (269).
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3.3.2.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon Testi

Bu yontem en az miktarda madde ile gosterilen antimikrobiyal etkinin nicel olarak
degerlendirilmesi amaciyla yapilir. Mikro diliisyon sivi yontemi ile MIK degeri
mikrogram-mililitre (ug/mL) cinsinden hesaplanir. Antifungal ve antimikrobiyal etkiyi
belirlemek icin sirastyla Yeast Nitrogen Base (YNB, pH 7.0) (Difco, Detroit, MI), PDA
(Difco, Detroit, MI) ve MHA siv1 besiyerleri se¢ildi. ELISA plakalar1 kullanilarak yapilan
bu testte hazirlanan bitki ekstraktlarindan 0.1 mL alinarak sivi besiyeri ile seri diliisyon
yapildi. 1x10% kob/mL mikroorganizma iceren McFarland 0.5 ¢ozeltisi 1:10 oraninda
sulandirildi. Elde edilen sulandirilmis ¢o6zeltiden 0.005 mL mikroorganizma (her
kuyucugun son konsantrasyonu 5x10* kob/kuyucuk) alinarak her bir kuyucuga eklendi.
Etiivde 35°C’de pleytler 24-48 saat inkiibe edildi. Sonuglar verilirken mikroorganizmanim
bliylimesini durdurmak veya engellemek icin gerekli olan en diisiik antibiyotik
konsantrasyonunu MIK degeri (ug/mL) olarak alindi. Standart olarak Ampisilin
antibiyotigi (10 pug) bakteri i¢in, flukonazol ilaci (5 pg) ise mayalar i¢in kullanildi (270).

3.3.3. Enzim Inhibisyon Calismalar
3.3.3.1. Asetilkolinesteraz Enzim inhibisyonu Tayini

Asetilkolinesteraz enzim aktivitesini spektrofotometrik olarak 6l¢mek i¢in Ellman
yontemi kullanildi. Yontemde substrat olarak kullanilan asetiltiyokolin iyodiir ile AChE
enzimi reaksiyona girmesi sonucunda tiyolin ve asetat bilesigi olusur. Renksiz tiyolin
bilesigi DTNM ile tepkimeye girerek sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asiti olusturur.
Olusan sar1 renkli bilesigin 412 nm’de absorbansi dl¢iilerek rengin siddeti belirlenir. Renk

siddeti ile enzim aktivitesi dogru orantilidir (271).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Asetiltiyokolin iyodiir Cozeltisi: 11.8 mg asetiltiyokolin iyodiir tartildi ve 2.72
mL Tris-HCI Tamponu (pH 8) ile ¢6ziildii.

Asetilkolinesteraz Enzim Cozeltisi: 1 mg enzim tartildi, 8 mL Tris-HCI Tamponu
(pH 8) ile ¢ozildi. Son hacim 10 mL’ye tamponla tamamlanarak stok ¢ozelti
hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden 134.23 pL alindi ve 8 mL Tris-HCI

tamponunda ¢dzilinerek son hacim 10 mL’ye ayn1 tamponla tamamlandi.

DTNB cozeltisi: 12 mg DTNB tartildi ve Tris-HCI tamponunda (pH 8) ¢oziildii.

Son hacim 10 mL’ye ayni tampon ile tamamlandi.
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Tris-HCI Tamponu (pH 8): 0.6 g trisma tartilarak saf suda (50 mL) ¢6ziildii. Daha
sonra pH 8 olmasi igin seyreltik HCI ile ayarlandiktan sonra son hacmi distile su ile

100 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi

Asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu tayini igin asetiltiyokolin iyodiir substrat
madde olarak, sar1 renkli 5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) aktivite 6lgiimii i¢in,
galantamin ise standart olarak kullanildi. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan bitki ekstreleri ve
kontrol bilesikleri Tris-HCI tamponu (pH 8.0) ile ¢oziilerek son konsantrasyonlar1 25, 50,
100 200 pug/mL olacak sekilde seyreltildi. Calisilan 96 kuyucuklu mikroplakalara Tris-HCI
tamponu (pH 8.0) pipetlendikten sonra kor kuyucuklart disindaki diger kuyucuklara farkli
konsantrasyonlarda (25, 12.5, 6.25, 3.125 uL) ornek ¢ozeltileri ilave edildi. Daha sonra
tiim kuyucuklara antikolinesteraz ¢dzeltisi (25 uL) eklenerek 15 dakika 25°C’de inkiibe
edildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara DTNB (125 pL) ve asetiltiyokolin iyodiir (25 puL)
eklenerek reaksiyon baslatildi. Absorbanslar 412 nm’de okundu. Deneyler ii¢ tekrar olarak

calisildi.
3.3.3.2. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu Tayini

Tirozinaz inhibitoér ¢aligmalari tirozin veya L-DOPA gibi substratlarin varliginda
incelenir ve bu inhibitorlerin  etkinligi dopakrom olusumuna dayali olarak
degerlendirildirilir. Dopakrom, tirozinaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon
sonucunda ortaya ¢ikan bir ara {riindiir. Dolayisiyla tirozinaz inhibitorlerinin etkisi

dopakrom olusumunu azaltmasi veya inhibe etmesiyle belirlenir (271).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

L- DOPA c¢ozeltisi (3mM): Hassas terazide 1.4 mg L-DOPA tartildi. 2.368 uL
fosfat tamponu (pH 6.8) igerisinde ¢6ziindii. Son hacim fosfat tamponu ile 10

mL’ye tamamlandi.

100 mM Fosfat Tamponu (pH 6.8) Cozeltisi: 0.51 g Na,HPO, ve 0.56 g NaH,PO,
tartilip 40 mL distile su ile ¢ozildii. pH’1 seyreltik NaOH ¢d6zeltisi ile 6.8°e

ayarlanarak 50 mL’ye distile su ile tamamlandi.

500 U/mL Tirozinaz Enzim Cozeltisi: 1.4 mg tirozinaz tartildi. 100 Mm fosfat
tamponu (pH 6.8) ¢ozeltisi 8.555 uL ilave ederek ¢ozildi. 10 mL’ye fosfat

tamponu ile tamamland. ilaveler sonunda 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
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Deneyin Yapilisi

Calismada kullanilan bitkilerin ilk olarak deneyde kullanilacak konsantrasyonlari
(25-200 pg/mL) belirlendi. Fosfat tamponu (pH 6.8) 25, 50, 100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarda seyreltildi ve plakalara eklendi. Plakalara daha sonra bitkilerin farkli
¢oziictilerle (hekzan, kloroform, etil asetat, metanol, su) hazirlanmis ekstreleri ilave edildi.
Bu eklemeler sonunda plakalarda fosfat tamponu ve bitki numunelerinin miktari toplamda
120 uL oldu. Daha sonra plakalara 20 pL tirozinaz enzim ¢ozeltisi ilave edildikten sonra
15 dakika beklenildi ve kor dlgiimii yapildi. Olgiim sonrasinda plakalara 20uL substrast
¢ozeltisi eklendi. Tekrar 15 dakika beklendikten sonra 475 nm’de absorbans oOlgiimii
yapildi. Negatif kontrol olan gruba tirozinaz enzimi, substrat ve fosfat tamponu ilave
edildi. L-Dopa substrat olarak, kojik asit ise standart olarak kullanildi. Deneyler ii¢ kez
tekrar edildi.

3.3.3.3. a-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu Tayini

a-Glukozidaz enzim aktivitesi kolorimetrik bir analiz ile belirlendi. a-Glukozidaz
enzim aktivitesi analizinde substrat olan p-nitrofenil-a-D-glukopiranozit enzim tarafindan
hidroliz edilmesi sonucunda glukoz ve p-nitrofenolat tiriinleri olusur. Sar1 renkli p-
nitrofenolat, spektrofotometrik olarak 405 nm’de olgiilebilir. a-Glukozidaz aktivitesinin

inhibisyonu, p-nitrofenolat miktarinda azalmaya neden olur (240).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

5 mM p-nitro-a-D-Glukopiranozit Cozeltisi (5SmM): 7.3 mg p-nitro-o-D-
Glukopiranozit tartildi, fosfat tamponu (pH 6.8) ile ¢6ziiniip hacmi 5 mL’ye

tamamlandi.

a-Glukozidaz Enzim Cozeltisi (0.5 U/mL): 10 mg a-Glukozidaz enzimi tartildi,
10 mL fosfat tamponu (pH 6.8) ile ¢oziildii. Cozeltiden 403.22 pL alindi ve 10

mL’ye fosfat tamponu ile tamamlandi.

Fosfat Tamponu (pH 6.8) Cozeltisi (100 mM): Na,HPO, (0.51 g) ve NaH,PO,
(0.56 g) tartildi, karistirildi. Saf su eklenerek 40 mL’ye kadar ¢6ziildii. Daha sonra

pH 6.8’e ayarlandiktan sonra hacmi distile suyla 50 mL’ye tamamlandi.
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Deneyin Yapilisi

o-Glukozidaz enzim Inhibisyonu tayini icin substrat olarak p-nitro-a-D-
glukopiranozoit, standart olarak akarboz kullanildi. Akarboz ve bitki ekstrelerin 25, 50,
100, 200 mg/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlandi. 96 kuyucuklu mikroplaka
icinde 25 pL bitki ekstresi, 50 pL glutatyon, 100 pL a-glukozidaz enzimi, 25 pL fosfat
tamponu (pH 6.8) ve 50 uL p-nitro- a-D-glukopiranozit ¢ozeltisi karistirilarak 25°C’de 15
dakika boyunca inkiibe edildi. Bitki ekstrelerinin ve kor ¢ozeltilerin absorbanslar1 405

nm’de okundu.
3.3.4. MTT Testi ile Sitotoksisite Tayini

MTT testi, Mossman tarafindan gelistirilmis olup hiicre canliliginin belirlenmesi
icin kullanilan kolorimetrik bir sitotoksisite testidir. Testin temel amaci kalan canli
hiicrelerin sayisini tespit etmektir. Bu yontem bir tetrazolyum tuzu olan MTT [3-(4,5-
dimetiltiyazol-2il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] bilesiginin indirgenmesi esasina
dayanir. Hiicrenin mitokondirisine ulasan sar1 renkli ve suda ¢oziinen MTT bilesigi
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan mavi renkli, suda ¢oziinmeyen
formazan kristallerine doniistiiriiliir. Formazan olusumu sadece aktif mitokondriye sahip
canli hiicrelerde goriiliir. Canli olmayan hiicreler tetrazolyum tuzunu formazan bilesigine
indirgeyemediginden dolayr renk degisimi meydana gelmez Olusan formazan kristalleri,
dimetil siilfoksit ve izopropanol gibi ¢oziiciilerle kolayca ¢oziinlir. Coziinen Kristaller
konsantrasyona bagli olarak spektrofotometrik yoOntemle goriiniir dalga boylarinda
Ol¢iilebilir bir absorbans verirler. Hiicrelerin metabolik aktiviteleri absorbas degerinin
Olclilmesi ile dolayli olarak belirlenmektedir. Bu dlgiimler test sonucunda kalan canli hiicre

sayist ile iligkilendirilmektedir (272).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

Antibiyotik ¢ozeltisi: 1 mL streptomisin (10 mg/mL) antibiyotigi ve penisilin (10
000 U) karistirilarak son hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlandiktan sonra 0.22 pm

por acikligina sahip filtreden siiziildii.

DMEM besi yeri (%10’luk besi yeri): Steril sartlarda streptomisin-Penisilin
antibiyotik karigimi (0.5 mL) ile Fotal Sigir Serumu (5 mL) bir tiipe alindi ve
karistirildi. Hazirlanan karisima son hacmi 50 mL olacak sekilde DMEM c¢ozeltisi

ilave edildi.
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MTT stok cozeltisi (5 mg/mL™ ): 5 mg MTT tuzu 1 mL PBS icinde ¢oziindii.

Hazirlanan ¢ozelti gerekli hacimde hazirlandi.

MTT c¢alisma soliisyonu (0,5 mg/mL'1 ): MTT stok ¢ozeltisi ile DMEM 1:10

oraninda karistirilarak hazirlandi.

Deneyin Yapilisi

Deneyde kullanilacak saglikli L-929 fare fibroblast hiicreleri sivi azot tankindan
alindiktan sonra 37 °C’deki sicak su banyosunda ¢oziildii. Coziinen hiicre siispansiyonu
icerisinde 5 mL tam besiyeri bulanan santriifiij tiiplerine alindi ve 100 rcf’de 3 dakika
santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan tam besiyeri igeren siipernatan uzaklastirildi. Kalan
hiicre pelletinin iizerine tekrar 5 mL tam besiyeri ilave edildikten sonra karistirildi.
Hazirlanan hiicre siispansiyonu daha dnceden igerisine 10 mL tam besiyeri koyulan T-75
flaska alind1. Flask %95 nem ve %5 CO; iceren 37 °C’deki inkiibatore koyuldu. Hiicrelerin
ortam kosullarina uyum saglamasi ve logaritmik biiyiime asamasina ulagsmasi i¢in art arda
3 giin pasaj yapild1. 3. giiniin sonunda T-75 flask inkiibatorden alind1 ve ters faz mikroskop
kullanilarak incelendi. Yasayan hiicreleri oli hiicrelerden ayirmak ve hiicrelere yeni bir
enerji kaynagi saglamak amaciyla besiyeri degistirildi. 2-3 giin sonra hiicrelerin tiim
flaskin zeminini kaplayacak sekilde ¢ogaldiklari goriildiikten sonra hiicreler tripsin ile
kaldirilararak sayimlar1 yapildi. Sayimi yapilan hiicreler 96 kuyucuklu plakalarin i¢
kuyucuklarma 10 000/100 pL hiicre gelecek sekilde ekildi. Numuneler uygulanmadan 6nce
hiicrelerin plaka zeminine yapigmalart i¢in 24 saat bekletildi. Bitki ekstrelerinin son
konsantrasyonunda metanol ile ¢o6ziildii. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan,
kuyucuklardaki doku kiiltiirii besiyeri uzaklastirildt ve 0.5, 5, 50, 500 pg/mL
konsantrasyonlarinda bitki ekstreleri igeren taze besiyeri kuyucuklara uygulandi. Bitki
ekstrelerinin uygulandig1 plakalar 37 °C’de ve %5 CO, ’li inkiibatdrde 24 saat bekletildi.
Siirenin sonunda MTT ¢aligma soliisyonundan her kuyucuga 100 uL eklendi ve 37 °C’de 2
saat inkiibe edilerek mor renkli formazan kristallerinin olusmasi saglandi. iki saatin
sonunda hiicrelerin yilizeyinden MTT c¢aligma sollisyonu uzaklastirilip yerine 150 pL
DMSO eklendi. Plakalar ¢alkalayicida 10 dakika bekletilip olusan formazan Kristalleri
organik ¢oziicii yardimiyla ¢oziindiiriilmesi saglandi. Siire sonunda plakalarin absorbans

degerleri 690 nm dalga boyunda spektroforometre ile dl¢iildii.
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3.3.5. Kullamilan istatistiksel Yontemler

Sonuglarin hesaplanmasinda GraphPad Prism 6.0 ve Microsoft Excel Windows 13
programlar1 kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki bitki 6rnekleri ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup olmadigini belirlemek i¢cin One-way
ANOVA testi kullanildi. Anova testi sonuglarina dayanarak Tukey testi pos test olarak
yapildi ve p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

3.4. Fitokimyasal Calismalar
3.4.1. Tiirlerin Ucucu Yaglarimin GC-MS ile Belirlenmesi

Her bir bitkinin ugucu yag bilesenleri Shimadzu QP 2010 Plus GC/MS cihazinda
analiz edildi. Tastyic1 gaz olarak kullanilan helyumun akis hizi 1 mL/dk olarak belirlendi.
HP-5 kapiler kolon (30m x 0.32 mm i.d., film kalinlig1 0.25 pm) kullanildi. Dedektoriin
iyonizasyon enerjisi 70 eV’dur. HPLC-grade hekzanda ¢oziinmiis ugucu yaglardan 1 pL
almarak GC/MS cihazina enjekte edildi. Enjeksiyon split modunda 250 °C’de yapildi.
Enjeksiyondan sonra bilesenler kolonda baslangigta 60 °C’de 2 dakika tutulduktan sonra 3
°C’lik artiglarla 240 °C’ye ayarlanarak 60 dakika boyunca kosturuldu. Her numunedeki
ugucu bilesenin alikonma indekslerini (RI) belirlemek i¢in, n-alkanlar (C;-Cso) standart
olarak kullanildi. Ugucu bilesenlerin kromatografik piklerine ait spektrumlar cihazin
kiitiiphanesi (NIST ve Wiley) ve literatiirdeki kaynaklarla karsilagtirilarak tanimlandi
(273).

3.4.2. Tiirlerin Fenolik Bilesiklerinin HPLC ile Belirlenmesi

Tez kapsaminda caligilan bitkilerin igerdigi fenolik bilesikler kurutulmus ve toz
haline getirilmis toprak tistii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstrelerinden hareketle
analiz edildi. Kuru ekstraktlar %50’si su olacak sekilde HPLC safliktaki metanolde
¢ozildii ve uygun konsantrasyona (41 mg/mL) seyreltildi. Hazirlanan ¢ozeltiler 14000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Olusan berrak cozeltiler uygun filtreden gegirilerek
HPLC-DAD analizi i¢in hazirlandi. Bitki numunelerin hepsinin yar1 yariya sulu metanol
igerisinde 41 mg/mL konsantrasyonda ¢ozeltilerinin hazirlanmasit miimkiin olmadigindan
ornekler analiz igin iki gruba ayrildi. ilk grup “luteolin grubu” olarak adlandirildi. Ik
grupta yer alan standartlar gallik asit, protokatekuik asit, gentisik asit, vanilik asit, kafeik
asit, vanilin, luteolin-7-glukozit, hesperedin, rosmarinik asit, fisetin, luteolin, naringenin,

hesperetin ve kaemferol bilesikleridir. Ikinci grup “kuersetin grubu” olarak adlandirild.
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Gallik asit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, sirinjik asit, epikatesin, p-kumarik asit,
kikorik asit, rutin, naringin, apigenin-7-glukozit, eriyodiktiyol, kuersetin ve apigenin ikinci

grupta yer alan standart bilesiklerdir.

HPLC calismasinda 26 fenolik bilesik, analizin kalibrasyonu ve validasyonu igin
standart olarak kullanildi. Kalibrasyon egrisi olusturmak igin standartlarin metanolle
hazirlanan stok ¢ozeltilerinden bes farkli konsantrasyonlarda (0.625-1.25-5-10-20 mg/L)
dilisyonlar1 hazirlandi. Standartlarin tek tek kalibrasyon egrileri bu bes farkli
konsantrasyona karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak elde edildi. Kalibrasyon egrilerinin

giivenilirligini belirten regresyon katsayilart en diisiik 0.999 olarak hesaplandi.

Fenolik bilesiklerin analizinde diyot dizisi dedektorii (DAD) ile bagh Ultimate
3000 seri analitik yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) sistemi kullanildi.
Analizleri ger¢eklestirmek i¢in Thermo acclaim C30 kolonu ve Macherey Nagel (3 mm i¢
¢ap) koruma kolonu birlikte kullanildi. Kromatogramlar 200-400 nm’de calisan DAD ile
254, 280, 315 ve 370 nm’de kaydedildi. Piklerin tanimlanmasi, alikonma siireleri ve UV

spektrumlarinin standart fenolik bilesiklerinkilerle karsilastirilmasi yoluyla gergeklestirildi.

Fenolik bilesiklerin ayrilmasi i¢in kullanilan HPLC-DAD kosullar1

Kolon : C30 kolon (150 mmx3 mm, 3 um )
Akis hizi : 0,37 mL/dak .

Enjeksiyon hacmi : 10 uL

Kolon sicaklig1 : 25°C

Dalga boyu . 200-400

Dedektor . Diyot Dizisi dedektorii (DAD)
Yontem . Gradient soliisyon

Hareketli faz A Suda %2 asetik asit

B: %70 asetonitril - %30 su
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4. BULGULAR
4.1. Antioksidan Aktivite Caliymalarina Ait Bulgular
4.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini Sonuglari

Tez kapsaminda caligilan tiirlerden elde edilen metanol ve su ekstrelerinin toplam
fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak belirlendi. Sonuclar standart
olarak kullanilan gallik asit i¢in ¢izilen absorbans-konsantrasyon grafiginden yararlanilarak
mg GAE/g ekstre olarak verildi. Gallik asit igin ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 16’da
gosterildi.

6.0 ¥=0,2369x + 0,7221
R*=0,96

4,0

Absorbans

Konsantrasyon (mg/mlL.)

Sekil 16. Fenolik madde miktar tayini i¢in kullanilan gallik asit standart grafigi

4.1.1.1. Lactuca boissieri Bitkisinin Fenolik Madde Miktar: Tayini Sonuglar1

L. boissieri (LB) bitkisinin su (LBS) (16.34+0.058 mg GAE/g ekstre) ekstresindeki
toplam fenolik madde miktar1 metanol (LBM) (15.96+0.010 mg GAE/g ekstre) ekstresine
gore daha fazla bulundu (Sekil 17).
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Sekil 17. Lactuca boissieri bitkisinin su ve metanol ekstrelerine ait toplam fenolik madde

GAE (mg/g)

miktar tayini sonuglari

4.1.1.2. Lactuca bourgaei Bitkisinin Fenolik Madde Miktar1 Tayini Sonuclari

L. bourgaei (LBG) bitkisinin su (LBGS) (62.49+0.025 mg GAE/g ekstre)
ekstresindeki toplam fenolik madde miktari metanol (LBGM) (26.31+£0.053 mg GAE/g
ekstre) ekstresine gore daha fazla bulundu (Sekil 18).

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 - .

LBGS LBGM

~
o
]

GAE (mg/g)

Sekil 18. Lactuca bourgaei bitkisinin su ve metanol ekstrelerine ait toplam fenolik madde

miktar tayini sonuglari
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4.1.1.3. Cicerbita petiolata Bitkisinin Fenolik Madde Miktar1 Tayini Sonuglari

C. petiolata (CP) bitkisinin su (CPS) (44.43+0.015 mg GAE/g ekstre) ekstresindeki
toplam fenolik madde miktart metanol (CPM) (7.41+0.009 mg GAE/g ekstre) ekstresine
gore daha fazla bulundu (Sekil 19).
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.

CPS CPM

Sekil 19. Cicerbita petiolata bitkisinin su ve metanol ekstrelerine ait toplam fenolik madde

miktar tayini sonuglari

4.1.2. Ferrik indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini Sonuglar1

Tez kapsaminda caligilan tiirlerin bes farkli ¢oziiciiyle (hekzan, kloroform, etil
asetat, metanol ve su) hazirlanan ekstrelerinin FRAP tayini sonuglar1 standart olarak
kullanilan troloks i¢in ¢izilen absorbans-konsantrasyon grafiginden yararlanilarak uM
troloks esdegeri/gram (UM TEAC/gram) seklinde verildi. Troloks standardi i¢in ¢izilen
kalibrasyon egrisi Sekil 20°de gosterildi.
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Sekil 20. FRAP tayini i¢in troloks standart grafigi

4.1.2.1. Lactuca boissieri Bitkisinin FRAP Tayini Sonuclari

L. boissieri (LB) bitkisinin ¢alisilan ¢6ziiciiler arasinda en etkili demir indirgeyici
giicii metanol (LBM) (594.767+6.570 uM troloks/gram) ekstresinde goriildii. Onu sirasiyla
su (LBS) (496.267+4.262 uM troloks/gram), etil asetat (LBE) (191.933+3.894 uM
troloks/gram), kloroform (LBK) (95.900+12.872 uM troloks/gram) ve hekzan (LBH)
(24.267+3.559 uM troloks/gram) ekstreleri takip etti (Sekil 21).
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Sekil 21. Lactuca boissieri bitkisinin FRAP tayini sonuglari

TEAC (uM)
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4.1.2.2. Lactuca bourgaei Bitkisinin FRAP Tayini Sonuclari

L. bourgaei (LBG) bitkisinin ¢alisilan ¢oziiciiler arasinda en etkili demir indirgeyici
giicii metanol (LBGM) (815.300+6.319 uM troloks/gram) ekstresinde goriildii. Onu
sirasiyla su (LBGS) (683.267+4.708 uM troloks/gram), etil asetat (LBGE) (102.633+1.450
uM troloks/gram), kloroform (LBGK) (72.600+7.382 uM troloks/gram) ve hekzan
(LBGH) (14.400+2.112 uM troloks/gram) ekstreleri takip etti (Sekil 22).
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Sekil 22. Lactuca bourgaei bitkisinin FRAP tayini sonuglari

4.1.2.3. Cicerbita petiolata Bitkisinin FRAP Tayini Sonuclar:

C. petiolata (CP) bitkisinin ¢aligilan ¢oziiciiler arasinda en etkili demir indirgeyici
giicii metanol (CPM) (675.600+3.937 uM troloks/gram) ekstresinde goriildii. Onu sirasiyla
su (CPS) (282.267+6.014 uM troloks/gram), etil asetat (CPE) (123.200+3.262 uM
troloks/gram), kloroform (CPK) (43.633+£2.122 uM troloks/gram) ve hekzan (CPH)
(23.367+0.763 uM troloks/gram) ekstreleri takip etti (Sekil 23).
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Sekil 23. Cicerbita petiolata bitkisinin FRAP tayini sonuglari

4.1.3. Cu (II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini Sonugclar

Tez kapsaminda ¢alisilan tiirlerin bes farkli ¢oziiciiyle (hekzan, kloroform, etil
asetat, metanol ve su) hazirlanan ekstrelerinin CUPRAC tayini sonuglar1 standart olarak
kullanilan troloks icin ¢izilen absorbans-konsantrasyon grafiginden yararlanilarak
hesapland1 (Sekil 24). Bitki ekstrelerinin CUPRAC degerleri troloks standardi ile
karsilastirilarak TEAC (uM) seklinde verildi.
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Sekil 24. CUPRAC tayini i¢in kullanilan troloks standart grafigi
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4.1.3.1. Lactuca boissieri Bitkisinin CUPRAC Tayini Sonuclar:

L. boissieri (LB) bitkisinin ¢alisilan ¢oziiciiler arasinda en etkili bakir indirgeyici
giicii metanol (LBM) (730.029+0.640 uM troloks/gram) ekstresinde goriildii. Onu sirasiyla
su (LBS) (384.667+2.328 uM troloks/gram), etil asetat (LBE) (132.928+0.939 uM
troloks/gram), hekzan (LBH) (122.203+0.470 uM troloks/gram) ve kloroform (LBK)
(80.174+0.813 uM troloks/gram) ekstreleri takip etti (Sekil 25).

800 -
700 -
600 -
500 -
400 -

300 -
200 -
100 - i i
0 . . . -
LBM LBS LBE LBH

LBK

TEAC (uM)

Sekil 25. Lactuca boissieri bitkisinin CUPRAC tayini sonuglari

4.1.3.2. Lactuca bourgaei Bitkisinin CUPRAC Tayini Sonuglari

L. bourgaei (LBG) bitkisinin ¢aligilan ¢oziiciiler arasinda en etkili bakir indirgeyici
giici metanol (LBGM) (1145.681+1.693 uM troloks/gram) ekstresinde goriildii. Onu
sirastyla su (LBGS) (871.478+1.874 uM troloks/gram), etil asetat (LBGE) (175.971+1.080
uM troloks/gram), kloroform (LBGK) (105.536+1.748 uM troloks/gram) ve hekzan
(LBGH) (81.768+0.470 uM troloks/gram) ekstreleri takip etti (Sekil 26).
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Sekil 26. Lactuca bourgaei bitkisinin CUPRAC tayini sonuglari

4.1.3.3. Cicerbita petiolata Bitkisinin CUPRAC Tayini Sonuclar

C. petiolata (CP) bitkisinin ¢alisilan ¢oziiciiler arasinda en etkili bakir indirgeyici
giicii metanol (CPM) (520.464+1.547 uM troloks/gram) ekstresinde goriildii. Onu sirasiyla
su (CPS) (200.899+0.939 uM troloks/gram), etil asetat (CPE) (82.203+0.988 uM
troloks/gram), kloroform (CPK) (68.870+£3.465 uM troloks/gram) ve hekzan (CPH)
(62.203+2.328 uM troloks/gram) ekstreleri takip etti (Sekil 27).
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Sekil 27. Cicerbita petiolata bitkisinin CUPRAC tayini sonuglari
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4.1.4. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini Sonuclari

Tez kapsaminda calisilan tiirlerin bes farkli ¢oziicliyle (hekzan, kloroform, etil
asetat, metanol ve su) hazirlanan ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri artan numune
konsantrasyonlarina karsi 517 nm’de Olgiilen absorbanslar grafige gegirilerek kantitatif
olarak belirlendi. Standart olarak BHT kullanildi. Tayin sonucunda antioksidan aktivite,
ekstrelerinin tek tek SCs degerleri hesaplanarak, BHT nin sonucu ile karsilastirilarak ifade
edildi (Sekil 28). SCsy baslangigtaki DPPH' radikalinin konsantrasyonunu yariya indiren
numune konsantrasyonudur. SCsp degerinin diisiik olmasi aktivitenin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Sonuglar mg/mL olarak verildi. Standart olarak kullanilan BHT nin SCs
degeri 0.006+0.0004 mg/mL olarak bulundu.
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Sekil 28. BHT standart ¢alisma grafigi

4.1.4.1. Lactuca boissieri Bitkisinin DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Sonug¢lari

L. boissieri (LB) bitkisinin ¢alisilan ¢oziiciiler arasinda en yiiksek DPPH' radikali
temizleme aktivitesi metanol (LBM) (0.045+0.001 mg/mL) ekstresinde goriildii. Diger
ekstrelerin etkinlikleri ise sirasiyla su (LBS) (0.154+0.002 mg/mL), etil asetat (LBE)
(2.319+0.331 mg/mL), hekzan (LBH) (2.797+0.018 mg/mL) ve kloroform (LBK)
(12.055+0.961 mg/mL) olarak bulundu (Sekil 29). Bitki ekstrelerine ait absorbans-
konsantrasyon grafikleri sirasiyla Sekil 30°da verildi.
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Sekil 29. Lactuca boissieri bitkisinin DPPH' radikali giderme aktivitesi sonuglart
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Sekil 30. Lactuca boissieri ekstrelerine ait absorbans-konsantrasyon grafikleri
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4.1.4.2. Lactuca bourgaei Bitkisinin DPPH" Radikal Siipiiriicii Aktivite Sonuclar:

L. bourgaei (LBG) bitkisinin ¢alisilan ¢oziiciiler arasinda en yiiksek DPPH' radikali
temizleme aktivitesi metanol (LBGM) (0.027+0.002 mg/mL) ekstresinde goriildii. Diger
ekstrelerin etkinlikleri ise sirastyla su (LBGS) (0.030+0.001 mg/mL), etil asetat (LBGE)
(1.649+£0.190 mg/mL), kloroform (LBGK) (4.906+0.234 mg/mL) ve hekzan (LBGH)
(11.256+0.072 mg/mL) olarak bulundu (Sekil 31). Bitki ekstrelerine ait absorbans-

konsantrasyon grafikleri sirasiyla Sekil 32’de verildi.
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Sekil 31. Lactuca bourgaei bitkisinin DPPH' radikali giderme aktivitesi sonuglari
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Sekil 32. Lactuca bourgaei ekstrelerine ait absorbans-konsantrasyon grafikleri
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4.1.4.3. Cicerbita petiolata Bitkisinin DPPH' Radikal Siipiiriicii Aktivite Sonuclari

C. peitolata (CP) bitkisinin g¢alisilan ¢oziiciiler arasinda en yiiksek DPPH' radikali
temizleme aktivitesi metanol (CPM) (0.052+0.001 mg/mL) ekstresinde goriildii. Diger
ekstrelerin etkinlikleri ise sirasiyla su (CPS) (0.167+0.005 mg/mL), etil asetat (CPE)
(1.52840.036 mg/mL), kloroform (CPK) (1.821+0.123 mg/mL) ve hekzan (CPH)
(6.441£0.153 mg/mL) olarak bulundu (Sekil 33). Bitki ekstrelerine ait absorbans-

konsantrasyon grafikleri sirasiyla Sekil 34°de verildi.
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Sekil 33. Cicerbita peitolata bitkisinin DPPH' radikali giderme aktivitesi sonuglari
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Sekil 34. Cicerbita petiolata ekstrelerine ait absorbans-konsantrasyon grafikleri
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4.2. Antimikrobiyal Aktivite Calismalarina Ait Bulgular
4.2.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu Sonuclari

L. boissieri, L. bourgaei ve C. petiolata bitkilerinin ugucu yag ve farkli ¢oziiciilerle
hazirlanan (hekzan, kloroform, etil asetat, metanol ve su) ekstrelerinin antimikrobiyal
aktiviteleri 3 tip Gram (-) bakteri (E. coli, Y. pseudotuberculosis ve P. aeruginosa), 3 tip
Gram (+) bakteri (S. aureus, E. faecalis ve B. cereus), Gram almayan bakteri (M.
smegmatis) ve 2 farkli maya mantarlarina (C. albicans, S. cerevisiae) karsi uygun
besiyerleri kullanilarak agar kuyucuk metoduyla test edildi. Ekstrelerin inhibisyon zon
caplari cetvel ile Olgiilerek mm olarak belirlendi. Kontrol olarak ampisilin, flukonazol ve
streptomisin ilaglari  kullanildi. Sonuglar kontrol olarak kullanilan ilaglar ile

karsilastirilarak verildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Tiirlere ait ekstre ve ugucu yaglarin inhibisyon zon ¢aplari

Miktar Mikroorganizma ve inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)
Ekstreler
(ng/mL)
Ec Yp Pa Sa Ef Bc Ms Ca Sc
L. boissieri
Ucucu Yag 26500 - - - - - - 10 - -
Hekzan 22500 - - - 15 - - - - -
Kloroform 92800 6 - - - - - - 12 -
Etil Asetat 30800 - - 10 - - - 12 - -
Metanol 39700 - - 6 - - - 12 - -
Su 32900 - - - - - - - - -
L. bourgaei
Ugucu Yag 12000 - - - - - - 16 - -
Hekzan 43700 - - - 16 - - - - -
Kloroform 58700 6 - - - - - - 12 8
Etil Asetat 30700 - - 12 - - - 12 - -
Metanol 96900 - - 10 10 - - 14 12 7
Su 56800 - - - - - - - - -
C. petiolata
Ugucu Yag 24 200 - - - - - - 10 - -
Hekzan 46200 - - - 15 - - - -
Kloroform 39200 6 - - - - - - 20 8
Etil Asetat 63200 - - - - - - - - -
Metanol 69600 - - 12 8 - - 15 - -
Su 43700 - - - - - - - - -
Amp. 10 10 18 128 35 10 15
Strep 10 35
Flu 5 25 25

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 43288, Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC
29212, Bc: Bacillus cereus 702 Roma, Ms: Mycobacterium smegmatis ATCC607, Ca: Candida albicans
ATCC 60193, Sc: Saccharomyces cerevisiae RSKK 251, Amp: Ampisilin, Str: Streptomisin, Flu:
Flukonazol, (-): aktivite yok

4.2.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon Testi Sonu¢lari

Mikroorganizmanin bilylimesini durdurmak veya engellemek i¢in gerekli olan en
diisiik antibiyotik konsantrasyonunu olan MIK degeri (ug/mL) agar kuyucuk difiizyon
deneyi sonucunda aktif olan mikroorganizmalar tizerinde kontrol olarak kullanilan ilaglar

ile karsilastirilarak Tablo 8’de verildi.
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Tablo 8. Tiirlere ait ekstre ve ucucu yaglarm MIK degerleri

Mikroorganizma ve minimum inhibisyon konsantrasyon degeri (MiK, pg/mL)

Ekstreler Miktar
(ng/mL) Ec Yp Pa Sa Ef Bc Ms Ca Sc

L. boissieri

Ugucu Yag 26500 - - - - - - 331,25 - -

Hekzan 22500 - - - 2812 - - - - -

Kloroform 92800 46400 - - - - - - 11600 -

Etil Asetat 30800 - - 7700 - - - 3850 - -

Metanol 39700 - - 19850 - - - 4962 - -

Su 32900 - - - - - - - - -

L. bourgaei

Ugucu Yag 12000 - - - - - - 75 - -
Hekzan 43700 - - - 5462 - - - - -
Kloroform 58700 29350 - - - - - - 7337 14675
Etil Asetat 30700 - - 3830 - - - 3830 - -
Metanol 96900 - - 12112 12112 - - 3028 6056 48450
Su 56800 - - - - - - - - -

C. petiolata

Ucgucu Yag 47180 - - - - - - 302,5 - -
Hekzan 46200 - - - 5775 - - - - -
Kloroform 39200 19600 - - - - - - 2450 9800

Etil Asetat 63200 - - - - - - - - -
Metanol 69600 - - 8700 17400 - - 4350 - -
Su 43700 - - - - - - - - -

Amp. 10 10 32 >128 2 2 2

Strep 10 <1

Flu 5 <8 <8

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 43288, Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC
29212, Bc: Bacillus cereus 702 Roma, Ms: Mycobacterium smegmatis ATCC607, Ca: Candida albicans
ATCC 60193, Sc: Saccharomyces cerevisiae RSKK 251, Amp: Ampisilin, Str: Streptomisin, Flu:
Flukonazol, (-): aktivite yok

L. boissieri bitkisinden farkli c¢oziiciilerde hazirlanan ekstrelerden en etkili
antimikrobiyal aktiviteyi hekzan ekstresi (2812 pg/mL) Gram (+) S. aureus bakterisine
kars1 gosterirken, en az aktiviteyi Gram (-) E. coli bakterisine kars1 kloroform ekstresi
(46400 pg/mL) gosterdi. Bitkinin su ekstresinde aktivite gozlemlenemedi. L. boissieri

bitkisi genel olarak bakterilere mantarlardan daha iyi bir aktivite sergiledigi goriildii.
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L. bourgaei bitkisinin en etkili antimikrobiyal aktiviteyi metanol ekstresi (3028
ug/mL) M. smegmatis bakterisine gosterirken, en az aktiviteyi S. cerevisiae mantarina
kars1 yine metanol ekstresi (48450 pg/mL) gosterdi. Su ekstresinde aktivite

gbozlemlenemedi.

C. petiolata bitkisinde en etkili antimikrobiyal aktivite C. albicans mantarina karsi
kloroform ekstresinde (2450 pg/mL) goriilirken, en az aktiviteyi Gram (-) E. coli
bakterisine karsi kloroform ekstresi (19600 ug/mL) gosterdi. Bitkinin su ve etil asetat

ekstresi herhangi bir antimikrobiyal etkinlik gostermedi.

L. boissieri, L. bourgaei ve C. petiolata bitkilerinin ugucu yaglari antimikrobiyal
aktiviteyi sadece M. smegmatis bakterisine kars1 gosterdi ve MIiK degerleri sirasiyla 331.25

pg/mL, 75 pg/mL ve 302.5 ng/mL olarak bulundu.
4.3. Enzim Inhibisyonu Calismalarina Ait Bulgular

Tez kapsaminda calisilan  tiirlerden elde edilen ekstrelerinin  farkh
konsantrasyonlardaki (50, 100, 200 pg/mL) ¢6zeltilerinin asetilkolinesteraz, tirozinaz ve a-
glukozidaz enzimleri {izerindeki inhibisyon etkileri arastirildi. Deney sonucunda %
inhibisyon degerleri belirlendi. %50 ve {izerinde inhibisyon goriilmesi durumunda
konsantrasyona karsi % inhibisyon grafikleri ¢izildi. Grafikteki egrilerinin denkleminden
ICs0 degerleri hesaplandi. 1Csp degeri baslangictaki enzim konsantrasyonunu yiizde elli

inhibisyona ugratan numune konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir.
4.3.1. Asetilkolinesteraz Enzim Inhibisyonu Tayini Sonuclari

L. boissieri, L. bourgaei ve C. petiolata tiirlerinin asetilkolinesteraz enzimi
tizerindeki inhibisyon etkileri tez kapsaminda ¢alisildi. Deney sonucunda % inhibisyon
degerleri belirlendi. Standart olarak galatamin kullanildi. Galatamin i¢in asetilkolinesteraz
enzim inhibisyon standart grafigi Sekil 35’de verildi ve 1Csy degeri 1.76+0.03 pg/mL

olarak hesaplandi.
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Sekil 35. Galatamin icin asetilkolinesteraz enzim inhibisyon standart grafigi

Bitki ekstrelerinin galisilan konsantrasyon (50, 100, 200 pg/mL) araliklarinda
asetilkolinesteraz enzimini inhibe etme yiizdeleri incelendiginde, her {i¢ bitkinin de en
yiiksek konsantrasyon olan 200 pg/mL’de en fazla % inhibisyon gerceklestirdigi goriildii.
L. boissieri bitkisinin ¢alisilan ekstreler iginde sadece etil asetat ekstresinin 200 pg/mL’lik
(%10.05+£1.81) konsantrasyonda inhibisyon gergeklestirildigi goriildii. L. bourgaei
bitkisinin etil asetat ekstresinin 100 pg/mL’lik (%3.09+2.16) ve 200 pg/mL’lik
(9%19.64+0.68) konsantrasyonlar1 inhibisyon gergeklestirirken su ekstresi ise her {ii¢
konsantrasyonda da (sirasiyla %4.50+0.70, %4.97+£1.43 ve %5.68+1.26) inhibisyon
gerceklestirdi. Diger ekstrelerde ise inhibisyon gozlemlenmedi. C. petiolata bitkisinin
sadece su ekstresinin 100 pg/mL’lik (%2.55+2.01) ve 200 pug/mL’lik (%4.77+3.00)
konsantrasyonlar1 inhibisyon gosterdi. Bitki ekstrelerinin ¢aligilan konsantrasyonlari
asetilkolinesteraz enzimini %50 oraninda inhibe etmedigi i¢in higbir bitki 6rneginin 1Cs

degeri hesaplanamada.
4.3.2. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu Tayini Sonuclar

L. boissieri, L. bourgaei ve C. petiolata tiirlerinin tirozinaz enzimi {izerindeki
inhibisyon etkileri tez kapsaminda c¢alisildi. Deney sonucunda % inhibisyon degerleri
belirlendi. Standart olarak kojik asit kullanildi. Sonuglar kojik asit standartinin sonucu ile
karsilastirilarak pg/mL olarak verildi. Kojik asit i¢in tirozinaz enzim inhibisyon standart

grafigi Sekil 36°da verildi ve ICsq degeri 1.32+0.06 ug/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 36. Kojik asit i¢in tirozinaz enzim inhibisyon standart grafigi

Bitki ekstrelerinin ¢alisilan konsantrasyon (50, 100, 200 pg/mL) araliklarinda
tirozinaz enzimini inhibe etme yiizdeleri incelendiginde, her ii¢ bitkinin de en yiiksek
konsantrasyon olan 200 pg/mL’de en fazla % inhibisyon gergeklestirdigi goriildii. Ayrica
her tiire ait yiizde inhibisyon verilerinden yararlanilarak konsantrasyona kars1 % inhibisyon
grafikleri ¢izildi. Grafikteki egrilerinin denkleminden ICsy degerleri hesaplanarak sonuglar

ug/mL olarak verildi.

L. boissieri bitkisinin tirozinaz enzimine karsi en etkili inhibisyonu metanol (ICsp:

34.46+3.45 pg/mL) ekstresi gosterdi (Sekil 37). Onu etil asetat (ICsq: 39.25+0.23 pg/mL)

ekstresi izlerken, diger ekstrelerde ise inhibisyon gézlemlenemedi (Sekil 38).
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Sekil 37. Lactuca boissieri metanol ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

100
y = 0,152x + 48,565

80 R2 =0,8969

Q\c /
<~ [ ]

E 60

% [ ]

= 40

=
o=

~ 20

<

=

S

= 0 50 100 150 200

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 38. Lactuca boissieri etil asetat ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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L. bourgaei bitkisinin tirozinaz enzimine karsi en etkili inhibisyonu metanol (1Cso:
32.13+2.76 png/mL) ekstresi gosterdi (Sekil 39). Onu etil asetat (ICsq: 37.714+3.58 pg/mL)

ekstresi izlerken, diger ekstrelerde ise inhibisyon gézlemlenemedi (Sekil 40).
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Sekil 39. Lactuca bourgaei metanol ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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Sekil 40. Lactuca bourgaei etil asetat ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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C. petiolata bitkisinin tirozinaz enzimine karsi en etkili inhibisyonu etil asetat
(ICs0: 38.47£2.02 pg/mL) ekstresi gosterdi (Sekil 41). Onu metanol (ICsp: 45.15+2.78

ug/mL) ekstresi izlerken, diger ekstrelerde ise inhibisyon gézlemlenemedi (Sekil 42).
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Sekil 41. Cicerbita petiolata etil asetat ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi

80 y = 0,1523x + 45,525
R>=0,9901
$ 60
=]
=
=. 40
2
-
= 20
s
£
S0
= 0 50 100 150 200
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 42. Cicerbita petiolata metanol ekstresinin tirozinaz enzim inhibisyonu grafigi
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4.3.3. u-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu Tayini Sonu¢lar

L. boissieri, L. bourgaei ve C. petiolata tiirlerinin a-glukozidaz enzimi {izerindeki
inhibisyon etkileri tez kapsaminda calisildi. Deney sonucunda % inhibisyon degerleri
belirlendi. Standart olarak akarboz kullanildi. Akarboz i¢in a-glukozidaz enzim inhibisyon

standart grafigi Sekil 43°de verildi ve 1Cso degeri 4.61+2.74 ng/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 43. Akarboz i¢in a-glukozidaz enzim inhibisyon standart grafigi

Bitki ekstrelerinin ¢alisilan konsantrasyon (50, 100, 200 pg/mL) araliklarinda o-
glukozidaz enzimini inhibe etme yiizdeleri incelendiginde, en yiiksek konsantrasyon olan
200 ug/mL’de en fazla % inhibisyon gergeklestirdigi goriildii. L. boissieri bitkisinin su
ekstresinin = 100 pg/mL’lik  (%5.27£3.05) ve 200 pg/mL’lik (%12.13£2.78)
konsantrasyonlarinin inhibisyon gerceklestirildigi gortildii. Diger ekstrelerde ise herhangi
bir inhibisyon goézlemlenmedi. L. bourgaei bitkisinin su ekstrelerinin 50 pg/mL’lik
(%6.25+4.56), 100 pg/mL’lik (%11.47+1.32) ve 200 pg/mL’lik (%14.85+3.85)
konsantrasyonlar1 inhibisyon ger¢eklestirdi. Diger ekstrelerde ise herhangi bir inhibisyon
gozlemlenmedi. C. petiolata bitkisinin ¢alisilan hicbir ekstresinde inhibisyon goriilmedi.
Bitki ekstrelerinin ¢aligilan konsantrasyonlari a-glukozidaz enzimini %50 oraninda inhibe

etmedigi i¢in higbir bitki 6rneginin 1Csy degeri hesaplanamadi.
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4.4. MTT Testi ile Sitotoksisite Tayinine Ait Bulgular

Tez kapsaminda calisilan tiirlerden elde edilen metanol ekstrelerinin saglikli L929
fare fibroblast hiicre hatti tizerinde gosterdigi sitotoksik etkileri MTT testi kullanilarak
degerlendirildi. Negatif kontrol grubu olarak hiicrelere sadece % 0.5 metanol iceren
DMEM c¢ozeltisi verildi. Pozitif kontrol grubu olarak 0.3 mM Sodyum dodesil siilfat (SDS)
kulanildi. Bitki 6rneklerinin ¢alisilan her konsantrasyonu igin olgiilen absorbans degeri ile
negatif kontrol grubunun absorbans degerine orani alinarak, bu oran 100 ile carpildu.
Boylece her bir bitki 6rneginin ¢alisilan konsantrasyonlari i¢in hiicre canliligi yiizdesi
hesaplandi. Calismalar dublike yiiriitiildii. Deney sonucunda elde edilen sonuglar her bitki

Ornegi i¢in ortalama % canlilik degeri + standart sapma seklinde verildi.
4.4.1. Lactuca boissieri Bitkisinin MTT Test Sonugclari

L. boissieri bitkisinin metanol ekstresinin 0.5, 5, 50 ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarindaki hiicre canliligi test sonuglari Sodyum dodesil siilfat ile
karsilagtirilarak Sekil 44’de verildi. MTT deney sonuglarina goére, L. boissieri metanol
ekstratinin 50 pg/mL’lik (%87.60+4.1) ve 500 pg/mL’lik (%66.74+3.1) konsantrasyonlari
hiicre canliligimni kontrol grubuna gore anlamli olarak azalttigi gorildii (p<0.05 Tukey

testi).

% Canhhk

EEE

5 50 500 PK
Konsantrasyon (pg/mil)

Sekil 44. Lactuca boissieri bitkisinin metanol ekstresinin MTT sonuglar1 (NK: negatif
kontrol, PK: pozitif kontrol)
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4.4.2. Lactuca bourgaei Bitkisinin MTT Test Sonuglari

L. bourgaei bitkisinin metanol ekstresinin 0.5, 5, 50 ve 500 upg/mL
konsantrasyonlarindaki hiicre canliligi test sonuglari Sodyum dodesil siilfat ile
karsilastirilarak Sekil 45°de verildi. MTT deney sonuglarina gore, L. bourgaei metanol
ekstratinin 0.5 pg/mL’lik (%85.7244.4), 5 pg/mL’lik (%81.34+4.3), 50 pg/mL’lik
(%62.63+2.2) ve 500 pg/mL’lik (%57.884+2.3) konsantrasyonlari hiicre canliligini kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalttig1 goriildii (p<0.05 Tukey testi).

wEE P

]

% Canhlik

&k

NK 05 5 50 500 PK
Konsantrasyon (pg/mi)

Sekil 45. Lactuca bourgaei bitkisinin metanol ekstresinin MTT sonuglar1 (NK: negatif
kontrol, PK: pozitif kontrol)

4.4.3. Cicerbita petiolata Bitkisinin MTT test Sonuclar:

C. petiolata bitkisinin metanol ekstresinin 0.5, 5, 50 ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarindaki hiicre canliligi test sonuglart Sodyum dodesil siilfat ile
karsilagtirilarak Sekil 46’da verildi. MTT deney sonuglarina gore C. petiolata bitkisinin
metanol ekstratinin sadece 500 pg/mL’lik (%64.13 + 0.9) konsantrasyonu hiicre canliligini

kontrol grubuna gore anlamli olarak azalttig1 goriildii (p<0.05 Tukey testi).
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Sekil 46. Cicerbita petiolata bitkisinin metanol ekstresinin MTT sonuglar1 (NK: negatif
kontrol, PK: pozitif kontrol)

4.5. Tiirlerin Ucucu Yaglarinin GC-MS Analiz Sonuclari

Her bir bitkinin ugucu yag bilesenleri Shimadzu QP 2010 Plus GC/MS cihazinda
analiz edildi. Her numunedeki ugucu bilesenin alikonma indekslerini (RI) belirlemek i¢in,
n-alkanlar standart olarak kullanildi. Ugucu bilesenlerin kromatografik piklerine ait
spektrumlar cihazin kiitiiphanesi (NIST ve Wiley) ve literatiirdeki kaynaklarla

karsilastirilarak tanimlandi.
4.5.1. Lactuca boissieri Bitkisinin U¢ucu Yag Analiz Sonuclar:

L. boissieri bitkisinden Clevenger destilasyonu ile elde edilen ugucu yagin Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi ile analizi sonucunda aydinlatilabilen ugucu bilesikler

Tablo 9°da ve teshis edilen bilesiklerin yap1 formiilleri Sekil 47°de verildi.
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Tablo 9. Lactuca boissieri bitkisinin ugucu yag bilesenleri

Bilesik Sinifi Bilesik RI* RI RT (%)?
Aldehit Pentanal 698 697 8.237 33.01
Aldehit Oktanal 1001 1009 21251  7.05
Monoterpenoid Endo-borneol 1146 1148 24729  0.76
Aldehit Dekanal 1206 1206  26.362 1.27
Aldehit (E,E)-2,4-Nonadienal 1212 1216 26.852  0.43
Aldehit (E)-2-Dekenal 1264 1264  29.160  0.95
Diger Isobornil asetat 1292 1293  30.616 1.44
Diger Dihidroedulan | 1300 1305 31.188  3.59
Aldehit Undekanal 1308 1308 31.341  0.27
Aldehit (E,E)-2,4-Dekadienal 1318 1319 31.859 1.34
Aldehit 2(E)-Undekanal 1364 1366 34.056  0.83
Seskiterpen S-Elemen 1391 1381 34741  0.38
Diger (E)-p-Damasenon 1380 1381  35.423 6.70
Seskiterpen Karyofilen 1428 1436  37.257  0.26
Keton (E)-Geranil aseton 1455 1456 38.143 0.51
Alkol Dodekanol 1476 1475  38.977 0.49
Aldehit Tridekanal 1510 1513 40.636  0.75
Seskiterpenoid Humulene epoksit 11 1608 1604 44512  0.46
Aldehit Tetradekanal 1614 1615  44.927 0.66
Alkol Tetradekanol 1673 1677  47.456 1.34
Diger 1,2-epoksihekzadekan 1708 1717  49.003 3.84
Keton Fiton 1838 1448 53923  20.96
Alkol Hekzadekanol 1883 1882  55.157 1.55
Keton (E,E)-Farnesil aseton 1921 1926  56.713 1.40
Yag asiti Hekzadekanoik asit 1964 1966  58.104  9.67

(%)?: Bilesigin alani, RT*: Referans degeri, RT: Alikonma zamani
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Sekil 47. Lactuca boissieri bitkisinin u¢ucu bilesenlerinin formiilleri
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Elde edilen ugucu yagda, aydinlatilan 25 adet ugucu bilesen iginde aldehit (10 adet)
sinifi bilesiklerin %46.56 oranla ana bilesikler oldugu tespit edildi (Tablo 10). Aydinlatilan
diger ucucu bilesenler, monoterpenoid, seskiterpen, seskiterpenoid, keton, alkol, yag asiti
ve diger olarak smiflandirildi. Ayrica ugucu yagda pentanal (%33.01), fiton (%20.96) ve

oktanal (%7.05) bilesiklerine digerlerine gore daha fazla oranda rastlandi.

Tablo 10. Lactuca boissieri bitkisinin ugucu bilesenlerindeki bilesik siniflar1 ve miktarlar

L. boissieri

Bilesik Simifi

(%)? BS®
Monoterpenoid 0.76 1
Seskiterpen 0.64 2
Seskiterpenoid 0.46 1
Aldehit 46.56 10
Keton 22.87 3
Alkol 3.38 3
Yag asiti 9.67 1
Diger 15.57 4
Total 99.91 25

(%)*: Bilesigin alan1, BS®: Bilesik sayis

L. boissieri bitkisinin analizi sonucunda elde edilen 4 adet terpenik bilesen ise
Tablo 11°de verilmistir. Terpenik bilesenler i¢inde sayr olarak monoterpenoid,
seskiterpenoid siniflarinda bir adet ve seskiterpen sinifinda iki adet bilesik bulundu. Miktar
olarak bakildiginda ise monoterpen smifi bilesik endo-borneol (%0.76) major bilesik

olarak bulundu.
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Tablo 11. Lactuca boissieri bitkisinin terpenik ugucu yag bilesenleri

Bilesik Sinifi Bilesik RI* RI RT (%)?
Monoterpenoid Endo-borneol 1146 1148 24.729 0.76
p-elemen 1391 1381 34.74  0.38
Seskiterpen
Karyofilen 1428 1436 37.26 0.26
Seskiterpenoid Humulene eposit 11 1608 1604 44512 0.46
Toplam 2.16

(%)?*: Bilesigin alan1, RT*: Referans degeri, RT: Alikonma zamani

4.5.2. Lactuca bourgaei Bitkisinin Ugucu Yag Analiz Sonuclari

L. bourgaei bitkisinden Clevenger destilasyonu ile elde edilen ugucu yagin Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi ile analizi sonucunda aydinlatilabilen ugucu bilesikler

Tablo 12°de ve teshis edilen bilesiklerin yap1 formiilleri Sekil 48’de verildi.
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Tablo 12. Lactuca bourgaei bitkisinin ugucu yag bilesenleri

Bilesik Sinifi Bilesik RI* RI RT (%)?
Aldehit Pentanal 706 696 8.19 20.81
Diger 2-Butil furan 885 892 15.69 9.18
Monoterpen a-Terpinen 1017 1024 19.14 0.72
Keton (E,E)-3,5-Oktadien-2-on 1081 1088 20.71 1.75
Aldehit 2(Z)-Nonenal 1149 1142 24.57 1.33
Monoterpenoid Neomentol 1166 1157 24.93 0.88
Monoterpenoid Terpinen-4-ol 1170 1168 25.25 1.76
Aldehit Dekanal 1206 1207 26.37 2.88
Aldehit (E,E)-2,4-Nonadienal 1215 1216 26.84 2.69
Aldehit B-Siklositral 1224 1228 27.44 3.59
Monoterpenoid Geraniol 1254 1256 28.79 0.96
Monoterpenoid S -Homosiklositral 1261 1260 29.11 0.62
Aldehit (E)-2-Dekenal 1265 1264 29.16 0.53
Aldehit (E,E)-2,4-Dekadienal 1318 1320 31.87 7.02
Diger (E)-p-Damasenon 1390 1393 35.33 1.87
Aldehit Dodekanal 1412 1411 36.12 0.58
Diger (E)-a-lonon 1422 1420 36.55 1.09
Diger Dihidro-B-lonon 1424 1423 36.67 5.21
Keton (2)-Geranil aseton 1454 1456 38.16 2.47
Diger (E)- S-lonon 1498 1496 39.94 10.14
Aldehit Tridekanal 1510 1513 40.65 1.02
Aldehit Tetradekanal 1614 1615 44.94 0.84
Keton 2-Pentadekanon 1698 1701 48.37 1.05
Keton Fiton 1847 1849 53.97 13.50
Alkan Nonadekan 1900 1900 55.82 1.23
Yag asiti Hekzadekanoik asit 1977 1972 58.33 3.70
Alkan Tkozan 2000 2000 59.29 0.94

(%)?: Bilesigin alani, RI*: Referans degeri, RT: Alikonma zamani
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Sekil 48. Lactuca bourgaei bitkisinin ug¢ucu bilesenlerinin formiilleri
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Elde edilen ugucu yagda, aydinlatilan 27 adet ugucu bilesen iginde aldehit (10 adet)
sinifi bilesiklerin %41.29 oranla ana bilesikler oldugu tespit edildi (Tablo 13). Aydinlatilan
diger ugucu bilesenler, monoterpen, monoterpenoid, keton, yag asiti ve diger olarak
smiflandirildi. Ayrica bitkinin ugucu yaginda en fazla pentanal (%20.81), fiton (%13.50)
ve (E)- p-ionon (%10.14) bilesiklerine rastlandi.

Tablo 13. Lactuca bourgaei bitkisinin ugucu bilesenlerindeki bilesik siniflar1 ve miktarlari

Lactuca bourgaei

Bilesik Sinifi

(%)? BS®
Monoterpen 0.72 1
Monoterpenoid 4.22 4
Alkan 2.17 2
Aldehit 41.29 10
Keton 18.77 4
Yag asiti 3.70 1
Diger 27.49 5
Total 98.36 27

(%)?*: Bilesigin alanu, BS": Bilesik sayist

L. bourgaei bitkisinin analizi sonucunda elde edilen 5 adet terpenik bilesen ise
Tablo 14°de verildi. Terpenik bilesenler i¢inde say1 olarak monoterpenoid bilesenler daha
fazla goriildii. Miktar olarak bakildiginda ise monoterpenoid sinifi bilesiklerden geraniol
bilesigi (%0.96) yiiksek miktarda bulundu.
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Tablo 14. Lactuca bourgaei bitkisinin terpenik ugucu yag bilesenleri

Bilesik Sinifi Bilesik RI* RI RT (%)?
Monoterpen a-Terpinen 1077 1024 19.14 0.72
Neomentol 1166 1157 24.93 0.88
Terpinen-4-ol 1170 1168 25.25 1.76
Monoterpenoid Geraniol 1254 1256 28.79 0.96
S-Homosiklositral 1261 1260 29.11 0.62
Toplam 4.94

(%)?*: Bilesigin alan1, RI* : Referans degeri, RT: Alikonma zamani

4.5.3. Cicerbita petiolata Bitkisinin Ucucu Yag Analiz Sonugclar:
Cicerbita petiolata bitkisinden Clevenger destilasyonu ile elde edilen ugucu yagin
Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi ile analizi sonucunda aydinlatilabilen ugucu

bilesikleri Tablo 15°de ve teshis edilen bilesiklerin yap1 formiilleri Sekil 49°da verildi.
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Tablo 15. Cicerbita petiolata bitkisinin ugucu yag bilesenleri

Bilesik Sinifi Bilesik RI* RI RT (%)?
Aldehit 3-metil biitanal 657 656 8.19 20.78
Alkol Pentanol 768 769 10.34 5.75
Aldehit Hekzanal 800 797 11.54 3.21
Alken 2,4-Dimetil-hepten 842 836 13.22 20.03
Diger 2-butil furan 885 893 15.75 15.66
Aldehit Nonanal 1102 1109 21.27 2.88
Aldehit Dekanal 1206 1206  26.36 0.66
Aldehit (E,E)-2,4-Nonadienal 1215 1216 26.83 0.32
Aldehit Okso-pg-siklositral 1226 1228  27.43 0.45
Aldehit (E)-2-Dekenal 1265 1264  29.16 0.50
Yag asiti Nonanoik asit 1270 1266  29.27 0.20
Aldehit (E,E)-2,4-Dekadienal 1318 1319 31.86 2.12
Seskiterpen 7-epi -Silfiperfol-5-ene 1348 1358  33.65 0.32
Diger Eugenol 1359 1363  33.93 0.27
Seskiterpen Silfiperfol-6-ene 1379 1374  34.42 0.34
Seskiterpen (-)-Z-p-Elemen 1403 1403  35.76 0.34
Diger Metil Eugenol 1410 1407 35.94 0.25
Diger Dihidro-g-lonon 1424 1423  36.66 0.48
Keton (E)-Geranil aseton 1455 1456  38.15 0.75
Alkol Dodekanol 1478 1475  38.98 0.36
Diger (E)-B-lonon 1498 1496  39.92 2.37
Seskiterpen a-Bulnesen 1505 1504  40.27 0.27
Aldehit Tridekanal 1513 1513 40.64 0.51
Yag asiti Dodekanoik asit 1565 1563  42.77 0.33
Seskiterpenoid ~ Humulene epoksit 11 1605 1604  44.52 1.67
Aldehit Tetradekanal 1614 1615 44.94 0.35
Seskiterpen Aromadendren 1640 1641  45.98 1.59
Seskiterpenoid  epi-a-Bisabolol 1668 1672 47.21 1.03
Seskiterpenoid Intermedeol 1666 1676  47.41 0.44
Alkol Tetradekanol 1676 1678  47.48 0.19
Seskiterpenoid  a-Bisabolol 1695 1696 48.21 0.23
Alkol Pentadekanol 1789 1780 51.41 0.96
Seskiterpenoid  14-Hidroksi-5-kadinen 1804 1808 52.45 0.26
Keton Fiton 1838 1848 53.95 10.21
Alkol Hekzadekanol 1882 1882  55.16 0.40
Keton (E,E)-Farnesil aseton 1921 1926  56.72 1.06
Diger Isofitol 1950 1949  57.59 0.44
Yag asiti Hekzadekanoik asit 1984 1985 58.75 2.01

(%)% Bilesigin alam, RI*: Referans degeri, RT: Alikonma zamani
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Sekil 49. Cicerbita petiolata bitkisinin ugucu bilesenlerinin formiilleri
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Hekzadekanoik asit

Sekil 49. (Devam)

Elde edilen ugucu yagda, aydinlatilan 38 adet ugucu bilesen i¢inde aldehit (10 adet)
siif1 bilesiklerin %31.78 oranla ana bilesikler oldugu tespit edildi (Tablo 16). Aydinlatilan
diger ugucu bilesenler seskiterpen, seskiterpenoid, alkol, alken, keton, yag asiti ve diger
olarak siniflandirildi. Ayrica bitkinin ugucu yaginda en fazla 3-metil biitanal (%20.78), 2,4
dimetil-hepten (%20.03) ve 2-butil furan (%15.66) bilesiklerine rastlandi.
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Tablo 16. Cicerbita petiolata bitkisinin ugucu bilesenlerindeki bilesik smiflar1 ve

miktarlari
Bilesik Sinifi C. petiolata
(%)? BS®
Seskiterpen 2.86 5
Seskiterpenoid 3.63 5
Aldehit 31.78 10
Alkol 7.66 5
Alken 20.03 1
Keton 12.02 3
Yag asiti 2.54 3
Diger 19.47 6
Total 99.99 38

(%)?*: Bilesigin alanu, BS": Bilesik say1st

C. petiolata bitkisinin analizi sonucunda elde edilen 10 adet terpenik bilesen ise
Tablo 17°de verildi. Terpenik bilesenler i¢inde say1 olarak seskiterpen ve seskiterpenoid
bilesenler esit sayida goriildii. Miktar olarak bakildiginda ise seskiterpen sinifi bilesik olan
aromadendren (%1.59) ve seskiterpenoid tiirii bilesik olan humulene epoksit 1l (%1.67)

major bilesikler olarak bulundu.
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Tablo 17. Cicerbita petiolata bitkisinin terpenik ucucu yag bilesenleri

Bilesik Sinifi Bilesik RI* RI RT (%)?

7-epi -Silfiperfol-5-ene 1348 1358 33.65 0.32

Silfiperfol-6-ene 1379 1374 34.42 0.34
Seskiterpen (-)-Z- p-Elemen 1403 1403 3576  0.34
a-Bulnesen 1505 1504 40.27 0.27
Aromadendren 1640 1641 45.98 1.59
Toplam 2.86
Humulene epoksit 11 1605 1604 44.52 1.67
epi-a-Bisabolol 1668 1672 47.21 1.03
Seskiterpenoid Intermedeol 1666 1676 47.41 0.44
a-Bisabolol 1695 1696 48.21 0.23
14-Hidroksi-o-kadinen 1804 1808 52.45 0.26
Toplam 3.63

(%)*: Bilesigin alani, RI*: Referans degeri, RT: Alikonma zamani

4.6. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-DAD Metodunun Degerlendirilmesi

HPLC-DAD yontemiyle tez kapsaminda g¢alisilan her bitkinin metanol ekstresinin
fenolik igerigi, standart olarak kullanilan 26 farkli fenolik bilesigin UV spektrumlar1 ve
alikonma zamanlari ile karsilastirarak belirlendi. 0.625-25 mg/L derisimindeki standart
cozeltisi ile ¢izilen kalibrasyon egrisi kullanilarak her bitki tiiriiniin igerdigi fenolik
bilesiklerin miktarlar1 (mg/g ekstrakt) tayin edildi. Standartlarla uyusmayan bilesiklerin
analizi, spektroskopik olarak en yakin benzerlik gdsteren standarda gore belirlendi. Daha
sonra bu standardin kalibrasyon verilerinden yararlanilarak bilesiklerin kantitatif analizi
yapild1 ve tiirevi olarak adlandirildi. Belirlenen alikonma zamani ve pik alanlarinin yiizde
bagil standart sapmalar1 tekrarlanabilirlik, standartlarin derisimine karst okunan
absorbanslarin dogrusalligi ise R? olarak ifade edildi. Analiz sonucunda, dlgiilen maddenin
varliginm1 belirlemek i¢in gerekli olan en kiiclik miktar olan tespit sinir1t LOD (< 0.10) ve
giivenli kantitatif tayin yapmak igin gerekli en kiigiik miktar olan tayin sinirt LOQ (<0.26)

degerleri bitki ekstraktlarinin fenolik bilesiklerini belirlemek igin yeterince kiigiik oldugu

149



goriildii. Alikonma zamani ve pik alanlarinin tekrarlanabilirligi kabul edilebilir degerler

arasinda bulundu.

Optimize edilen HPLC-DAD yo6ntemi kullanilarak luteon ve kuersetin olmak tizere
iki gruba ayrilan 26 farkli standart fenolik bilesigin ayrimi C30 (150 mmx3 mm idx3 um
pd) kolunu kullanilarak yapildi. Standartlarin 254, 280, 315 ve 370 nm’de elde edilen
kromatogramlar1 Sekil 50 ve Sekil 51°de gosterildi. Fenolik standart bilesiklerin
kalibrasyon egrilerinin, ¢alisilan konsantrasyon araliginda (0.625-25 mg/L) dogrusal
oldugu gorildi (R%>0,999). Standartlara ait validasyon ve kalibrasyon degerleri Tablo 18
ve Tablo 19°da verildi.
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Sekil 51. Kuersetin grubu fenolik standartlarinin HPLC-DAD kromatogrami
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Tablo 18. Luteolin grubu fenolik standartlarin kalibrasyon ve validasyon parametreleri

Sira RT  Bilesikler Egim Kesim R %BSS %BSS LOD LOQ
Noktasi (RT) (alan)  (mg/L) (mg/L)
2 10.42 Protokatekuik Asit 2.84 -1.04 1.00 0.60 3.03 0.02 0.06
4 18.48 Gentisik Asit 0.73 0.01 1.00 0.38 3.57 0.14 0.38
6 2251 Vanilik Asit 255 -0.95 1.00 0.06 3.70 0.01 0.04
7 23.66 Kafeik Asit 296 1.05 1.00 0.13 0.19 0.01 0.02
9 25.12 Vanilin 427 -1.97 1.00 0.16 2.79 0.04 0.11
14 33.12 Luteolin-7-glikozit 1.88 -0.92 1.00 0.50 0.94 0.03 0.08
16  34.87 Hesperidin 0.86 0.16 1.00 0.45 1.97 0.10 0.28
18 36.16 Rosmarinik Asit 151 -0.43 1.00 0.45 2.14 0.07 0.19
19 37.91 Fisetin 331 -1.45 1.00 0.42 2.71 0.08 0.23
21 4252 Luteolin 241 -0.09 1.00 0.33 0.49 0.02 0.05
23 43.94 Naringenin 1.68 0.69 1.00 0.34 1.17 0.06 0.15
24  45.60 Hesperetin 171 0.74 1.00 0.35 1.37 0.07 0.18
26  47.87 Kaemferol 218 0.55 1.00 0.29 2.15 0.10 0.26

Tablo 19. Kuersetin grubu fenolik standartlarin kalibrasyon ve validasyon parametreleri

Sira RT  Bilesikler Egim Kesim R® %BSS %BSS LOD LOQ
Noktasi (RT) (alan)  (mg/L) (mg/L)
1 570  Gallik Asit 237  -1.33 1.00 0.20 1.44 0.02 0.04
3 18.40 p-OH Benzoik Asit 539 0.19 1.00 0.21 0.54 0.02 0.07
5 22.29 Klorojenik Asit 1.76 -0.11 1.00 0.22 1.25 0.05 0.14
8 24.02  Sirinjik Asit 198  -0.06 1.00 0.24 0.88 0.04 0.10
10 25.48 Epikatesin 0.38 0.04 1.00 0.25 1.23 0.05 0.13
11 28.07 p-Kumarik Asit 473  0.06 1.00 0.20 0.17 0.01 0.02
12 30.39 Kikorik Asit 412  -0.76 1.00 0.44 0.31 0.01 0.03
13 32.77 Rutin 1.28  -0.04 1.00 0.28 0.96 0.04 0.11
15 34.34  Naringin 1.07 -0.11 1.00 0.27 2.10 0.06 0.16
17 35.78  Apigenin-7-glukozit  0.79 -0.07 1.00 0.24 1.92 0.08 0.21
20 40.06  Eriodiktyol 1.86 0.07 1.00 0.19 1.89 0.07 0.20
22 42.86  Kuersetin 255  -0.64 1.00 0.15 1.75 0.06 0.18
25 46.89  Apigenin 159  -0.04 1.00 0.15 1.92 0.08 0.22
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Tablo 18 ve Tablo 19’da goriildiigli gibi standart fenolik bilesiklerin alikonma
zamanlarimin (RT) yiizde bagil standart sapmasi (%BSS) en yiiksek protokatekuik asit
(0.60), hesperidin (0.45) ve rosamirik asit (0.45) bilesiklerinde elde edildi. Diger
bilesiklerin  %BSS (RT) degerlerinin daha disiik olmasi, bu standartlarin

tekrarlanabilirliklerinin daha yiliksek oldugunu gostermektedir.
4.6.1. Lactuca boissieri Bitkisinin Fenolik Bilesiklerin HPLC Analiz Sonuclar:

L. boissieri bitkisinin metanol ekstraktinin igerdigi fenolik bilesikler optimize

edilen HPLC-DAD yontemi ile belirlendi. Elde edilen kromatogram Sekil 52°de gosterildi.
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Sekil 52. Lactuca boissieri bitkisinin metanol ekstresine ait HPLC kromatogrami

L. boissieri bitkisinin HPLC-DAD sonuglarma bakildiginda klorojenik asit tiirevi,
p-OH benzoik asit tiirevi, luteolin-heksoz tiirevi ve p-kumarik asit tiirevi gibi standartlarla
ortiismeyen tiirev bilesiklerle beraber 16 adet fenolik bilesik tespit edildi. Analiz edilen
bilesikler igerinde klorojenik asit (721.0 mg/g eksrakt) ve kikorik asit (629.9 mg/g eksrakt)
bilesikleri yiiksek miktarda bulundu. En diisiik miktarda bulunan bilesik ise p-kumarik asit
tiirev (1.0 mg/g eksrakt) bilesigi oldugu goriildii (Tablo 20).
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Tablo 20. Lactuca boissieri bitkisinin i¢erdigi fenolik bilesikler ve miktarlar

Fenolik Bilesik mg/g ekstrakt

1 Protokatekuik asit 50.5
2 Klorojenik asit tiirevi 115.5
3 p-OH benzoik asit 15.2
4 Klorojenik asit 721.0
5 Vanilik asit 1.2

6 p-OH benzoik asit tiirevi 9.1

7 Kafeik asit 17.4
8 Sirinjik asit 13.3
9 p-kumarik asit 3.0
10 Kikorik asit 629.9
11 Luteolin-7-glikozit 197.5
12 Luteolin-heksoz tiirevi 105.5
13 Apigenin-7-glukozit 18.7
14 p-kumarik asit tiirevi 1.0
15 Luteolin 12.9
16 Apigenin 4.6

4.6.2. Lactuca bourgaei Bitkisinin Fenolik Bilesiklerin HPLC Analiz Sonuclari

Lactuca bourgaei bitkisinin metanol ekstraktinin igerdigi fenolik bilesikler

optimize edilen HPLC-DAD ydntemi ile belirlendi. Elde edilen kromatogram Sekil 53’de

gosterildi.
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Sekil 53. Lactuca bourgaei bitkisinin metanol ekstresine ait HPLC kromatogrami
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L. bourgaei bitkisinin HPLC-DAD sonuglarina bakildiginda klorojenik asit tiirevi,

p-OH benzoik asit tlirevi ve p-kumarik asit tlirevi gibi standartlarla Ortlismeyen tiirev

bilesiklerle beraber 14 adet fenolik bilesik tespit edildi. Analiz edilen bilesikler igerinde
kikorik asit (773.2 mg/g eksrakt) ve luteolin-7-glikozit (426.2 mg/g eksrakt) bilesikleri

yiiksek miktarda bulundu. En diisiik miktarda bulunan bilesik ise p-kumarik asit tiirev (0.2

mg/g eksrakt) bilesigi oldugu goriildii (Tablo 21).

Tablo 21. Lactuca bourgaei bitkisinin igerdigi fenolik bilesikler ve miktarlar

Fenolik Bilesik

mg/g ekstrakt

© 00 N oo o1 B~ W N e

e o =
A W N B O

Protokatekuik asit
Klorojenik asit tiirevi
p-OH benzoik asit
Klorojenik asit
Vanilik asit

p-OH benzoik asit tiirevi
Kafeik asit
p-kumarik asit
Kikorik asit
Luteolin-7-glikozit
Apigenin-7-glukozit
p-kumarik asit tiirevi
Luteolin

Apigenin

17.9
48.8
11.8
257.7
1.0
91.3
38.0
0.2
773.2
426.2
323.4
0.4
67.6
256.7

4.6.3. Cicerbita petiolata Bitkisinin Fenolik Bilesiklerin HPLC Analiz Sonuclari

C. petiolata bitkisinin metanol ekstraktinin igerdigi fenolik bilesikler optimize

edilen HPLC-DAD yontemi ile belirlendi. Elde edilen kromatogram Sekil 54’de gosterildi.
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Sekil 54. Cicerbita petiolata bitkisinin metanol ekstresine ait HPLC kromatogrami

C. petiolata bitkisinin HPLC-DAD sonuglarina bakildiginda klorojenik asit tiirevi
ve p-OH benzoik asit tiirevi gibi standartlarla ortiismeyen tiirev bilesiklerle beraber 12 adet
fenolik bilesik tespit edildi. Analiz edilen bilesikler igerinde kikorik asit (832.2 mg/g
eksrakt) ve apigenin-7-glukozit (274.0 mg/g eksrakt) bilesikleri yiiksek miktarda bulundu.
En diisik miktarda bulunan bilesik ise vanilik asit (0.2 mg/g eksrakt) bilesigi oldugu
goriildii (Tablo 22).

Tablo 22. Cicerbita petiolata bitkisinin igerdigi fenolik bilesikler ve miktarlar

Fenolik Bilesik mg/g ekstrakt

1 Protokatekuik asit 12.6
2 Klorojenik asit tiirevi 48.4
3 p-OH benzoik asit 5.6

4 Klorojenik asit 209.5
5 Vanilik asit 1.3

6 p-OH benzoik asit tiirevi 40.5
7 Kafeik asit 12.0
8 Kikorik asit 832.2
9 Luteolin-7-glikozit 181.9
10 Apigenin-7-glukozit 274.0
11 Luteolin 17.4
12 Apigenin 77.0
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler insanlarin baslica besin kaynagi ve kullandiklar ilk ilaglardir. Giiniimiizde
bitkilerin tedavi amagla kullanimi sentetik ilaglarla degistirilmis olsa da bitkilere olan talep
giderek artmaktadir. Bu durumun temel nedeni, bitkisel ilaglarin ucuz ve yerel olarak
bulunabilir olmasinin yani sira herhangi bir yan etkiye sahip olmadigina dair genel
inanc¢tir. Diinya c¢apinda hastalik ve rahatsizliklar1 6nlemek amaciyla sentetikten bitkisel
tedavilere gecis, “Dogaya Doniis” olarak adlandirabilecegimiz bir degisimdir. Bitkilerin
hangi amag¢ i¢in kullanilacagi genellikle gosterdikleri biyolojik aktivite ve igerdikleri
sekonder metabolitler agisindan degerlendirilir. Bu durum bilim insanlarint bitkilerin
biyolojik aktivitelerini arastirmaya tesvik etmistir. Bu amacla bir¢ok bitki antibakteriyel,
antialerjik, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar aktiviteler bakimindan farmakolojik

olarak birgok yonden arastirilmaktadir (274-277).

Asteraceae familyasi, otsu bitkiler, ¢alilar ve agaclar olmak iizere ¢icekli bitkilerin
en biiyiik familyasidir. Bu familyaya ait bitkiler, kozmopolit dagilima sahiptir ve neredeyse
tim habitatlarda bulunur. Lactuca Asteracecae familyasina ait 6nemli bir cinstir. Antik
caglardan beri Lactuca cinsine ait bir¢ok bitki, ekonomik ve tibbi 6nemleri nedeniyle
yetistirilmistir. Lactuca bitkileri iizerinde yapilan fitokimyasal g¢aligmalar, seskiterpen
laktonlar, triterpenoidler, fenolikler, saponinler, kumarinler, lignanlar, fitosteroller ve diger
metabolitler de dahil olmak tizere cesitli sekonder metabolitler icerdigini gostermistir. Bu
fitokimyasallarin birbirleriyle kombinasyonu, Lactuca tiirlerinin c¢esitli hastaliklarin

tedavisinde kullanilmasinda etkili olmustur (57, 278).

Diinya’da bulunan yiizbinlerce bitki tiirline ragmen bitkilerin sadece kiigiik bir
yiizdesinin fitokimyas1 ve biyolojik islevi ayrintili sekilde arastirilmistir. Giinlimiizde
Asteraceae ailesine ait tiirlerinin potansiyel biyoaktiviteleri sistematik olarak
calisilmaktadir. Yaptigimiz tez c¢alismasinda Lactuca boissieri, Lactuca bourgaei ve
Cicerbita petiolata tiirlerinin toprak ftstii kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle (hekzan,
kloroform, etil asetat, metanol ve su) hazirlanan ekstrelerin ilk kez biyolojik aktiviteleri
(antioksidan, antimikrobiyal, enzim inhibisyonu ve sitotoksik aktivite) ve fitokimyasal
icerikleri spektroskopik yontemlerle arastirilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda,
calisilan ii¢ bitki iizerinde herhangi bir biyolojik aktivite ve fitokimyasal caligmaya

rastlanmamustir (94).
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Serbest radikaller, viicuttaki metabolik siire¢lerin bir sonucu olarak siirekli olarak
tiretilir ve cevresel uyaricilardan etkilenirler. Normal fizyolojik kosullarda, viicutta dogal
olarak bulunan antioksidan savunma mekanizmasi, viicudu serbest radikallere kars1 korur.
Ancak serbest radikallerin {iretimi ile insan viicudunun antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengesizlik oksidatif strese yol agar. Oksidadif stresin insanlarda niikleik asitler,
lipitler ve proteinler gibi biyomolekiillere zarar vererek cesitli hastaliklara neden oldugu
bilinmektedir. Yapilan birgok c¢alisma bitkilerin antioksidan aktiviteleri sayesinde serbest
radikalleri temizleyerek oksidatif stresi azalttigi ve boylece metabolik hastaliklar1 tedavi
etme yetenegine sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica bitkilerin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi gelecekte yapilacak kapsamli calismalar i¢in bir baslangi¢

noktasi olarak degerlendirilmektedir (102, 129, 279, 280).

Wang ve ark. L. indica bitkisinin sicak su ham ekstresinden etil asetat ve su
fraksiyonlar1 hazirlayarak bunlar iizerinde DPPH yontemi ile antioksidan aktivitelerini
arastirmistir. Calismada kuersetin ve askorbik asit standart olarak kullanilmistir. Deney
sonucunda kuersetin ve askorbik asitin SCsy degerleri sirasiyla 2.3£0.01 pg/mL ve
1.5+0.01 pg/mL bulunmus ve etil asetat fraksiyonu (6.1+0.01 pg/mL), en etkili antioksidan
aktiviteyi gostermistir (63).

Kim ve ark. L. scariola bitkisinin toprak istii kisimlarmin ana metanol ekstresini
hazirlamig. Daha sonra hazirlanan bu ana ekstreden hekzan, etil asetat, n-biitanol,
dikolorometan ve su fraksiyonlar1 hazirlayarak DPPH yontemi ile antioksidan aktivitelerini
arastirmustir.  Pozitif kontrol olarak askorbik asit (SCsp: 6.6 pg/mL) kullanilmustir.
Deneysel ¢aligma sonucunda etil asetat fraksiyonu (SCso: 4.8 pg/mL), metanol ekstresi
(SCsp: 10.6 pg/mL) ve n-bitanol (SCsp: 18.4 pug/mL) fraksiyonunda aktivite

gozlemlenirken diger fraksiyonlarda aktivite gézlemlenmemistir (91).

Edziri ve ark. L. sativa var. longifolia bitkisinin metanol ve sulu ekstrelerinin
toplam fenolik miktarin1 ve DPPH yontemi ile de antioksidan aktivitelerini test etmistir.
Yapilan testler sonucunda toplam fenolik icerik katesin esdegeri olarak verilmis ve
metanol ekstresinin (235.31 mg CE/qg) su ekstresinden (95.42 mg CE/g) daha fazla fenolik
madde igerdigi bulunmustur. DPPH testinde ise standart olarak rutin (SCsp: 78.43+ 0.1
pg/mL) kullanilmigtir. Calisma sonucunda su ekstresine (SCsp: 4.1+£0.3 pg/mL) gore yine
metanol ekstresi (SCso: 3.5+0.1 pg/mL) daha etkili antioksidan aktivite gostermistir (92).
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Harsha ve ark. L. sativa bitkisinin yaprak kismindan hazirlanan etanol ekstraktinin
toplam fenolik miktar tayini ve DPPH yontemi ile antioksidan aktivitesini incelemistir.
Ekstraktin toplam polifenol igerigi gallik asit esdegeri olarak verilmis ve 158 mg GAE/g
olarak bulunmustur. DPPH yonteminde standart olarak BHA kullanilmis ve SCsy degeri
55.12 pg/mL bulunurken ekstraktin SCsy degeri ise 259.9 pug/mL olarak bulunmustur (93).

L. orientalis bitkisinin hazirlanan sulu ekstresinde toplam fenolik madde miktar1 ve
DPPH testi ile antioksidan aktivitesi ¢alisilmistir. Standart olarak troloks (SCso:
1.210£1.96 pg/mL) kullanilmistir. Ekstrenin toplam fenolik madde miktar1 gallik esdegeri
olarak verilmis ve 5.2 mg GAE/g olarak bulunmustur. DPPH testi igin standart olarak
troloks (SCso: 1.210+1.96 pg/mL) kullanilmis ve su ekstresinin (SCsp: 28.94+1.67 ng/mL)
etkili antioksidan aktivite sergilemedigi goriilmiistiir (101).

Hussein ve ark. L. serriola bitkisinin toprak iistii kismidan hazirlanan metanol
ekstresinden etil asetat, eter, n-biitanol, dikolorometan fraksiyonlar1 elde edilerek DPPH ve
FRAP yéntemleri ile antioksidan aktivitelerine bakmustir. Tki ¢alismada da troloks standart
olarak kullanilmistir. FRAP testi sonucuna gore etil asetat ekstresinin (1288.6+43.8 uM
troloks/mg) en iyi antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistiir. DPPH testinde ise yine etil
asetat (SCsp: 26.804+2.43 pg/mL) ekstresinin standartla (SCsp: 14.224+0.22 npg/mL)
karsilastirildiginda en iyi aktivite gosterdigi goriilmistiir (103).

Tez kapsaminda caligilan tiirlere ait metanol ve su ekstrelerinde toplam Fenolik
madde miktar1 gallik asit standart grafiginden yararlanilarak belirlendi. Calisilan bitkilerin
metanol ve su ekstrelerindeki toplam fenolik madde miktar1 sonuglarina bakildiginda her
tic bitkinin de su ekstrelerinin metanol ekstrelerinden daha fazla fenolik icerige sahip
oldugu goriildi. En fazla fenolik madde miktart L. bourgaei (62.49+0.025 mg GAE/g
ekstre) bitkisinde bulundu. Ikinci en fazla fenolik madde miktar1 C. petiolata (44.43+0.015
mg GAE/g ekstre) bitkisinde goriiliirken en az fenolik madde miktar1 ise L. boissieri
(16.34+0.058 mg GAE/g ekstre) bitkisinde oldugu goriildii.

L. boissieri, L. bourgaei ve C. petiolata tiirlerinden bes farkli ¢oziiciiyle hazirlanan
ekstrelerinin  (hekzan, kloroform, etil asetat, metanol, su) toplam antioksidan
kapasitesiteleri FRAP Tayini, CUPRAC Olgiimii ve DPPH' Radikal Giderme Aktivitesi
Tayini olmak {izere li¢ farkli yontemle belirlendi. FRAP ve CUPRAC tayini sonuglari
troloks esdegeri olarak ifade edildi. Fe* iyonlarinin indirgenmesine dayanan FRAP tayini

sonuglarina gore her ii¢ bitkinin de metanol ekstresinin en etkili indirgenme aktivite
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gosterdigi goriildi. Bitkilerin kendi aralarinda etkinlik karsilastirilmast yapildiginda en
etkili L. bourgaei (815.300+6.319 uM troloks/gram) bitkisi olurken onu sirasiyla C.
petiolata  (675.600+3.937 uM troloks/gram) ve L. boissieri (594.767+6.570 uM
troloks/gram) bitkileri takip etti.

Cu (1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) tayini sonuglarina goére
her ii¢ bitkinin de metanol ekstresinin en etkili indirgenme aktivite gosterdigi goriildii. En
yiiksek antioksidan aktiviteyi L. bourgaei (1145.681+1.693 uM troloks/gram) bitKisi
gosterdi. FRAP tayini sonuglarindan farkli olarak ikinci en yiiksek aktivite L. boissieri
(730.029+0.640 uM troloks/gram) bitkisinde goriiliirken en az aktiviteyi ise C. petiolata
(520.464+1.547 uM troloks/gram) bitkisi gosterdi.

DPPH' radikal temizleme aktivitesi yonteminde sonuclar standart olarak kullanilan
BHT maddesi ile karsilastirilarak, SCso degeri olarak verildi. Her ii¢ bitkinin de diger
antioksidan yontemlerde oldugu gibi metanol ekstreleri daha iyi radikal siipiiriicli etki
gosterdi. Bitkilerin kendi aralarinda aktiviteleri karsilastirildiginda L. bourgaei (0.027+
0.002 mg/mL) bitkisinin en yiiksek radikal siipiiricii aktivite gosterdigi gorildi. Onu
sirastyla L. boissieri (0.045+0.001 mg/mL) bitkisi ve C. petiolata (0.052+0.001 mg/mL)
bitkisi takip etti.

L. boissieri, C. petiolata ve L. bourgaei bitkilerin bes farkli ekstrelerinde yapilan
farkli antioksidan kapasite belirleme yontemleri sonuglar1 biiyiik oranda birbirine paralellik
gosterdi ve antioksidan kapasite olarak en etkili olan ekstre metanol ekstreleri oldugu
goriildli. Antioksidan aktivite bakimindan bitkilerin etkinlikleri karsilastirildiginda en
yiiksek antioksidan aktivitenin L. bourgaei bitkisinde oldugu bulundu. Buldugumuz

sonuglarin literatiirde yapilan antioksidan ¢alismalarla benzerlik gosterdigi goriildii.

Gilintimiizde kullanilan ve mevcut olan antibiyotiklerin insan viicudu iizerinde asir1
duyarlilik, alerjik reaksiyonlar ve bagisiklik baskilanmasi gibi bir¢ok zararli yan etkileri
bulunmaktadir. Ayrica bu antibiyotiklere karsi bakterilerin diren¢ kazanmasi énemli bir
sorun teskil etmektedir. Direngli bakteriler nedeniyle diinya ¢apinda birgok hastalik ve
olim meydana gelmesi antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktivite gosteren bitkilere
olan ilgiyi giderek arttirmaktadir (101-104).
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Edziri ve ark. L. sativa var. longifolia bitkisinin metanol ve su ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitesini test etmistir. Her iki ekstre de tiim test edilen suslara karsi
antibakteriyel aktivite gostermistir. Metanol ekstresi ise tiim Gram (-) bakterilere
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens,
Acinetobacter baumannii) ve Gram (+) bakterilere (Bacillus subtilus, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium ve Corynebacterium spp.) karst en
diisiik MIK (2.5 mg/mL) degeri ile en etkili ekstre olarak belirlenmistir (92).

Jaradat ve ark. L. orientalis bitkisinin hazirlanan sulu ekstresinin, alt1 farkli bakteri
susu (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, metisiline
direngli Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Shigella sonnei) {izerinde Agar
Kuyucuk Difiizyon ve MIK testleri ile antimikrobiyal aktiviteyi test etmisler. Calisma
sonucunda en giiclii aktiviteyi 6.25 mg/mL MIK degeri ile S. aureus Gram (+) bakterisine

kars1 gostermistir (101).

Al-Marzoqi ve ark. L. serriola bitkisinin terpenoid, fenolik ve alkaloid bilesiklerini
iceren ekstrelerinin  dokuz farkli patojen bakterileriye (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermedis, Staphylococcus saprophyticus, Klebsilla, Serratia, Proteus,
Escherichia coli, Pseudomonas, Provedenatia) karsi antibakteriyel aktivitelerini
incelemistir. Yapilan testler sonucunda sadece Gram (+) bakterilerlerden Staphylococcus
saprophyticus biitiin ekstrelere kars1 duyarliyken Staphylococcus epidermidisis Gram (+)
bakterisi ise biitiin aktif bilesiklere direng gostermistir. Fenolik bilesikleri i¢eren ekstrenin
35 mm zon ¢ap1 ile en etkili aktiviteyi gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica incelenen tim Gram
(-) bakterilerin (Klebsiella, Escherichia coli ve Pseudomonas) aktif bilesiklere karsi

direngli oldugunu goriilmiistiir (104).

L. boissieri, L. bourgaei ve C. petiolata bitkilerinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan
ekstrelerinin ve ugucu yaglariin antimikrobiyal aktiviteleri bir dizi Gram (-) ve Gram (+)
bakterilerle beraber C. albicans ve S. cerevisiae mantarlarina karsi uygun besiyerleri
kullanilarak Agar Kuyucuk metoduyla test edildi ve deney sonucunda aktif olan
mikroorganizmalar iizerinde MIK degerleri pg/mL cinsinden verildi. Calisilan bitkilerinin
hepsinin hekzan ekstresi S. aureus Gram (+) bakterisine kars1 aktivite gosterirken en etkili
aktiviteyi L. boissieri bitkisinin (2812 pg/mL) gosterdigi goriildii. Biitiin bitkilerinin
kloroform ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite gosterdigi C. albicans mantarina karsi en

etkili aktiviteyi C. petiolata (2450 pg/mL) bitkisi gosterdi. Tiim bitkilerinin metanol
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ekstreleri en etkili antimikrobiyal aktiviteyi M. smegmatis bakterisine karst gostermis olup
en iyi aktiviteyi L. bourgaei bitkisi (3028 pg/mL) gosterdi. Bitkilerin su ekstreleri ise
herhangi bir mikroorganizmaya kars1 aktivite gostermedi. Bitkilerden elde edilen ugucu
yaglar sadece M. smegmatis bakterisine kars1 aktivite gosterdi. L. bourgae bitkisinin ugucu
yagi (75 ug/mL) en iyi aktiviteyi gosterirken onu sirasiyla C. petiolata (302.5 ug/mL) ve L.
boissieri (331.25 pg/mL) bitkileri takip etti. Yapilan antimikrobiyal ¢alismalar sonucunda
tim ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerinin orta diizeyde oldugu gozlendi. Ekstrelerin
gram pozitif bakterilere gram negatif bakterilerden daha fazla aktivite gosterdigi goriildii.
Bu durum literatiirde yapilan calismalarla benzerlik gdstermekte olup bunun sebebinin
gram negatif bakterilerde bariyer gorevi goren dis membranin varligindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Son yillarda, diinya genelinde ¢esitli metabolik hastaliklarin 6nemli dlgilide arttig
gozlemlenmektedir. Bu hastaliklar metabolizmada yer alan gesitli metabolik enzimlerin
islevlerini tam olarak yerine getirmemesi veya asir1 aktivite gostermesi durumunda ortaya
cikmaktadir. Boyle durumlarda klinik olarak onemli enzimlerin katalitik aktivitesinin
inhibe edilmesi, hastaliklarin tedavisinde kullanilan &nemli bir yontemdir. Enzim
inhibitorleri, belirli enzimlerin aktivitesini engelleyebilen veya azaltabilen molekiillerdir.
Giliniimiizde metabolik yolaklarda baslica rol oynayan hedef enzimlere karsi sentetik
inhibitorler kullanilmaktadir. Ancak bu inhibitorler bulanti, ishal, bas agrisi, dokiintiiler ve
alerjik reaksiyonlar da dahil olmak {izere bir¢ok yan etki gostermektedir. Bu nedenle yan
etkiler olmadan bu hastaliklar1 kontrol altina almak i¢in bitkilerden elde edilen yeni, dogal

inhibitorlere ihtiyac giderek artmaktadir (281, 282).

Choi ve ark. L. indica bitkisinin potansiyel antidiyabetik kaynaklar agisindan o-
glukozidaz inhibisyon o6zelligi degerlendirmistir. Bu c¢alismada, bitkinin hazirlanan
metanol ekstresinden spektroskopik yontemlerle sekiz fenolik bilesik (apigenin, luteolin,
izokuersitrin, klorojenik asit, protokatesik asit, p-hidroksimetil benzoik asit, transsinnamik
asit ve p-kumarik asit) izole edilmistir. Tim izole edilen bilesiklerin farkli
konsantrasyonlarda inhibitor etkileri a-glukozidaz enzimi kullanilarak degerlendirilmistir.
Flavonoid ¢esidi olan luteolin (ICsp: 100.7 pm ) ve apigenin (ICsp: 96.4 pm) bilesikleri
yiiksek miktarda a-glukozidaz enzimi inhibisyon aktivitesi gostermistir. Bu aktiviteler,
ticari olarak mevcut a-glukozidaz inhibit6rlerinden biri olan akarbozdan (ICsp: 310.2 um )

daha yiiksek ¢iktig goriilmistiir (99).
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Hussein ve ark L. serriola bitkisinin toprak istii kismindan hazirlanan metanol
ekstresinden etil asetat, eter, n-biitanol, dikolorometan fraksiyonlar1 elde edilip farkli
konsantrasyonlarda (1.6-100 pg/mL) hazirlayarak a-glukozidaz enzimi {izerindeki
inhibisyonunu arastirmiglardir. Deney sonucunda test edilen fraksiyonlar arasinda etil
asetat fraksiyonu (ICsp: 9.16+0.17 pg/mL), standart olarak kullanilan akarboza (ICsp:
6.11+£0.22 ng/mL) kiyasla 6nemli bir inhibisyon gostermistir (103).

Gopal ve ark. L. sativa bitkisinden izole edilen laktuksantin bilesiginin in vitro ve
in vivo ortamlarda a-glukozidaz enzimini inhibe etme aktivitesini arastirmistir. In vitro
yapilan deneyler sonucunda, laktuksantin (ICsp: 1840 pg/mL) bilesiginin enzimin
aktivitesini sentetik inhibitor olan akarboz (ICsp: 16.19 pg/mL) kadar olmasa da yine de
bastirdigin1 gdstermistir. In vivo deneyler de ise diyabet hastaligi, deney grubundaki
sicanlara streptozotosin verilerek indiiklenmistir. Deney hayvanlarina iki gruba ayrilmis.
Ve bir gruba dort hafta boyunca laktuksantin bilesigi verilmistir. Deney sonucunda bilesik
enzimlerin bagirsak ve pankreasindaki aktivitesini azaltmig ve kan glukoz seviyesini
diisiirmiistiir. Bu bulgular laktuksantinin bilesigin diyabet tedavisinde tibbi ve besinsel

anlamda 6nemli bir potansiyele sahip olabilecegini gostermistir (112).

Tez ¢alismasinda Diyabet (a-glukozidaz), Alzheimer (asetilkolinesteraz) ve
Melanogenez (tirozinaz) gibi hastaliklarla ilgili kilit enzimler {izerinde, {i¢ bitkinin farkli
¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerinin olasi inhibitor etkileri arastirildi. Yapilan ¢alismalar
sonucunda ekstrelerin asetilkolinesteraz ve a-glukozidaz enzimleri iizerinde anlamli bir
inhibitor aktivite sergilemedigi goriildii. Tirozinaz enzimine karsi ise en yiiksek inhibor
etkiyi L. bourgaei bitkisinin metanol ekstresi gosterirken en az inhibisyonu C. petiolata
bitkisinin metanol ekstresi gosterdi. Tirozinaz enzimi melanin biyosentezini katalizleyen
reaksiyonlarin  gergeklesmesini saglayan onemli bir enzimdir. Yiiksek melanin
konsantrasyonu cilt problemlerine neden olmaktadir. Tez kapsaminda galisilan tiirlerin
standart olarak kullanilan kojik asite oranla orta diizeyde tirozinaz enzimini inhibe etmesi,
ilerleyen zamanlarda yapilacak daha kapsamli ¢alismalarla beraber bitkilerin deri

hastaliklarina kars1 dogal inhibitdrler olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Bitkilerin binlerce yildir tedavi amacglh kullanilmasi etkinliklerinin kaniti olsa da
bitki kaynakli ilaglarin saglik sistemlerinde kabul gérmesi i¢in sentetik ilaclar gibi
givenilirliklerinin kanitlanmasi gerekmektedir. Giintimiizde giivenlik testleri i¢inde hizli

sonug alinmasi, uygulanmasinin kolay olmasi, maliyetin az olmas1 ve tekrarlanabilirlikleri
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nedeniyle in vitro sitotoksiste testleri onem kazanmustir. In vitro sitotoksisite testleri, bir
kimyasal bilesigin belirli bir hiicre tipi {izerindeki etkilerini hizli bir sekilde
degerlendirmenin bir yoludur. Bu deneylerde bir hiicrenin dis faktorlere nasil yanit verdigi,
hiicrelerin sayis1 ve ¢ogalmasi Olgiilerek belirlenir. En sik kullanilan in vitro sitotoksisite
testleri arasinda MTT testi bulunmaktadir. Bu testte test edilecek maddenin hiicrelere
uygulanip belirli bir inkiibasyon siiresi gectikten sonra hayatta kalan hiicrelerin sayist

sleiilmektedir (96, 283).

Han ve ark. L. sativa var. anagustata bitkisinden izole edilen ii¢ seskiterpen lakton
(1p-O-p-D-glukopiranozil-4a-hidroksi-5¢,64,11fH-eudesma 12,  1/-hidroksi-15-O-(p-
metoksifenilasetil)-5a, 64, 115H-eudesma-3-en-12, 6a-olid, 4a-O-4-D-glukopiranozil-15-
hidroksi-5a, 6fH-guaian-10(14),11(13)-dien-12,6a-olid) bilesiginin insan epitel ve insan
kolon kanser hiicre hatlarina kars1 in vitro olarak sitotoksisitesini test etmistir. Test edilen
ic bilesigin ¢aligilan hiicre hatlarina karsi herhangi bir sitotoksik aktivite sergilemedigi

gorilmistiir (116).

Elsharkawy ve ark. L. steriolla bitkisinin toprak tstii kisimlarindan hazirlanan
metanol ekstresinin ve ugucu yaglarmin antikanser aktivitesini arastirilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda (5.0, 12.5, 25, 50, 100 pg/m) hazirlanan metanol ekstresinin
sitotoksisite aktivitesi, insan kolon hiicresi, kiiglik hiicreli olmayan akciger hiicresi, insan
karaciger hiicresi ve insan meme hiicresi, hiicre hatlarina karsi in vitro olarak MTT testi ile
incelenmistir. Calisma sonucunda 100 pg/m ve 50 pg/m konsantrasyonlarda aktivite
goriilmiistiir. Metanol ekstresi yiiksek sitotoksisiteyi meme kanseri hiicre hattina
(%80.2+0.2309) kars1 gostermistir. Ugucu yaglar ise akciger (%20.6+0.023) ve karaciger
kanser hiicre hattina (%15.7+0.0151) kars1 normal sitotoksisite gostermistir (57).

Park ve ark L. indica bitkisinin kok, govde, yaprak ve cicek kisimlarindan
hazirlanan metanol ekstrelerinin, bes kanser hiicre hatti (rahim, akciger, girtlak, bobrek,
kolorektal) tizerindeki sitotoksisitesini MTT testi ile degerlendirmistir. Hiicrelere farkli
konsantrasyonlarda (50, 100, 200, 400 ve 800 ug/mL) 48 saat boyunca ekstreler
uygulandiginda, kanserli hiicrelerin sayist doza bagl olarak diismeye baglamistir. L. indica
yapraklarindan elde edilen metanol ekstresi, insan meme kanser hiicrelerine karst en

yiiksek sitotoksisiteyi (ICsp: 113.84 pg/mL) gostermistir (96).
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Tez kapsaminda calisilan tiirlerinin 0.5-500 pg/mL konsantrasyon aralifinda
hazirlanan metanol ekstrelerinin saglikli fare fibroblast (L929) hiicre hatti1 iizerinde
gosterdigi sitotoksik etkileri MTT testi kullanilarak incelendi. Deney sonuglarina gore bitki
orneklerinin ¢alisilan maksimum madde konsantrasyonlarinda hiicre canlilifi %50’nin
altina diismediginden higbir bitki 6rnegi i¢in ICso degeri hesaplanamamistir. Bu sonug, test
edilen bitki ekstrelerin sitotoksik etkinliklerinin olmadigi ya da diisiik oldugunu

gostermektedir.

Epidemiyolojik c¢alismalar, fenolik bilesikler acisindan zengin yiyecek ve
iceceklerin tiikketiminin hastalikla iliskilendirilen serbest radikallerin neden oldugu
hasardan insan viicudunu korudugunu gdstermistir. Meyve ve sebzeler, serbest radikal
hasarin1 o6nleyen fenolikler, karotenoidler ve flavonoidler gibi dogal antioksidanlar
acisindan iyi kaynaklardir. Flavonoidler, fenolik asitler ve tanninler gibi cesitli fenolik
bilesikler, giinlilk diyetin bir parcasi olarak tiiketildiklerinde kanser, arterioskleroz ve
iltihapla iliskili dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu nedenle
gidalardan ve tibbi bitkilerden elde edilen yeni potansiyel terapdtik bilesiklerin ve
polifenol agisindan zengin ekstraktlarin taranmasi ve karakterizasyonuna biiyiik ilgi
gosterilmektedir. Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri ve g¢esitli enzimlerin

aktivitesini modiile etme yetenekleri in vitro ¢alismalarla gosterilmistir (94-95).

Yapilan literatlir taramalarinda Lactuca tiirlerinin fenolik bilesik icerigine
bakildiginda kafeik asit, klorojenik asit, kikorik asit, metil kafeat, kafeolkinik asit,1,5-
dikafeoilkinik asit, 4,5-dikafeoilkinik asit gibi fenolik asitler, dihidrobenzofuran ve
tiirevleri gibi lignanlarin major bilesikler oldugu gériilmistiir. Ayrica apigenin ve luteolin
bilesiklerinin Lactuca cinsinden en sik izole edilen flavonoid aglikonlar1 oldugu ve
ozellikle luteolin-7-O-glukozit bilesiginin tlirlerde en yaygin bulunan flavonoid

heterozitlerinden biri oldugu belirtilmistir (84).

Tez kapsaminda ¢alisilan tiirlerin bazi1 fenolik bilesikleri aydinlatilmistir. Bitkilerin
hazirlanan metanol ekstreleri validasyon ve kalibrasyon islemlerinin sonrasinda HPLC-
DAD yontemi ile analiz edilerek sonuglar mg/g ekstrakt olarak ifade edildi. Sonuglar
degerlendirildiginde her ii¢ bitkide de fenolik asit icerikleri flavonoid igeriklerine gore
daha zengindi. Tanimlanan bilesikler icerisinde 8 adet fenolik asit (protokatekuik asit,
klorojenik asit tiirevi, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, p-OH benzoik asit

tirevi, kafeik asit ve kikorik asit) ve 4 adet flavonoid bilesigi (luteolin-7-glukozit,
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apigenin-7-glukozit, luteolin, apigenin) her ¢ bitki ekstresinde de ortak olarak bulundu.
Kikorik asit biitiin bitki tiirlerinde yiiksek miktarda elde edildi. En fazla sayida fenolik
bilesik L. boissieri bitkisinde gozlenirken, C. petiolata bitkisinde ise en az sayida fenolik
bilesik gozlendi. Calisilan tiirlerin fenolik bilesik c¢esitliligi literatiirde ¢alisilan diger
Lactuca tiirlerindeki bilesiklerle benzerlik gostermistir. Ozellikle Lactuca tiirlerinin
karakteristlik bilesenleri olan apigenin ve luteolin flavonoidleri ¢alistigimiz tiirlerde de

gorilmiistiir.

Ugucu yaglar, bitkilerden iletisim ve savunma amaciyla ikincil metabolitler olarak
sentezlenir ve bu bilesikler bitkilerin otcullara ve patojenlere kars1 savunmalarinda, bitkiler
arasi iletisimde ve tozlayicilar1 ¢cekmede hayati rol oynar. Bu 6zel ugucu yaglar, terpen
hidrokarbonlar: ile bunlarin oksijenli tiirevleri olan gesitli terpenoidler ve ugucu organik
bilesiklerden olusur. Yapilan c¢alismalar ugucu yaglarin antimikrobiyal, antioksidan,
antifungal ve antibakteriyel aktiviteler gibi bir¢ok biyolojik ozellige sahip oldugunu
gostermistir. Bu 6zellikler ve ugucu yaglarin kimyasal gesitliligi, farkli bitkilerden elde
edilen ugucu yaglarin biyolojik aktivitelerini kesfetmek, tanimlamak, karakterize etmek ve

degerlendirmek i¢in bilim insanlarinin dikkatini gekmistir (87, 89).

Al Nomaani ve ark. L. sativa bitkisinin taze ve kuru yapraklarindan
hidrodistilasyon yontemiyle ugucu yaglarim elde edip GC-MS ile analiz etmistir. Taze ve
kuru yapraklardan elde edilen her iki ugucu yagin kimyasal igerigi ¢ogunlukla oksijenli
mono ve seskiterpen hidrokarbonlar1 ile bunlarin tiirevlerinden olustugu goriilmiistiir.
Analiz sonucunda toplam yirmi bilesik saflastirllmistir. Taze marulda elde edilen ugucu
yag miktari, kuru maruldan elde edilen ugucu yagindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Taze ve kuru yaprak yaglarinda tanimlanan baslica ugucu organik bilesenler sirasiyla o-
pinen (%5.11 ve %0.6), p-simen (%2.07 ve %1.92), timol (%11.55 ve %10.73), durenol
(%52.00 ve %49.97), a-terpinen (%1.34 ve %1.34), timol asetat (%0.99 ve %0.67),
karyofilen (%2.11 ve %1.98), linalool (%3.09 ve %2.98), kamfen (%4.11 ve %3.65) ve
limonen (%1.28 ve %]1.11) olarak belirlenmistir. Ayrica ¢alismada, taze ve kuru marulun
yapraklarindan izole edilen ve tanimlanan S-pinen, a-terpinolen, linalool, 4-terpineol, o-
terpineol, o-metilltimol, L-alloaromadendrene, viridifloren gibi bazi minor bilesikler de

bulunmustur (87).
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Abd-ElGawad ve ark. L. serriola bitkisinin gévde kisimlarindan elde edilen ugucu
yaglarin kimyasal bilesimini GC-MS ile analiz etmistir. Calisma sonucunda 10 tane
seskiterpen Dbilesigi (a-gurjunene (%0.16), a-ylangene (%0.17), pS-elemen (%0.38),
cyperene (%0.80), rotundene (%0.03), p-ylangene (%0.09), junipene (%0.20), o-
muurolene (%0.05), (+)-0-kadinen (%0.32), trans-kalamenen (%0.18)), 15 tane
seskiterpenoid  bilesigi  (f-damaskenon  (%0.09), cedr-8(15)-en-9-ol  (%0.26),
dehidrosiklolongifolen oksit (%0.18), (-)-karyofillen oksit (%0.38), leden oksit-(1I)
(%0.04), 7-epi-cis-seskisabinen hidrat (%0.14), kubedol (%0.08), epiglobulol (%0.03),
taridin B (%0.08), hekzahidrofarnesil aseton (%21.77), aromadendren oksit-2 (%0.28),
alloaromadendren oksit-1 (%7.32), izosiyobunon (%64.22), y-gurjunen epoksit-(1)
(9%0.82), (E)-nerolido (%0.10)) 3 tane diterpen bilesigi (labda-8(20),12,14-trien (%0.08),
(88,135)-13-metil-17-norkaur-15-en (%0.23), trakhiloban (%0.12)) 1 tane diterpenoid
bilesigi (izosembrol (%17.35)), 2 tane hidrokarbon bilesigi (2,6,10-trimetiltetradekan
(9%0.08), dotriyakontan (%0.73)) ve 2 tane oksijenli hidrokarbon bilesigi (falkarinol
(960.05), (Z,2)-3,15-oktadekadien-1-ol asetat (%1.20) tanimlanmustir (89).

Shukurlu ve ark. L. tatarica (L.) C.A. Mey bitkisinin toprak istii kisimlar1 ve
tohumlarindan hazirlanan petrol eteri, diklorometan ve metanol ekstrelerinin ugucu yag
bilesimi GC/MS teknigi ile incelemislerdir. Calisma sonucunda toprak fistii ve
tohumlarindan petrol eteri ile hazirlanan ekstrelerinden hekzahidrofarnesil aseton bilesigi
(%8.1), linalool (%0.1), p-menton (%0.1), sitronellol (%0.8), cis-geraniol (%0.2) ve cis-
eudesmol (%0.1) gibi terpen ailesine ait bilesikler karakterize edilmistir. Diklorometan
tohum ekstraktinda %14.9 oraninda 2-metil tetrakosan bilesigi, metanol tohum ekstresinde
sitronella (%0.4) bilesikleri bulunmustur. Metanol toprak iistii ekstresinde ise %15.4

oraninda 2-metoksi-4-vinilfenol bilesigi tespit edilmistir (90).

Tez kapsaminda caligilan bitkilerin toprak istii kisimlarindan hidrodistilasyon
yontemi ile elde edilen ugucu yaglarin GC-MS ile kimyasal analizi yapildi. Sonuglara gore
en fazla ugucu bilesen igeren tiir C. petiolata bitkisi olurken en az bilesen igeren tiir ise L.
boissieri olarak bulundu. Ug bitkide de aldehit sinifi bilesiklerin toplam miktar1 en fazla
olarak bulundu. Her ii¢ bitkide de 8 tane bilesen (dekanal, (E,E)-2,4-nonadienal, (2E)-
dekenal, (E,E)-2,4-dekadienal, tridekanal, tetradekanal, fiton, hekzadekanoik asit) ortak
olarak bulundu. Caligilan {i¢ bitkinin terpenik bilesikleri karsilastirildiginda ise en fazla

terpenik bilesik ¢esidi C. petiolata bitkisinde gozlenirken, en az ¢esitlilik ise L. boissieri
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bitkisinde goriildii. Terpenik bilesikler i¢inde L. boissieri bitkisinde endo-borneol (%0.76),
L. bourgaei bitkisinde terpinen-4-ol (%1.76), C. petiolata bitkisinde ise humulene epoksit
IT (%1.67) bilesikleri en fazla miktarda bulundu.

Bu tez c¢alismasi ile birlikte, L. boissieri, L. bourgaei ve C. petiolata tiirlerinin
toprak istli kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle (hekzan, klorofrom, etil asetat, metanol ve su)
hazirlanmis  ekstreleri  {izerinde biyolojik aktivite ve fitokimyasal c¢aligmalar
gerceklestirilmistir.  Yapilan biyolojik aktivite c¢alismalarinin sonuglari, tiirlerin orta
diizeyde antioksidan ve antimikrobiyal kapasiteye sahip oldugunu, ¢alisilan saglikli fare
hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik olmadigi ve AChE ve a-glukozidaz enzimleri {izerinde
inhibisyon gerceklestirmese de tirozinaz enzimi iizerinde orta seviyede inhibitor etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Bitkilerin biyolojik aktiviteleri, sahip oldugu sekonder
metabolitlerden kaynaklandig: bilinmektedir. Bu amagla tez kapsaminda ¢alisilan tiirlerin
bazi fenolik bilesikleri ve ucucu yaglarinin kimyasal icerikleri karakterize edilmis ve
literatiirle benzer bilesikler goriildiigii gibi farkli bilesikler de bulunmustur. Bu farkliligin
nedeni olarak bitkilerin yetistigi kosullarin (iklim, toprak, yagis, glineslenme siiresi, rakim,
yetisme alani) farkliligindan kaynaklandigi dasiintilmektedir.  Bitkilerin  kimyasal
bilesimindeki  ¢esitlilikler ~ biyolojik  aktiviteleri ve farmasotik  uygulamalar

etkileyebilmektedir.

Tez calismamizda elde ettigimiz veriler, bitkilerin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan
ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal aktiviteye, enzim inhibisyonuna sahip oldugunu
ve toksik olmadigimi gostermektedir. Kullanilan ¢o6ziiciilerin  farkliligi aktiviteleri
etkiledigini gostermistir. Dolayisiyla, aktif ekstrelerinin ve ugucu yaglarmin igindeki
benzersiz kimyasal ¢esitlilik, bu calisilan tig¢ tiiriin, ilag, gida, kozmetik veya diger sektorler
tarafindan hazirlanacak dogal iriinler igin potansiyel kaynaklar olabilecegini
gostermektedir. Literatiire bakildiginda Lactuca tiirlerine ait yapilan ¢alismalari kisith
oldugu gorilmektedir. Yaptigimiz ¢alismadan elde edilen verilerin hem bu tiirlerle ilgili
var olan literatiir boslugunun doldurulmasina katki saglamasini hem de tiirlerin farmasotik
uygulamalarda kullanilmasi i¢in yapilacak yeni arastirmalara onciililk etmesi agisindan

onemli oldugu diistiniilmektedir.
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