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OZET
YUKSEK LiSANS

Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora BITKI TURLERININ
ANTIOKSIDAN AKTIiVITELERINIiN FARKLI in vitro METOTLAR ile
BELIRLENMESI ve FENOLIK ICERIKLERININ HPLC ile ANALIZI

ibrahim TEBER
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Kimya Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Ercan BURSAL
Yil 2019, 63 Sayfa

Jiiri
Danmisman: Prof. Dr. Ercan BURSAL
Jiiri Uyesi: Dr. Ogr. Uyesi Yusuf ALAN
Jiiri Uyesi: Dr. Ogr. Uyesi Fikret TURKAN
Jiiri Uyesi: Prof. Dr. Ercan BURSAL

Bu calismadaki temel amag Nepeta nuda subsp. albiflora ve Nepeta fissa bitki tiirlerinin Su ve
etanol ekstrelerinin antioksidan ozelliklerini tayin edilmesi ve fenolik bilesik igeriklerinin HPLC ile
incelenmesidir.

Nepeta nuda subsp. albiflora ve Nepeta fissa bitki tiirlerinin antioksidan aktivitelerini belirlemek
igin tiyosiyanat ile antioksidan aktivite tayini, ABTS radikal giderme aktivitesi, DPPH serbest radikal
giderme aktivitesi, FRAP (ferrik iyonlari indirgeme giicii) ve CUPRAC (kuprik iyonlar1 indirgeme
kapasitesi) in vitro biyoanalitik metotlar1 olarak ¢alisildi. Antioksidan g¢aligmalarda sonuglar standart
antioksidanlar BHA, BHT, tokoferol, troloks ve askorbik asit ile karsilagtirildi. Bu calismada Nepeta
nuda subsp. albiflora ve Nepeta fissa bitki tiirlerinin su ve etanol ekstrelerinin ABTS radikal giderme
aktiviteleri, DPPH radikal giderme aktiviteleri, kuprik (Cu?*) iyonlarin1 indirgeme kuvveti ve ferrik (Fe®*)
indirgeme kuvveti aktiviteleri orta diizeyde etki gosterdikleri tespit edildi.

Ayrica bitki numunelerinin HPLC ile fenolik bilesik tayinleri gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuclara gore Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkilerinin her ikisinde de etanol ekstresi su
ekstresine gore belirgin olarak en ¢ok miktarda bulunan fenolik bilesik olmustur. Ayrica apigenin ve
rosmarinik asit iki bitki tiirtinde en fazla bulunan bilesikler olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivide, HPLC, Nepeta fissa, Nepeta nuda
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The main aim of this study is to determine the antioxidant activities of ethanol and water extracts
of Nepeta nuda subsp. albiflora and Nepeta fissa and evaluate the phenolic compounds of these plants by
HPLC.

In order to determine the antioxidant activity of these plant extracts; tiocyanate antioxidant
assay, ABTS cation radical scavenging activity, DPPH- free radical scavenging activity, FRAP method
(ferric ions reducing antioxidant potential), and CUPRAC method (cupric ions reducing antioxidant
capacity) in vitro bioanalytical methods were studied. The results were compared to BHA, BHT,
tocopherol, trolox, and ascorbic acid as standard antioxidant compounds. Aqueous and ethanol extracts of
Nepeta nuda subsp. albiflora and Nepeta fissa presented moderate antioxidant potential on ABTS, DPPH,
FRAP, and CUPRAC assays.

Additionally, determination of phenolic compounds by HPLC were achieved for plant samples.
It was determined that the ethanol extract was determined to contain higher phenolic compounds than to
the water extract for both Nepeta nuda subsp. albiflora and Nepeta fissa. It was also determined that
apigenin and rosmarinic acid were the major phenolic compounds for plant species.

Key Words: Antioxidant activities, HPLC, Nepeta fissa, Nepeta nuda
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1. GIRIS

Bitkiler antik caglardan bu yana gida, ilag, aroma, yakacak ve tatlandiric1 gibi
cesitli alanlarda kullanilmakla beraber bitkilerin en etkin kullanim amaci sifa verici
olmalaridir. Fosil kayitlar1 bitkilerin, tibbi amaglar i¢in kullanimimin Orta Paleolitik
doneme, yaklasik olarak 60 bin yil dncesine kadar uzandigini gostermektedir. Kuzey
Irak ve Iran smirlarindaki bir magarada bulunan bir insan fosilinin iizerinde giiniimiizde
de sifa verici olarak kullanilan 8 farkli bitki tiiriiniin kalintilar1 tespit edilmistir
(Fabricant ve Farnsworth, 2001).

Tedavi maksadiyla kullanilan bitki tiirleri tarih oncesi ¢aglardan beri stirekli
artmaktadir. Antik cagda Mezopotamya uygarliginda kullanilan bitkisel ilag sayis1 250
iken antik Yunan doneminde 600 ve Arap-Fars doneminde ise 4000 civarinda olmustur.
Bu say1 19. ylizyilin baslarinda ise yaklasik olarak 13 bin oldugu bildirilmistir (Baytop,
1999). 20.yiizyilin sonlarinda, yeryiliziinde bulunan yaklasik 250 bin bitkiden en az 80
bin tanesinin (yaklagik olarak %32) halk hekimliginde kullanildigi tahmin edilmektedir.
Bu veriler, etnobotanik bilgilerin kayit altina alinmasi islemlerinde ¢ok ge¢ kalinmasi,
sentetik ilaglar ve mikrobiyolojideki gelismeler ile beraber tibbi bitkilere olan talebin
azalmas1 ve bircok bitki tiirlinlin olumsuz c¢evresel faktorlerin yol actifi neslinin
kaybolmasi gibi sebeplerden dolay1 ¢ok daha diisiik bir seviyede kalmistir (Joy ve ark.,
1998).

Halk hekimligi olarak da adlandirilan geleneksel tibbi tedavi, dogal kaynaklarin
kullanilmast yoluyla hastaliklarin tedavisi, 6nlenmesi veya saglikli bir hayatin devam
ettirilmesinde insanoglunun tarih sahnesine ¢iktig1 andan itibaren farkli kiiltiirlerin
deneyim, inanig ve uygulamalarinin harmanlanmis 6zeti olarak tanimlanabilir. Saglik
korunma sistemi allopatik ila¢ sistemine dayanan veya tibbi bitkilerin ulusal saghigi
koruma sistemlerine dahil edilmedigi iilkelerde, geleneksel tibbi tedavi genellikle
tamamlayici veya alternatif ilag¢ adlari altinda tanimlanmaktadir. Geleneksel tibbi tedavi
cogunlukla bitkiler, bitkisel materyaller, bitkisel preparatlar ve islenmis bitkisel
tiriinlerden olusan bitkisel ilaglari igermektedir (Robinson ve Zhang, 2011).

Bitkiler sifa verici kaynaklar olarak ¢esitli sekillerde kullanilabilirler. Bunlar;
bitkisel cay veya diger ev yapimui ilaglar, fitofarmasétik preparat veya bitkisel ilag (ham
ekstreler veya standart zenginlestirilmis fraksiyonlardan olusan kapsiil, eriyik, sivi

ekstreler, bitkisel toz veya hap) veya farmakolojik ilaglardir (hedef hastaligin



tedavisinde kullanilmak amaciyla, bitkisel kaynaktaki biyoaktif maddelerin,
saflastirilmis ve yan etkilerinden belli 6l¢lide arindirilmis oldugu modern ilag) (Rates,
2001).

Geleneksel tibbi tedavi yontemi, modern ilag endiistrisine gore daha ucuz bir
alternatif ve tamamlayict olarak diinya genelinde gittik¢ce popiiler hale gelmektedir.
Sentetik ilaglarin pahali olusu, ¢evre ve insan sagligini tehdit eden yan etkilere neden
olmalari, bazi1 etken maddelerin sentetik olarak elde edilmelerinin oldukg¢a zor ve
masraflt olusu, bazi bitkisel iiriinlerin sentetik ilaclardan daha etkili olmalar1 gibi
nedenlerden otiirii bitkisel tirlinlere olan ilgi giinden giine artmaktadir (Baytop, 1999).
Bunun yani sira Chang (2000), bitkisel ilaglar hakkindaki olumlu gelismelerin, kitlesel
iletisim araglar1 sayesinde ¢ok genis insan kitlelerine iletilmesinin, tibbi bitkilere olan
ilgiyi arttirdigimi bildirmistir. Ayrica, bitkisel ilaglarin yogun bir sekilde kullanilmasi
insanlarin, bitkilerin hastaliklara karsi koruyucu veya tedavi edici olduklarina dair olan
inaniglarindan kaynaklanmaktadir ve ayni davranigs bigimine diinya genelinde de
rastlanmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére baz1 Afrika ve Asya iilkelerinde niifusun
%80' temel saglik gereksinimleri ve tedavi i¢in alternatif halk tibbini1 kullanmaktadir
(Tang ve Halliwell, 2010). Ozellikle Asya, Afrika, Latin Amerika ve Ortadogu'daki
gelismekte olan tilkelerin ¢ogunlugunda, halkin %70-95'i saglik gereksinimlerini
karsilamak amaciyla tibbi bitkilerden yararlanmaktadir. Ayni kullanim oranina Kanada,
Fransa, Almanya ve Italya gibi bazi gelismis iilkelerde tamamlayici-alternatif-
geleneksel adlar1 altinda rastlanmaktadir. Modern ilag endiistrisinin ilk iiriinii olarak
kabul edilen penisilinin 1943 yilinda ticari olarak iiretimine baslanmasina kadar, tibbi
tedavide kullanilan ilaglar tamamiyla etnomedikal bitkilerden olugsmaktayd: (Robinson
ve Zhang, 2011).

Bu c¢alismada ise ¢esitli antioksidan kaynagi oldugu diisiiniilen ve endemik bir
tir olan Nepeta nuda ve Nepeta fissa bitkilerinin antioksidan seviyelerini ¢esitli
metodlarla belirleyip HPLC cihaziyla ihtiva ettigi fenolik bilesikleri tespit ¢alistmasi
yapilmistir.



1.1. Cahsmada kullamlan bitki tiirleri

Nepeta bitki cinsi Lamiaceae ailesinin en genis bitki cinslerinden biridir. Bu cins
diinyanin farkli bolgelerinde 300°den fazla tiire sahiptir. Genellikle bu tiirler ¢ok yillik
bitkilerdir fakat bazen yillik tiirler ile de karsilagilmaktadir. Nepeta tiirleri Merkez ve
Giiney Avrupa’da, Giiney Asya’da ve Afrikanin bazi kisimlarinda goriilmektedir.

Nepeta tiirleri halk hekimliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Balgam ve
idrar soktiiriicli etkisi nedeniyle antiseptik 6zellikleri bulunmaktadir. Baz1 ¢aligmalarda
bu bitki cinsinin aneljezik, antifungal ve antiviral aktiviteleri gosterilmistir. Bununla
beraber bu bitkilerin yaglarinin boceklere karst toksik etki gostererek biki savunma
sistemlerine katki sunmaktadir. Nepeta tiirlerini bir 6zelligi de Helicobacter pylori

karsisinda antimikrobiyal 6zelliktedir (Baser ve ark., 2000).

1.1.1. Nepeda nuda subsp. albiflora

S — = - N

Sekil.1.1. Nepeta nuda subsp. albiflora bitki tiriiniin dogadaki fotografi



Aile Lamiaceae
Cins : Nepeta L.
Smf Nepeta nuda L. subsp. albiflora (BOISS.) GAMS

Nepeta nuda subsp. albiflora Hub.-Mor.& Davis bitkisi, tilkemizin birgok
yerlerinde yayilis gosteren ¢ok yillik otsu bir tiirdiir ve 5-8. aylarda ciceklenirler. Bu iller
Adana, Bolu, Kars, Hakkari, Cankiri, Kastamonu, Adiyaman, Amasya, Ankara,
Antalya, Balikesir, Bursa, Giresun, Hatay, Isparta, Icel, Konya, Kiitahya, Malatya,
Kahramanmaras, Mus, Rize, Tunceli ve Van olarak belirtilmistir. Genellikle kaya
yamaglarinda, c¢ayirlik ve dere kenarlarinda, 850-2750 m yiiksekliklerde yetisirler
[Tubives 1].

T

Sekil 1.2. N. nuda subsp. albiflora bitkisinin bulundugu iller

1.1.2. Nepeta fissa

Aile Lamiaceae
Cins : Nepeta L.
Simif Nepeta fissa C. A. MEYER
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Sekil.1.3. Nepeta fissa bitki tiiriiniin herbaryumdaki fotografi

Nepeta fissa bitkisi, tilkemizin birgok yerlerinde dagilis gosteren ¢ok yillik otsu
bir bir tiirdiir ve 6-9. aylarda ¢igeklenmektedir. Bu iller Igdir, Kars, Hakkari, Erzincan,
Erzurum, Eskisehir, Giimiishane, Konya, Sivas, Tokat ve Van olarak belirtilmistir.
Genellikle volkanik kayaglarda ¢ayirlik dere kenarlarinda 1100-1950 m yiiksekliklerde
yetisirler [Tubives 2].
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Sekil 1.4. Nepeta fissa bitkisinin bulundugu iller

1.2. Serbest Radikaller

Degerlik orbitallerinde eslesmemis olarak elektron ihtiva eden ve kimyasal

olarak yiiksek derecede aktif olan molekiil veya atomlar serbest radikal olarak



tammlandirilirlar.  Serbest radikaller, aerobik organizmalarda endojen olarak
metabolizma dogal siireci olarak veya ekzojen olarak radyasyon, zararli isinlar,
karsinojenik maddeler, g¢evre kirlilikleri gibi etkenler ile olusmaktadir. Molekiiler
oksijen (O2) acrobik organizmalarin hayatlarini siirdiirebilmeleri i¢in elzemdir. Viicut
hiicrelerindeki  aerobik metabolizma sonucu oksijen kullanilarak  besinlerin
oksidasyonundan yasamin devami i¢in metabolik yakit olan ATP iiretilmektedir. Bu
islem boyunca bir oksijen molekiilii 4 basamakli reaksiyonlar zinciri ile elektron alarak
H20’ya kadar indirgenmektedir. Oksijen metabolizmasinin dogal yan firiinleri olan ve
yiiksek reaktiviteye sahip reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusmaktadir. Bunlarin arasinda
stiperoksit radikali (O27), hidroksil radikali (OH") ile radikal olmayan hidrojen peroksit
(H202) sayilabilir (Bursal, 2009).

Kuantum kimyasma goére kimyasal olarak olusan bagin yapisinda bir ¢ift
elektron vardir ve bu giftin elektron yonelimleri zit olmak zorundadir. Soyle Ki iki
elektrondan birinin yoni asagi dogru iken digerinin yonii yukari dogru olmalidir. Bu
elektron ciftleri son derece kararlidirlar.

Insan viicudunda bulunan hemen hemen biitiin elektronlar, elektron cifti
halindedir. Bir bag koparsa elektronlarin ya ikisi de bir atomda kalir (heterolitik) ya da
birbirinden ayrilarak her biri farkli bir atomda kalir (hemolitik). Elektronlar birbirinden
ayrilirsa serbest radikal olusur. Eslesmemis olan bu elektronlar ¢ok yiiksek enerjiye
sahiptir ve diger elektronlardan eslesmis olanlar1 da ayirip onlarin molekiiler yapilarini
bozarak metabolizmadaki islevlerine engel olurlar. Bu sdzkonusu durum serbest
radikalleri cogunlukla zararli bazen de yararli yapar (Nelson ve Cox, 2004).

Radikaller, kimyasal bir organik molekiil veya basit bir atom halinde olabilir.
Biitiin biyokimyasal ve kimyasal tepkimeler her zaman atomlarin en dis
yorlingelerindeki  elektronlarin  seviyesinde  gergeklesir. Dis  orbitallerinde
ortaklanmamis elektron olmasi, o kimyasal bilesik veya atomun reaktivitesini
olaganiistii bir sekilde artirir. Bu sebeple serbest radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek
kimyasal maddelerdir. Bazi elementler, atomik yapilarinda ortaklanmamis elektron
igerdikleri i¢in, dogada atomlar olarak degil de molekiiler sekilde bulunurlar. Ornegin
oksijen, hidrojen, azot ve diger bazi elementler dogada atomik halde serbest
bulunmazlar. Soygazlar olarak adlandirilan elementler ise biitiin yoriingeleri
elektronlarla dolu oldugundan son derece kararli bir halde olup serbest atom halinde

bulunurlar ve reaktiviteleri yoktur.



Radikaller, eslesmemis elektrondan dolay1 stabil olmayan, ¢ok kisa yari 6miirlii
maddelerdir. Hiicrenin tiim bilesenleri ile kolayca reaksiyona girme o&zelligine
sahiptirler. Mn?*, Fe** ve Cu?" gibi baz1 gecis metalleri de eslesmemis elektronlari
oldugu halde serbest radikal degillerdir. Fakat serbest radikallerin olusmasinda 6nemli
rol alirlar. Ortaklanmamis elektronu olan molekiiller son derecede reaktiftirler ve
proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi organizmada degisik yapilarda bulunan
molekiillerde yikici peroksidasyon reaksiyonlarini baslatirlar (Kiling, 2002).

Serbest radikaller ortaklanmamis elektronlara sahip olduklarindan dolay1 c¢ok
aktiftirler ve ortamda bulunan diger biyomolekiillere atak yaparak onlarin biyolojik
yapilarina biiyiik 6l¢lide hasar vererek yapilarini bozarlar. Bu radikalik ve reaktif ara
iriinler proteinler, lipitleri ve niikleik asitleri oksitleyebilir ve metabolizmada olumsuz
neticeler olusturabilirler. Buna karsin antioksidan sistemler bu reaktif ve radikal ara
tirtinleri gidererek olumsuz etkilerinin ortadan kalkmasini saglarlar (Temple, 2000).

Elektronlar atomlar igerisinde orbitallerde en fazla iki tane olacak sekilde ve
birbirlerine zit konumdadirlar. Mangan, demir ve bakir gibi gec¢is metalleri
orbitallerinde ise birer elektron bulundurmalarina ragmen radikal karakter géstermezken
bazi atom kombinasyonlar1 (nitrik dioksit, nitrik oksit) bir orbitalinde tek elektron
bulunduran dagilimlari nedeni ile radikalik 6zellik gosterirler. Serbest radikal olarak
goriilen atom veya molekiiller elektron dizilislerinin yaninda lokal Kinetik reaktiviteleri
ve termodinamik yapilari ile degerlendirilmelidir. Reaktif serbest radikaller tahrip
giicleri cok yiiksek oldugundan, insan sagligin1 olumsuz etkileyen hastaliklarin ortaya
¢ikmasindaki rollerinden dolay1 son zamanlarda olduk¢a 6énemli bir hale biirtinmistiir
(Kuntal, 2005).

Serbest radikaller kimyasal olarak asagidaki durumlarda iretilirler.

e Bir molekiiliin tek bir elektron almasiyla serbest radikaller olusabilir.

A+te— A~

e Kovalent bagin homolitik kirilmasi ile serbest radikaller olusabilir.

XY= X+Ye

Yiiksek sicaklik ve enerjiye sahip elektromanyetik dalgalarin etkisi ile kimyasal

baglar kirilabilir. Bu baglarin kirilmasi esnasinda bagin yapisindaki her iki elektron ayri



ayr1 atomlarda paylagilmamis olarak kalarak radikal triinler olusabilir (Ercan, 2008).
Bunlar hemolitik bag ayrilmasi ve bir elektronun transfer edilmesi sonucu olusan

serbest radikallerdir. Hemolitik bag ayrilmasi en yaygin goriilen serbest radikal olusumu

kaynagidir.
e Bir molekiiliin bir tek elektron vermesiyle ya da heterolitik bdliinmesi ile
gergeklesir.
X:Y—>X+Y*

Bu boéliinme esnasinda kovalent bagi olusturan elektronlarin her ikisi de atom
veya atom gruplarindan sadece birinde kalir (Rucker, 2004).

Normal metabolizmanin siirdiiriilmesi ve hiicrelerde enerji iretimi i¢in gerekli
olan bircok meydana gelen tepkimelerde serbest radikaller iretilmektedir. Serbest
radikaller en biiylik zarar1 hiicre zarlarina verir. Serbest radikaller hiicre zarlarindan
elektron alarak eslenir, bundan dolayr hem hiicre zar1 hem de hiicre yapisi bozulur.

Aerobik organizmalarda reaktif oksijen tiirevleri olan molekiiler oksijen tiirleri
reaktif molekiiller iretilir. Bu reaktif molekiiller hem ¢ok kisa omirlidiir, hem de
radikal olmayan diger maddeler ile reaksiyon vererek yeni radikaller olusturur ve zincir
reaksiyonlarin baslamasina sebep olur (Sen, 2001). Reaktif tiirlerden bazilar1 insan
metabolizmasinin vazge¢ilmez bir pargasidir ve anormal sartlarda konsantrasyona bagl
olarak artig gosterebilir. Bazi reaktif tiirler ise insan viicudunda ¢ok az iiretilir ya da hig
tiretilmez; dis kaynakli olarakta alinabilir. Sigara dumani, hava kirliligi, pestisitler,
radyasyon, serbest gec¢is metali iyonlar1 gibi i¢ ya da dis kaynaga bagli olarak meydana

gelebilir (Giilgin ve ark., 2003).

1.2.1. Serbest radikal kaynaklar1 ve reaktif oksijen tiirleri

Normal bir metabolizmada oksijenli solunum neticesinde molekiiler oksijenin
(O2) H20’ya kadar indirgenir. Hiicre mitokondrisinde gergeklesen elektron transport
zincirindeki eksik indirgenmis oksijen sizintilar1 en biiyiik serbest oksijen radikalleri
kaynagidir. Mitokondrilerin i¢ zarlarinda da gerceklesen oksidatif fosforilasyon zinciri

bilesenleri indirgendiginde mitokondriyal siiperoksit radikal iiretiminde artis olur.



Hiicrelerde olusan serbest radikaller endojen veya ekzojen kaynaklidir. Ekzojen
olanlar alloksan, parakuat gibi kimyasal maddelerin etkisi, parasetamol, CCls gibi ilag
zehirlenmeleri, UV veiyonize radyasyon, hava kirliligine sebep olan fitokimyasallar,
solventler, sigara dumanlar1 gibi dis kaynaklar gosterilebilir (Giilgin ve ark. 2003). En
onemli serbest oksijen radikalleri sunlardir (Ercan, 2008).

e Oy (Stiperoksit radikali)

e HO (Hidroksil radikali)

e H202 (Hidrojen peroksit)

e Singlet Oksijen (*O,) radikali

1.2.1.1. Endojen kaynaklar

Serbest radikallere endojen kaynaklar olarak; mitokondrial elektron transport
zinciri, redoks tepkimeleri, endoplazmik retikulum, arasidonik asit metabolizmasi
sonucu serbest radikal iiretimi, endotelyal ve fagositik (monosit ve makrofajlar vs.)
hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz gibi enzimler ile

otooksidasyon tepkimeleri 6rnek gosterilebilir (Glimiistas ve Atukeren, 2008).

1.2.1.2. Eksojen kaynaklar

Serbest radikallere eksojen kaynaklar olarak ise; ila¢ oksidasyonlari, radyasyon, giines
15181, (UV) 1sinlari, egzoz gazlar ve sigara dumani, pestisitler, solventler, anastezik
maddeler, aromatik hidrokarbonlar gibi ksenobiyotikler, stres, kiikiirt dioksit, ¢evresel

toksik ajanlara 6rnek olarak gosterilebilir (Silinsin, 2016).

1.3. Antioksidanlar

Antioksidan maddeler diisiik konsantrasyonlarda bile substratin oksidasyonunu
durduran veya geciktiren maddelerdir. Organizmadaki hiicre ve dokular, serbest
radikalleri ve radikallerin sebep oldugu tepkimeleri inhibe eden sistemlere sahiptir.

Antioksidanlar bu radikalik {riinlerle hizla tepkime vererek otooksidasyon ve
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peroksidasyonun ilerlemesine engel olan madde veya sistemler olarak tanimlanir (Boga,
2013).

Organizmadaki hiicre ve dokular, serbest radikalleri ve radikallerin sebep oldugu
tepkimeleri inhibe eden sistemlere sahiptir. Antioksidanlar bu radikalik tiriinlerle hizla
tepkime vererek otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesine engel olan madde veya
sistemler olarak tanimlanir (Aras ve ark., 2016; Bingol ve Bursal, 2018).

Canlilar reaktif oksijen tiirlerine karsi viicutta organ ve hiicre sistemlerini
korumak i¢in kompleks ve karmasik antioksidan sistemlere sahiptirler. Bu sistemler,
radikalik triinleri notralize eden ve bu yapilarla etkilesim gosteren, endojen ve eksojen
orjinli birbirinden farkli bilesiklerdir. Zincir kirma tepkimelerinin hemen her
basamaginda degisik miktarlarda hidroperoksit olusmasi, ortamdaki iiriinler ve zararin
tamamen yok edilememesinden dolay1 oksidasyon tepkimeleri ve radikalik {iriinler
tamamen yok edilemez (Valko, 2007).

Antioksidanlar, organizmanin  oksidan-antioksidan  dengesini  koruyan
mekanizmalarin en az biri lizerinden etki ederler. Antioksidan mekanizmalar; lipid,
protein ve DNA gibi molekiillerde olusan hasarin giderilmesinde, radikalik iiriinlerin
temizlenmesinde, hiicredeki bazi enzim tiplerindeki kayiplarin 6nlenmesinde, serbest
radikallere sebep olan kimyasal tepkimelerin durdurulmasi ya da tepkime hizinin
baskilanmasi gibi pek ¢ok durumda dnemli gorevler yaparlar (Gutteridge, 1995; Giizel
ve ark., 2013).

Antioksidanlar, oksidasyonun radikal zincir mekanizmasinda stabil ara iirliniin
olusumuna neden olan ve zincir tepkimesini kiracak sekilde tepkimeye katilan
maddelerdir. Olusan iirlinler oksidasyon zincir tepkimesinin kirilmasina neden
olduklarindan yagl gidalarda kullanilmasi ozellikle gerekmektedir. Antioksidanlarin
istenen diizeyde etki gosterebilmesi igin, yag ve yaglh gidalarin iiretiminde veya
tretiminden hemen sonra gidalara eklenmeli ve bitkisel ve hayvansal yaglarda ¢ok 1yi
karigtirilmali, {iriinlin icinde homojen olarak dagilmasi saglanmalidir (Giilgin ve ark.,
2011).

Lipit  oksidasyonunun oOnlenmesinde  kullanilan  antioksidanlar, etki
mekanizmalarma gore iki gruba ayrilir. Birincisi olusan radikallerle birlesen
antioksidanlar digeri ise yag asidinin parcalanmasi ile meydana gelen radikalin
olusumunu engelleyen antioksidanlardir. Bu iki tiir antioksidan birlikte
kullanildiklarinda sinerjist etki gostererek antioksidatif etkiyi dahada artirirlar (Gok,
2006).
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1.3.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlarin siniflandirilmasi asagidaki gibi yapilabilir.
Yapilaria gore:
e Enzimatik
e Non-enzimatik
Coziiniirliiklerine gore:
e Suda ¢oziinenler (C Vitamini, glukoz, tirik asit, glutatyon, sistein)
e Lipidlerde ¢ozilinenler (B-karoten, a-tokoferol, flavonoidler, bilirubin)
Kaynaklarma gore:
e Organizmada bulunanlar (Endojen) (Katalaz, o tokoferol, SOD)
¢ Disaridan alinanlar (Ekzojen) (Adenozin, Allopurinol)
Yerlestikleri yere gore:
e Intraselliiler (SOD, Glutatyon peroksidaz, Katalaz)
o Ekstraselliiler (Askorbik asit, Transferrin, Albumin) (Baykal, 1998).

1.3.1.1 Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz Enzimi: SOD, GPx ve CAT ile birlikte hiicrelerdeki O2*
diizeyini kontrol etmektedir. SOD enzimi siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite
dismutazyonunu katalizlemektedir. SOD tarafindan katalize edilen tepkime ile bir Oz’
radikali yiikseltgenirken diger Oz  radikali ise H202’ye indirgenmektedir. SOD
aktivitesinin eritrositler gibi oksijen tasinmasi yiliksek olan dokularda fazla oldugu
bildirilmektedir. Bunun yani sira graniilosit fonksiyonlari i¢in de 6nemlidir. Fagosite
edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiirtilmesinde rol almaktadir.

Glutatyon Peroksidaz Enzimi: Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksit ve gesitli
hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Glutatyonu indirgeyici ajan
olarak kullanmaktadir. GPx aktivitesindeki azalma H2O: artisina ve siddetli hiicre
hasaria yol agmaktadir.

Katalaz: Siiperoksit dismutaz tarafindan katalize edilen dismutasyon reaksiyonu
sonucu olusan H202’yi  su ve molekiiller oksijene c¢evirmektedir. H20-

konsantrasyonunun yiiksek oldugu dokularda katalazin enzimatik aktivitesi
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yiikselmektedir. Kanserli dokularda daha yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu
gosterilmistir. CAT aktivitesinin ¢ok biiyliik bir kisminin eritrositlerde gerceklestigi
bildirilmektedir (Rucker, 2004).

Hiicre i¢inde ve hiicre disinda gbrev yapan antioksidanlarin etki mekanizmasi
farklidir. Hiicre disinda gorev alan bir antioksidanin etki mekanizmasi katalitik metal
iyonlarmi uzaklastirma seklindedir. Membranlar, hiicre i¢inin sivi olan ortamindan
farkli olarak hidrofobiktir. Membran yag dokusunda oldugundan burada olusan
radikaller hiicre i¢inde olusan radikallerden farklidir. Dolayisiyla membranin
antioksidan reaktivitesi farkli olur. Yagda ¢oziinen E vitamini membran tabakasi disinda
zaylf bir antioksidan olmasima ragmen membran iizerinde en giiglii ve en 6nemli

antioksidan olarak bilinir (Aras, 2016).

1.3.1.2. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidan kaynaklari sunlardir.
e Cvitamini
e Askorbil palmitat ve askorbil stearat
e E-Vitaminleri (tokoferoller)
e Glikoz oksidaz
e Polifenolik bilesikler
- Flavonoidler
- Fenolik asitler
e Karotenoidler

o Sulfitler

Dogal antioksidanlar bitkinin her kisminda bulunur. Dogal antioksidanlar
fenoller, flavonoitler, karotenoidler, vitaminler, glutatyon ve endojen metabolitleri
icerir. Bitki kaynakli olan antioksidanlar serbest radikalleri siiptiriicii, peroksitleri
parcalayici, singlet ve triplet oksijen kuengeri, enzim inhibitorii ve sinerjist olarak islev
goriirler (Larson, 1998). Meyve ve sebzeler de bir¢ok antioksidan bulunur.
Antioksidanlar; sebze ve meyve disinda tohum, yaprak, cicek, kok ve kabuklarda bol
miktarda bulunur (Pratt ve ark., 1990). Dolayisiyla sebze ve meyvelerin bol miktarda

tilketilmesi hastaliklara yakalanma riskinde 6nemli 6lglide azalmaya sebep oldugu gibi



13

kansere yakalanma riskinde ve 6liim oraninda da diisiise sebep oldugu anlasilmaktadir
(Ames ve ark., 1993).

Onemli dogal antioksidanlar olarak C vitamini (askorbik asit), tokoferoller,
karotenoidler ve skualen sayilabilir. Askorbik asit, bitkilerde ve bazi memelilerin
karacigerinde glukozdan sentezlenir. Askorbik asit bazi enzimlerde kofaktor olarak rol
oynar. Bunlardan en 6nemlisi olarak, kollagenin biyosentezinde yer aldig1 bilinen prolin
aminoasidinin hidroksiproline hidroksilasyonu gibi reaksiyonlara katilmasi 6rnek
verilebilir. Ayrica askorbik asit dopamin-B-hidroksilaz aktivitesi i¢in de gereklidir
(Padayatty ve ark., 2003). Askorbik asit, turunggillerde, domates, brokoli, 1spanak vb.
yesil yaprakli patates gibi bazi sebze ve meyvede bulunur. Askorbik asit ¢ok hizl
oksidize oldugundan sebze ve meyvelerin pisirilme ve hazirlanma sirasinda yapisinda
bulunan askorbik asit ¢cogunlukla ise yaramaz hale gelir. Bundan dolay1 askorbik asit
ihtiva eden besinlerin az pisirilmesi, ¢ig olarak yemek miimkiinse kesildiginde kisa bir

stire i¢inde tliketilmesi Onerilir (Serbetgi, 2007).

1.3.1.3. Sentetik antioksidanlar

e Eritrobik asit ve sodyum eritrobat

e Butillenmis hidroksi anisol (BHA)
e Butillenmis hidroksi toluen (BHT)
e Tersiyer butilhidrokinon (TBHQ)

o Gallatlar (propil gallat)

¢ Nondihidroguairatik asit (NDGH)

Sentetik antioksidanlar besinlerin oksidasyonuyla olusan kimyasal yapi, aroma
ve tatlarindaki bozulmalar, koku olusumu ve ihtiva ettikleri vitamin miktarlarindaki
azalmalar gibi sorunlar1 ¢6zmek ve bunlarin rafta kalma siirelerini uzatmak maksadiyla
sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Fakat son zamanlarda sentetik antioksidanlar
tizerinde yapilan baz1 arastirmalarda toksik ve kanserojen olabilecegi anlasildigindan bu
maddelerin kullanilmasinda cidddi yasak ve sinirlamalar getirilmistir (Haigh, 1986).

Uzun yillardir antioksidanlar gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), tersiyer

biitilhidrokinon ve gallatlar gidalarda kullanimi en sik olan antioksidanlardir. Fakat bu
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antioksidanlarin sentetik olmalari, toksik etkileri, yliksek maliyetleri ve tiiketicilerin
katki maddeleri hakkindaki endiselerinden dolayr son zamanlarda dogal antioksidan

kullanimina y6nelim baslamistir (Giilgin ve ark., 2011).

1.3.2. Antioksidan etkiler

Antioksidan etkiler su sekilde siralanabilir;

Stiptiriicti etki: ROT’u etkileyerek tutma veya daha zayif bir molekiile ¢evirme
islemidir. Enzimatik antioksidanlar bu sekilde etki gostermektedir.

Bastiric1 etki: ROT ile etkileserek onlara bir elektron aktarilmasi suretiyle
aktivitelerini azaltan veya inaktif hale getiren etki seklidir. Vitaminler, flavonoidler ve
trimetazidin bu sekilde etki gostermektedir.

Onarici etki: DNA hasarmin tamiri bu sekildedir. DNA tamir enzimleri ve
metiyonin siilfoksit rediiktaz bu sekilde etki gdstermektedir.

Zincir kiricr etki: Serbest radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini kirmak

suretiyle fonksiyonlarinin engellenmesine sebep olan etkidir (Pinchuk, 2002).

1.4. Fenolik Bilesikler

En az bir hidroksil grubu (OH) ve bunun fonksiyonel gruplarini ihtiva eden
aromatik halkali bilesikler ve fenolik asitler olarak tanimlanirlar. Fenolik bilesiklerin en
basiti bir tane hidroksil grubu bagli olan benzen halkasidir. Birden ¢ok (OH) grubu
iceren fenolik maddeler ise polifenol olarak tanimlanir (Aras ve ark., 2018).

Aromatik bitkide antioksidan aktiviteigerdigi sekonder komponentlerin
miktariyla dogrudan iliskilidir ve "fitokimyasallar” olarak bilinirler. Bu komponentlerin
miktar1 bitkideki (ontogenetik, morfogenetik, diurnal ve cevresel etkenler), genetik
farkliliklarindan dolayi bitkiden bitkiye degismektedir. Fenolik asit bilesikleri igerisinde
yogun olarak bulunanlarfenolik asitler, flavonoitler ve fenolik terpenlerdir. Bu bilesikler
ve esterlerinin antioksidan etkileribilesik icerisindeki hidroksilgrubu sayisiyla dogru
orantilidir (Tohma ve ark., 2016).

Fenolikler alt1 iiyeli aromatik benzen halkasina direkt bagh bir (-OH) grubu

iceren ve bu (-OH) grubundan bir proton kaybetmeye meyli olan aromatik ve zayif
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asidik olan bilesiklerdir. Bu yapilar organizmada cesitli nedenlerle olusmus serbest
radikaleri siipiirme islevine sahiptirler. Fenoliklerin antioksidan aktivitesi, iyonik
metallerle bilesik olusturma (metal selatlama) singlet oksijen olusumunun engellenmesi
ya da azaltilmasigibi fonksiyonlardan kaynaklanir. Yani bunlar, cesitli reaktif oksijen
tiirlerini (serbest oksijen, peroksinitrit ve hidrojen peroksit) hiicrelerden uzaklastirarak
metabolizmayi zinde tutarlar (Giilgin, 2010).

Bitkilerin en ¢ok ihtiva ettigi yapilarin basinda fenolik bilesikler veya
polifenoller gelir. Bitkilerde binlerce farkli fenolik yapilarin oldugu bilinmektedir. Bitki
tarafindan sentezlenen ve yapisinda mevcut olan fenolik bilesiklerden bir digeri de
flavonoidlerdir. Flavonoidler, fenolik igeriklerinden dolay1 antioksidan 6zellige sahiptir.
Flavonoidler ¢ogunlukla suda ¢oziiniirler. Bu grup bilesikler arasinda yakin yapisal
iligkiler vardir. Flavonoid yapisindaki heterosiklik halkanin oksidasyon derecesine bagl
olarak farkli gruplar ortaya ¢ikmaktadir. Flavonoitlerden bir kismi, hiicre ve dokularin
reaktif oksijen tiirlerinden etkin bir sekilde korunmasinda rol alirlar. Karoten ve skualen
de dogal antioksidanlardandir. Karotenler hiicreyi 1s1k, hava ve diger foto
sensitizisasyon etkilerinden koruyan ve bu ortamlarda antioksidan olarak gorev yapan
bilesiklerdir. Skualen ise bir serbest radikal siipiiriiciisii olmakla beraber ayni zamanda
singlet oksijen kuengeri olarak da gorev yapmaktadir (Kohno ve ark., 1995).

Fenolik bilesikler bitkilerin yaprak, ¢icek ve govde kisimlarinda bulunur.
Bundan dolayr aromatik bitkileringicek ve yaprak kisimlarinin kurutulmasi ve drog
halinde veya distilasyon, ekstraksiyon gibi metotlarla elde edilen ugucu yag oziitleri
seklinde kullanilir. Her aromatik bitkinin kimyasal yapist farkli sebeplere bagh olarak
degisiklik gosterdiginden, antioksidan etki dereceleri degiskenlik gosterir (Arslan,
2007).

Fenolik bilesikler benzen halkasina hidroksil bagl kimyasal bilesiklerdir. Bu
sekonder metabolitler bitkilerde ¢ok fazla tir ve miktarda bulunurlar. Antioksidan
Ozelligi olan gruplarmin igerisindeki en onemli bilesikler fenolik maddelerdir.
Meyvelerin ve ciceklerin renklenmesine sebep olurlar ve gevresel stres etmenlerine
kars1 bitkilere koruma saglarlar (Cemeroglu, 2004).

Fenolik antioksidanlar serbest radikal giderici ve metal selatlamada fonksiyon
alirlar. Bu bilesikler ve bazi tiirleri otooksidasyonun onlenmesinde ¢ok etkin rol
oynarlar. Bazi bitkilerde bulunan fenolik bilesikler son yillarda antioksidan kaynagi

olarak kullanilmakta ve ticari amaclarla da iretilmektedir. Diyette koruyucu etkiye
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sahipantioksidan maddelerin gidalardaki miktarlarinin ve alinmasi gereken dozlarinin
bilinmesi ¢ok 6nemlidir (Shahidi, 2004).

Sekil 1.5’te baz1 fenolik bilesiklerin (1: rhamnetin, 2: quinik asit, 3: malik asit, 4:
klorogenik asit, 5: quercetin, 6: kaempferol, 7: protokatesik asit, 8: tr- kafeik asit, 9: p-
kumarik asit, 10: hesperetin, 11: 4-OH benzoik asit, 12: salisilik asit, 13: luteolin,14:

vanillin) kimyasal yapilar1 verilmistir.

Sekil 1.5. Bazi fenolik bilesik kimyasal yapilari
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Daha oOnceki calismalarda farkli Nepeta tiirlerine ait fenolik bilesik tayinleri,
biyolojik aktiviteler, ugucu yag asit tayini gibi pek cok ¢alismalar yapilmistir. Ancak
yapilan literatiir taramalarinda Nepeta nuda L. subsp. albiflora ve Nepeta fissa tiirlerine
ait karsilastirmali antioksidan aktivite ve fenolik igerik tayinlerine rastlanilmamistir. Bu
bitki tiirlerine ait baz1 ¢alismalar sunlardir.

Bir c¢alismada Iran’da bulunan Nepeta fissa tiiriiniin g¢evresel durumlar
degisikligi neticesinde esansiyel yag iceriklerindeki degisikliklere sebep oldugu rapor
edilmistir (Talebi ve ark., 2017). Yine benzer bir calismada Iran’da bulunan Nepeta
fissa tiiriiniin ugucu yag analizi GC-MS ile yapilmis olup caryophyllene, caryophyllene
oxide, muurolene, valencene ve pinene bilesikleri bulunmustur (Sefidkon ve ark., 2002).

Cakir (2011) tarafindan yapilan bir ¢calismada ise Tirkiye’de yayilis gOsteren
Nepeta cinsinin 5 farkli tiirli incelenmistir. Bu tiirler sunlardir; N. congesta Fisch. &
Mey. var. cryptantha (Boiss.) Hedge & Lamond, N. congesta Fisch. & Mey. var.
congesta, N. stricta (Banks & Sol) Hedge & Lamond var. stricta, N. stricta (Banks &
Sol) Hedge & Lamond var. curvidens (Boiss. & Bal) Hedge & Lamond, N.
heliotropifolia Lam. var. heliotropifolia. Anatomik ¢alismalarda gévde ve yapraklardan
aliman kesitler detayli incelenmistir. Govde ve yapraklardaki tiiy Ortiisii de ayrintili
olarak incelenmistir. Yine benzer bir ¢alismada ise Jamzad ve ark. (2003) tarafindan
Iran’ daki iic Nepeta tiirii iizerinde incelenmis calismada yeni bulunan 3 tiiriin
morfolojik ve molekiiler 6zellikleri ortaya konmus ve bu karakterler g6z oniine alinarak
mevcut bulunan tiirler ile diger akraba taksonlarla karsilastirilmistir (Kaya ve Dirmenci,
2008).

Bagka bir ¢aligmada ise Dirmenci (2003) endemik olan iki yakin tiir olan Nepeta
L. tiiriiniin (N. sulfuriflora P.H Davis ve N. cadmea Boiss) durumlar: karsilagtirilmistir.
Yapilan arazi gozlemleri ve g¢alismalar sonucunda iki tiirin durumlarinin korumasi
gerektigi sonuca varmaistir.

Acgar ve ark. (2010) tarafindan endemik bir tiir olan N. baytopii Hedge &
Lamond’un ¢esitli anatomik 6zellikleri incelenmistir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar
literatiirdeki diger Nepeta tiirleri ile karsilastirilmis ve tartisilmistir. Tiiriin anatomik
yapist familyanin genel anatomik Ozelliklerine benzer oldugu tespit edilmistir.

Arastirmaci, govde ve yapraklarda goriilen tiiyleri oOrtli ve salgt olmak {izere
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smiflandirmislardir.  Salgr  tliylerini  kapitat ve peltat olarak iki tip olarak
gruplandirmiglardir.

Diger bir ¢alismada ise Kili¢ (2013) tarafindan Adiyaman’da var olan N. cataria
bitki tiirtiniin morfolojik O6zellikleri sistematik olarak arastirilmistir. Bu morfolojik
caligmalar sonucunda tiirlerin yaprak sekli, yaprak tiiy oOrtiisii, tohum, ginekeum,
korolla, androkeum ve kaliks 6zellikleri belirlenmis ve Tiirkiye Florasi’ndaki 6zellikleri
ile karsilastirllmistir. Ayrica, N. cataria tiiriiniin morfolojik 6zellikleri, govde ve yaprak
tiiy Ortiisii, polen ve tohum 06zellikleri ile incelenmistir. Bu ¢alisma ¢igek ve cigeklenme
ile ilgili morfolojik ve anatomik bir ¢alisma sunmaktadir.

Yine bir bagka ¢alismada Acar ve ark. (2011) Tiirkiye’de Nepeta L. cinsinin,
Nepeta baytopii (sect. Schizocalyx) ve N. sorgerae (sect. Subinterruptae) olmak iizere
iki endemik tiirii tizerinde Nepeta tiiriinii anatomik yonden incelenmistir. Anatomik bu
calismada, Nepeta tiirlerinin gévde ve yaprak anatomisi ile trikom mikromorfolojisi
incelenmistir. Tirlerin anatomik karakterlerinin Lamiaceaenin olagan ozelliklerine
benzer oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda bu iki tiiriin periskl, kollenkima, ksilem ve
floem siralari ile tiiy oOrtiilerinde farkliliklar goriilmiistiir.

Bu c¢alismada Ozaydin ve ark. (2004) tarafindan endemik N. nuda L. subsp.
lydiae P.H. Davis alt tiiriiniin morfoloji ve karyolojisi incelenmistir. Yapmis olduklari
bu calismada N. nuda subsp. lydiae alt tiiriinin morfolojisi ve kromozom sayisi
hakkinda yapilmis olan ilk ¢alisma olarak nitelendirilir. Yapilan bu galismada incelenen
bu alt tiirlerin diger alttiirlerden morfolojik olarak farklari oldugu tespit edilmistir.
Yapilan sitogenetik calismada ise, N. nuda subsp. lydiae alt tiiriiniin sahip oldugu
kromozom sayisinin 2n=18 oldugu belirlenmistir.

Herron (2003) tarafindan yapilan calismada, bir kiiltiir tiirii olan N. cataria
(Catnip-Kedi nanesi) ile bunun dogal yayilis gosteren drnekleri morfolojik, anatomik ve
fizyolojik olarak karsilagtirilmigtir. Catnip-Kedi nanesinin halk arasinda kullaniminin
nedeni olan sekonder metabolitlerin tiiriin salg tiiylerinde depolandig1 tespit edilmistir.
Kiiltiir ve yabani 6rneklerin yaprak tiiy ortiisiinde farkliliklar gériilmemistir. Caligsmada,
N. cataria bitkisinin tiiy ortiisii ile kedilerin bu bitkiyi kullanim1 arasindaki iliski de
tartisilmistir.

Acar ve ark. (2010) tarafindan endemik bir tiir olan N. baytopii Hedge &
Lamond’un anatomik o6zellikleri incelenmistir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglar
literatlirdeki diger Nepeta tiirleri ile karsilagtirllmis ve tartisilmistir. Tiiriin anatomik

yapist familyanin genel anatomik oOzelliklerine benzer oldugu tespit edilmistir.
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Arastirmaci, govde ve yapraklarda goriilen tiiyleri ortli ve salgt olmak {izere
smiflandirmiglardir.  Salgi tiiylerini  kapitat ve peltat olarak iki tip olarak
gruplandirmislardir.

Celenk (2006) ¢alismasinda Nepeta cinsinin Tiirkiye’deki 35 tiir, 42 taksona ait
74 farkli lokaliteden toplanmis bitki 6rneklerinin polen morfolojileri 151k mikroskobu ve
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelemistir. Tiirkiye’de yayilis1 olan
Nepeta taksonlar1 arasinda alt1 farkli polen tipi ayirt edilmistir. Wodehouse yontemi
olgtimleri ve SEM ile elde edilen verilerden yararlanilarak Tirkiye’de varlik gosteren
Nepeta taksonlar i¢in palinolojik yapilarini igeren bir ayirim cetveli olusturulmustur.

Seyed ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada Nepeta fissa C.A. Mey’in morfolojik
karakterleri ve sistematik icin arastirildi. Stereo mikroskopta yapilan morfolojik
caligmalarin sonunda; yaprak sekli, yaprak indumentum, kaliks, corolla, gynoecium,
androecium, filamentlerin onlarla baglantis1 ve tohum karakterleri belirlendi ve Tiirkiye
Florasi ile karsilastirildi. Ayrica govde ve yaprak indumentum, N. fissa'nin polen
karakterleri ve tohum kaplama yiizeyi SEM ile incelenmistir. Sonug olarak, bu ¢alisma
ile tan1 amagh yeni morfolojik karakterler tespit edildi ve N. fissanin deskripsiyonu
genisletilmistir.

Ozcan ve ark. (2018) yaptig1 bir calismada, Tiirkiye’de dogal olarak varlik
goOsteren bazi Nepeta tiirlerinin kromozom sayilar1 ve morfometrik 6zellikleri incelendi.
Nepeta L. cinsine ait olan N. trachonitica Post., N. macrosiphon Boiss. ve N. racemosa
Lam. tiirlerinin kromozom sayilari ve morfolojileri karyolojik teknikler kullanilarak
arastirilmistir. Diploid kromozom sayilart N. macrosiphon, N. racemosa 2n=16, N.
trachonitica 2n=18 olarak bulundu.

Yine baska bir calismada (Ozcan, 2018), Tiirkiye igin yeni bir alttiir olan N.
sibthorpii Benth tanimlanmistir. Teshis karakterleri, tamimlari, detayli resimler ve
taksonomik yorumlar: sunulmustur. N. sibthorpii tiiriiniin ilgili dort alttiirii ile nitelikleri
karsilagtirilmistir ve N. sibthorpii ssp. tumeniana haritalanmistir. Bitkisel parcalardan
elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimi ve Nepeta'nin farkli bitki boliimleri, GC ve
GC/MS tarafindan incelenmis ve altmig iki bilesen nepetalaktonlarin stereoizomerleri
olarak bulunup ve izole edilmistir.

Nepeta cinsinin 2 kiiltiir ¢esidi olan Nepeta cataria ve Nepeta grandiflora (Sect.
Nepeta)’ nin nutlet morfolojisi, anatomisi ve musilaj iiretimini incelemistir. Arastirmact,
perikarp yiizey yapisinda, diiz ve oymali olmak fiizere iki ana tip tanimlamustir.

Incelenen Nepeta tiirlerinin nutlet mikro ve makromorfolojileri ayrintili olarak
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tanimlanmistir. Ayrica bu ¢aligmada, musilaj iretimleri de arastirilmigtir. Nutlet
karakterlerine dayali bir morfo-anatomik teshis anahtar1 yapilmustir.

Aras (2016) calismasinda Nepeta nuda bitki tiirtiniin farkli bir alttiirii olan
Nepeta nuda subsp. lydiae bitkisinin antimikrobiyal veantioksidan aktivitelerini

belirlemis, LC-MS/MS analiz metodu ile bu bitkinin fenolik igerik analizini yapmuistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan bitki materyali

Calisma kapsaminda ilk olarak Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora
bitkileri temin edilmistir. Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkileri Bing6l
Universitesi Ogretim Uyesi Dog. Dr. Omer Kilig tarafindan Bingdl ilinden dogal
habitatlarindan toplanmis ve siniflandirilmast “The Flora of Turkey and East Aegean
Islands” (Davis, 1975) referansina gore yapilmistir.

Mus Alparslan Universitesinin ilgili biriminin yapmis oldugu ihale ve satin alma
islemleri sonucunda, projede kullanilan kimyasal malzemeler, sarf malzemeler,

otomatik pipet takimi teslim alinmis ve ¢aligmalarda kullanilmaya baglanilmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan bitkilerin antioksidan madde etkilerini belirlemek igin
yapmis oldugumuz ¢alismalarda kullandigimiz kimyasal maddelerden bazilar1 Mus
Alparslan Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Komisyonu tarafindan BAP-18-SYO-
4902-01 nolu proje ile satin alinmigtir. ABTS (2,2-azino-bis-3- etilbenzo-tiyazolin-6-
stilffonik asit), DPPH (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil), BHA (butillenmis hidroksi anisol)
ve BHT (butillenmis hidroksi toluen) ve neokuprin (2,9-Dimethyl-1,10-phenanthroline)
Sigma-Aldrich’ten satin alindi. Mus Alparslan Universitesi Merkezi Laboratuvarindan
FeCl,, Na2HPO4, NH4SCN, KsFe(CN)s, FeCls, TCA (triklor asetik asit), potasyum
persiilfat kimyasal maddeleri ile etanol, metanol, saf su ¢oziiciileri, cam malzemeler ve

gerekli diger kimyasal maddeler karsilandi.

3.1.3. Metotlarda kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi
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3.1.3.1. ABTS metodunda kullanilan ¢ozeltiler

1. Fosfat tamponu (pH 7.4; 0.1 M): 1.36 g KH2PO4 kimyasal maddesi bir beher
igerisinde tizerine 85 ml saf su eklenerek ¢oziinerek pH metre ile pH’s1 7.4’e ayarlandi.
Cozeltinin toplam hacmi saf su ile 100 mI’ye tamamlandi.

2. ABTS ¢ozeltisi (2 mM): 11 mg ABTS maddesi alinarak bir beher igerisinde
tizerine 80 ml saf su eklenerek ¢oziilerek son hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlandi.

3. Potasyum persiilfat ¢ozeltisi (2.45 mM): 66.25 mg K>0gS> kimyasal maddesi
0.1 Molar fosfat tamponunda (pH: 7.4) tamamen ¢oziiniinceye kadar oda sicakliginda

manyetik karigtiricida karistirildi. Son hacim 100 ml’ye saf su eklenerek tamamlandi.

3.1.3.2. DPPH metodunda kullamilan ¢ozeltiler

1. DPPH ¢ozeltisi (1 mM): 39 mg DPPH kimyasal maddesi 100 ml etanolde 151k
gecirmeyen tamamen karanlik bir ortamda 12 saat boyunca magnetik karistiric

yardimiyla tamamen ¢oziinerek DPPH serbest radikali ¢ozeltisi hazirlandi.

3.1.3.3. Tiyosiyanat metodunda kullanilan ¢ozeltiler

1. Fosfat tamponu (0.04 M): Cozeltiyi hazirlamak icin 2.27 g Na2HPO4 kati
maddesi alindi, tizerine 360 ml saf su eklenerek ¢oziildii ve pH’st 7.4’e ayarlandi.
Toplam hacim saf su eklenerek 400 ml’ye tamamlandi.

2. Linoleik asit emiilsiyonu: 50 ml fosfat tamponunda (pH: 7.4) 265 ul linoleik
asit karigtirilarak derisimi 0.017 M olan linoleik asit sivi-sivi homojenize karisimi
hazirlandi. Emiilgator olarak Tween-20 ilave edilip karigimin homojen olmasi saglandi.

3. HCI ¢ozeltisi: %3.5’luk HCI ¢ozeltisi hazirlamak igin %37°lik HCI’den 9.46
ml alinarak saf su ile son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

4. FeCly c¢ozeltisi (20 M): Bu ¢ozeltiyi hazirlamak igin 281 mg kati
FeCl2.3/4H20 maddesi %3.5’luk HCI ile ¢oziinmesi saglanarak son hacim ayni
¢ozeltiyle 100 ml olarak ayarlandi.

5. NH4SCN c¢ozeltisi (%30): Bu ¢ozeltiylr hazirlamak i¢in gerekli olan 30 g

NH4SCN kat1 maddesi saf suda ¢oziildii, son hacmi saf su ile 100 ml olarak ayarland.
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3.1.3.4. FRAP metodunda kullanilan ¢o6zeltiler

1. Fosfat tamponu (0.2 M): Bu ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 6.24 g NaH2PO4 kati
maddesi saf suda ¢6ziinmesi saglanarak son hacmi 250 ml’ye tamamlandi ve NaOH
cozeltisiyle pH’s1 6.6’ya ayarlandi.

2. KsFe(CN)e ¢ozeltisi (%]1°lik): Bu ¢ozeltiyi hazirlamak igin 2.5 g kati
KsFe(CN)e maddesi saf suda ¢oziilerek ¢ozeltinin hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

3. TCA ¢ozeltisi (%10’luk): Bu ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 25 g TCA kat1 maddesi
bir miktar saf suda ¢oziilerek ¢ozeltinin hacmi 250 ml’ye ayarlandi.

4. FeCls gozeltisi (%0.1°1ik): Bu ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 83 mg FeCls-6H20

kat1 maddesi saf suda ¢oziilerek ¢ozeltinin hacmi 50 ml’ye ayarlandi.

3.1.3.5. CUPRAC metodunda kullanilan ¢ozeltiler

1. CuCl; ¢ozeltisi (0.01 M’lik): Bu ¢6zeltiyi hazirlanmak igin 94 mg CuCl: kati
maddesi alind1 ve 100 ml saf suda ¢6ziinmesi saglandi.

2. neokuprin ¢ozeltisi (7.5x10° M): Bu ¢ozeltiyi hazirlanmak icin 156 mg
neokuprin kati maddesi alinarak 100 ml etanolde ¢6ziildii.

3. CH3COONHj4 tamponu (1 M): Bu tampon ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 15.4 g
CH3COONH4 kat1 maddesi alinarak 160 ml saf suda ¢oziilerek pH’s1 6.5’e ayarlandi.

Cozeltinin hacmi saf su eklenerek 200 ml’ye ayarlandi.

3.1.4. Kullanilan cihazlar

Analitik hassas terazi: Scaltec SBA 41

Buzdolabi: Argelik

Evaporator: Heidolph 94200, Bioblock Scientific
HPLC cihazi: Agilent Technologies 1260 Infinity Il
Inkiibatdr: Elektro-Mag (0-300 °C)

Liyofilizator: Heidolph Scientific

Magnetik karistirici: Stuart Scientific
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Otomatik mikropipetler: Eppendorf Research® plus

pH metre: Hanna Instrument

Distile su cihazi: Liston A 1210, Rusya

Spektrofotometre (tekli numune): Shimadzu, UV-1208
Spektrofotometre (¢oklu numune): Thermo Scientific, Multiskan
Spektrofotometre kiiveti: Quartz kiivet

Vorteks: Four E's Scientific Vortex Mixer

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin su ve etanol ekstrelerinin hazirlanmasi

Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkilerinin etanol ekstreleri ve
liyofilize su ekstreleri, yontemde belirtildigi gibi hazirlanmistir. Calismalarda kullanilan
Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkileri direkt giines 1sinlarina maruz
birakilmadan oda sartlarinda kurutulmus ve bir parcalayici ile ufalanarak toz haline
getirilmistir.

Su ve etanol ekstreleri hazirlanmasinda 10 g kurutulmus numune aliarak 100
ml saf su veya etanol ile (1/10 :w/v) bir manyetik karistirici ile ayr1 ayri karigtirilmistir.
Karigimlar daha sonra siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve siiztintiiler dondurulduktan sonra
bir su ekstresi liyofilizatorde 5 mm Hg basing ve -50 °C'de liyofilize edilmistir.
Liyofilize su ekstreleri kullanilincaya kadar -30 °C'de bekletilmistir. Etanol ekstreleri
hazirlanmasinda karisimlar daha sonra siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve siiziintiiler bir

evaporatorde 40 °C'de etanol uzaklastirilmistir.

3.2.2. CUPRAC Metoduna goire indirgeme kapasitesi tayini

Nepeta nuda ve Nepeta fissa etanol ve su ekstrelerinin kuprik iyonu (Cu?*)
indirgeme kapasitesi Apak ve ark. (2006) kullandigi CUPRAC metodunun hafif bir
modifikasyonuna gore yapildi. Bunun i¢in deney tiiplerinin her birine 0.01 M’lik CuCl»
¢ozeltisinden 0.25 ml otomatik pipetleme yardimi ile eklendi. Bunun {izerine sirayla

etanolde ¢oziilen 7.5x10° M’lik neokuprinden 0.25 ml ve 1 M’lik amonyum asetat
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tamponundan 0.25 ml ilave edildi. Deney tiipleri iyice karistirildiktan sonra cesitli
konsantrasyonlarda (10-50 pg/ml) bitki ekstreleri ve standartlar aktarildi. Son hacimler
saf su ile 1 ml’ye tamamlandi. 30 dakikalik bir inkiibasyon isleminden sonra 450 nm’de

absorbanslar1 sistematik olarak kaydedildi.

3.2.3. FRAP yontemine gore indirgeme kapasite tayini

Nepeta nuda ve Nepeta fissa bitkilerinin su ve etanol ekstrelerinin ferrik
iyonlarin1 (Fe®*) indirgeme kuvveti Oyaizu (1986) metoduna gore tayin edildi. Bu
yontem i¢in hazirlamis oldugumuz stok ¢ozeltiler kullanildi. Stok ¢ozeltilerin degisik
konsantrasyonlarini i¢geren numuneleri deney tiiplerine alindi ve saf su ile hacimler 1
ml’ye tamamlandi. Tiiplere ayr1 ayr1 olarak 2.5 ml fosfat tamponundan (0.2 M; pH 6.6)
ve 2.5 ml potasyum ferrisiyaniir (%1°lik) eklendikten sonra 50°C’de 20 dakika inkiibe
islemi gerceklestirildi. inkiibasyondan hemen sonra reaksiyon karistmi olan deney
tiplerine 2.5 ml %10’luk triklorasetik asit (TCA) aktarildi. Bu ¢ozeltiden 2.5 ml
alinarak tizerine 2.5 ml saf su ve 0.5 ml FeClz (%0.1°1ik) ilave edildikten sonra 700
nm’de absorbanslar 6lgiildii. Spektrofotometrede kor olarak saf su kullanildi.

Bu yontemin esasi antioksidan ihtiva eden bir maddenin eklenmesi sonucu Fe*3
iyonlar1 iceren bir kompleksin Fe?* ye indirgenmesi esasma dayanmaktadir.
Kullandigimiz bu metotta, hazirladigimiz ¢ozeltinin renginin ortamda bulunan ve
antioksidan ozellik gosteren maddelerin indirgeme yetenekleri sebebiyle kompleks
olusturduklarinda ¢ozeltinin yesil rengin degisik farkli tonlarinda ortaya g¢ikmasi ve

spektrofotometrede 6lgiilen absorbans esasina dayanmaktadir.

3.2.4. DPPH serbest radikali giderme aktivitesi tayini

DPPH radikali uzun émiirlii olarak siniflandirilan bir azot radikalidir. Bu metot
antioksidan olarak gorev yapan maddelerin radikal giderme reaktivitelerini belirlemede
kullanilan en yaygin yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir. DPPHe mor renge
sahip bir radikal olup bize eslesmemis nitrojen elektronlarinin varligindan s6z eder. Bu
yotemde antioksidan aktivitenin tespiti i¢in DPPH radikalinin, antioksidan ozelligi

gosterebilecegi diisiiniilen bitki ekstrakti veya standart ¢ozeltiler ile reaksiyona girmesi
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saglanir. Reaksiyon tamamlandiginda karisimmn renginin agildigini ve sart rengin
olustugu goriiliir. Olusan bu sari rengin anlami, antioksidan olarak diisiiniilen
maddelerin DPPH radikallerini sar1 renkte olan difenilpikrilhidrazine indirgemeleridir.
Yapilan bu ¢alisma sonucunda 517 nm’de azalan absorbans reaksiyon sonucu geriye
kalan DPPHe ¢ozeltisi miktarin1 vermekte ve bu da serbest radikal giderme aktivitesi
olarak tanimlanmaktadir (Bursal ve ark., 2019).

Nepeta nuda ve Nepeta fissa bitkilerden elde edilen ekstrelerin serbest radikali
giderme aktivitesi DPPH i¢in Blois (1958) metodunun gelistirilmis bir formuna goére
gerceklestirildi (Bursal ve Giilgin, 2011). Bu islem icin Oncelikle serbest radikal
¢ozeltisi hazirlandi. DPPH serbest radikalinden 39 mg alindi ve 100 ml etanol de
coziillerek 1 mM DPPH serbest radikali ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢o6zelti olarak
hazirlanan numunelerden deney tiiplerine sirastyla degisik konsantrasyonlarda (10-50
pug/ml) numuneler ve standartlar aktarildi ve toplam hacimleri etanol ile 3 ml olacak
sekilde tamamlandi. Daha sonra ayri ayri her bir numuneye etanolik DPPH
¢ozeltisinden birer ml ilave edildi. 30 dakika oda sicakliginda karanlik bir ortamda
inkiibe islemi gergeklestirildi. Daha sonra ise spektrofotometre cihazinda 517 nm’de
absorbanslar dl¢iildii. Kor olarak etanoldan kaynaklanan absorbans kaydedildi.

Kontrol ¢ozeltisi olarak olarak ise 3 ml etanol ¢ozeltisi {izerine 1 ml DPPHe
cozeltisinden olusan numune aktarildi. Absorbansta meydana gelen diisiis giderilmis
olan DPPH radikali karigiminin miktarin1 yani serbest radikallerini azaltma giiciini

gostermektedir.

3.2.5. ABTS" radikali giderme aktivitesi tayini

ABTS metodu da DPPH metodu gibi siklikla kullanilan radikal giderme
metodlardan birisidir. ABTS" radikali giderme aktivitesi, bitki ekstraktlarinin veya saf
maddelerin katyon radikal giderme aktivitelerinde kullanilan bir tayin yontemidir
(Bursal, 2009). Bu yontemde ilk olarak ABTS maddesinin radikal formu olan
ABTS"’nin olusturulmasi gerekmektedir. Bunun igin ise 2.45 mM K>S>Og (persiilfat) ve
7 mM ABTS c¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirild1 ve karanlik bir ortamda oda sicakligi
sart1 saglanarak 16 saat inkiibasyon islemine tabi tutuldu. Onceden hazirlamis
oldugumuz ABTS" ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbansi alinarak kontrol numunesinin

1.0+0.2 absorbans degerine ayarlandi. Elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi
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kontrol absorbansi olarak kullanildi. ABTS" ¢ozeltisinden ayri ayri olarak tiiplere 3 ml
aktarildi. Yine aymi tiiplerin iizerine 10-50 pl arasindaki farkli hacimlerde bitki
ekstraktindan ilave edilerek tiip hacmi 4 ml olacak sekilde {izerilerine alkol ilavesi
sagland1. Inkiibasyon islemi oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat olarak gerceklestirildi
ve bu siirenin sonunda hazirladigimiz 6rneklerin 734 nm’deki absorbanslari kaydedildi.
Absorbanstaki azalma ortamdan yok edilmis olan ABTS® radikalinin miktarini

vermektedir.

3.2.6. Tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini

Ekstrelerinin toplam antioksidan aktivite tayini ferrik tiyosiyanat metoduna gore
belirlendi (Mitsuda ve ark., 1966). Ekstrelerden olusturulan stok ¢ozeltilerden istenilen
konsantrasyonlara karsilik gelen miktarlar kapakli deney tiiplerine otomatik pipetler
yardimiyla pipetlendi ve toplam hacim tampon ¢ozeltiyle birlikte 2.5 ml olacak sekilde
tamamlandi. Bu iglemin ardindan her bir tiipe 2.5 ml linoleik asit emiilsiyonu aktarild.
Kontrol ¢ozeltisi olarak 2.5 ml tampon ¢ozelti ve 2.5 ml linoleik asit emiilsiyonu
kullanildi. Inkiibasyon islemi 37 °C’de gerceklestirildi ve her 12 saatte bir arayla deney
tiiplerinden 100’er ul alinarak 4.7 ml etanol bulunan deney tiiplerine aktarildi. 100 pl Fe?*
¢ozeltisine bir sonraki islemde 100 ul SCN ¢ozeltisi aktarildi. Kor ¢ozelti olarak 4.8 ml
etanol bulunan deney tiipiine 100 ul Fe?* ile birlikte 100 pl SCN ¢ozeltilerinin ilavesiyle
hazirlanan ¢ozelti kullanildi. Hazirlamis oldugumuz numunelerin 500 nm’deki

absorbanslar1 kore kargt okununarak kaydedildi.

3.2.7. HPLC ile fenolik icerik analizi

Fenolik bilesik tespiti caligmalar1 HPLC (yliksek performanshi sivi
kromatografisi) cihazi analizleri ile yapilmistir. Yontemde uygulanacak ¢oziicii tiirleri,
¢oOziicii gradientleri, akis hizi, sicaklik, kolon sartlar1 gibi HPLC parametreleri
standardize edilmistir. Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkilerinin etanol
ekstrelerinden HPLC yontemi igin cihaza yiiklenecek numuneler hazirlanmistir. Tablo
3.1°de verilen parametrelere gore ¢alisiimistir.

HPLC’de kullanilan ve hareketli faz1 olusturan iki ¢oziiciiden Solvent A %

lasetik asit ve Sovent B %100 asetonitrilden olugmaktadir. HPLC ydnteminde cihaz
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acildiktan sonra kullanilan bu solventler takilir. Oncelikle gazlarin pompadan ¢ikmasi
saglanir. Daha sonra sisteme A ve B solventleri girererek sistemin dengelenmesini
saglar. Kolon dengelenme islemi 0 noktasindaki (baseline) diiz bir kromatogram olana
kadar devam eder. Numune hazirlanirken %1 asetik asit ve asetonitril (9:1) igeren 10 ml
karisim hazirlanir ve bu karistm 10 ml metanol ile karistiralak ekstre ¢oziiciisii
hazirlanir. 10 mg ekstre bu 1 ml ekstre ¢oziiciisiinde ¢oziiniir ve filtreden gegirilerek

viale aktarilr. Otosamplere konulur ve cihazda yiirtitiliir.



Tablo 3.1. HPLC analizleri i¢in kullanilan deneysel kosullar

HPLC Kkosullar: Gradient eliisyonu

Model Agilent Technologies 1260 Infinity 11 zaman A B
(dk) %) (%)
Kolon ACE 5 C18 (250x4.6 mm id) 0 90 10

Kolon firini

Dedektor

Pompa

Mobil faz

Dalga boylar1
Otosampler
Akis hiza
Kolon sicaklig

Enjeksiyon miktar1

G7130A

1260 DAD WR

1260 Quat Pump VL

A: %1 Asetik asit
B: Asetonitril

272, 280 ve 310 nm
1260 Vialsampler

1 ml/min

28 °C

20 pl

25

39

50

55

60

40

10

90

40

60

90

10
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.Bitki Numunelerinin Antioksidan Aktivite Tayinleri

Antioksidan aktivite metotlarinda ekstreler ile karsilastirma amaciyla standart
antioksidan maddeler olan BHA, BHT, tokoferol, troloks ve askorbik asit
maddelerinden stok ¢6zeltiler (1 mg/ml konsantrasyonunda) hazirlanmustir.

Antioksidan aktivite tayinlerinden ferrik tiyosiyanat ile toplam antioksidan
aktivite tayini, ABTS katyon radikali radikali giderme aktivitesi, DPPH serbest radikali
giderme aktivitesi, FRAP ve CUPRAC metodlarma gore indirgeme kuvveti tayini
calismalar1 Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkilerinin su ve etanol

ekstreleri i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir.

4.1.1. ABTS yontemi sonuclari

Bu calisma sonuglarma gore bitki ekstreleri yiiksek miktarlarda neredeyse
standart antioksidanlar kadar ABTS" radikali giderme aktivitesi gosterdikleri

gbzlenmistir ve Sekil 4.1°te gosterilmistir.

ABTS Radikali Giderme
1,4
1,2 —e—BHA
= BHT
E 1
< Askorbik asit
008
e Tokoferol
£ 06
o —@— Troloks
3 04
< *— o —&— N.nuda su
0,2 —@— N.fissa su
0 —@— N.nuda etanol
0 10 20 30 40 20 —@— N.fissa etanol
Konsantrasyon

Sekil 4.1. Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora etanol ve su ekstrelerinin farkli derisimlerinin
(10-50 ug/ml) ABTS* giderme aktivitelerinin grafigi
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Calisma sonuglarina gore hazirlanan Sekil 4.1 ve Tablo 4.1’e gore Nepeta fissa
ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkilerin etanol ve su ekstrelerinin standart antioksidan
olarak kullanilan askorbik asit, tokoferol, troloks, BHA ve BHT oranlarina yakin radikal
giderme yiizdesi ve ICso degerleri ile ABTS™ radikali giderme aktiviteleri sergiledigi

bulunmustur.

4.1.2. DPPH yontemi sonuclari

DPPH metodu ¢alisma sonuglarina gore hazirlanan Sekil 4.2 ve Tablo 4.1°te
goriilen radikal giderme yiizdesi ve ICso degerlerine gore Nepeta fissa ve Nepeta nuda
subsp. albiflora bitkilerin etanol ve su ekstrelerinin standart antioksidan olarak
kullanilan askorbik asit, tokoferol, troloks, BHA ve BHT oranlarina gore daha diisiik
oranda ABTS" giderme aktiviteleri sergiledigi bulunmustur. Bu ekstreler orta diizeyde

DPPH serbest radikalleri ortamdan gidermislerdir.

DPPH Radikali Giderme

1,8
1,6
—&— BHA
1,4
€ BHT
= 1,2 .
o Askorbik asit
n 1
o Tokoferol
€08
2 —@— Troloks
o 0,6
2 —@8— N.nuda su
0,4
—@— N.fissa su
0,2
—@— N.nuda etanol
0
0 10 20 30 40 5o —@—N.fissa etanol

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.2. Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora etanol ve su ekstrelerinin farkli derisimlerinin
(10-50 pg/ml) DPPH" giderme aktivitelerinin grafigi

ABTS katyon radikali giderme aktivitesi ve DPPH serbest radikali giderme
aktivitesi yontemlerine gore standartlar ve numunelerin i¢in ICso ve radikal giderme

yiizde sonuglar1 Tablo 4.1’de gdsterilmistir.
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Tablo 4.1. Nepeta nuda subsp. albiflora, Nepeta fissa ve standartlarin DPPH radikali igin ICso
ve radikal giderme yiizdeleri

DPPH ABTS
NUmune giderme giderme
*|C50 **0y *|C50 **0/p
BHA 19.8+7.4 71.3+14.2 27.2+16.1 56.7+11.4
BHT 28.6+8.8 49.1+13.4 92.5+10.2 64.5:8.5
Askorbikasit | ) ¢ g 40.5+13.2 20.9411.0 71.5+3.0
Tokoferol 20.0+7.8 71.2+12.8 23.6+11.4 62.244.6
Troloks 20.347.6 69.0+13.8 23.2410.5 63.5:10.4
N. nuda albiflora
su ekstresi 113.4+42 13.3+4.9 27.6+10.0 51.2+11.5
N. nuda albiflora
etanol ekstresi 54.4+6.7 26.5+11.9 31.1+14.9 47.6+4.8
N. fissa su
ekstresi 61.9+10.8 23.7+11.4 28.2411.5 51.0+11.4
N. fissa etanol
ekstresi 138426 13.2+4.8 34.7+18.0 43.0+7.9

* radikalin yarisinin giderilmesi i¢in gereken madde konsantrasyonu
** radikal giderme yiizdeleri

4.1.3. FRAP yontemi sonuglari

Bu ¢aligmada analiz edilen Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkileri

etanol ve su ekstrelerinin ferrik iyonlarin1 indirgeme kapasitesi standart Dbirer

antioksidan olan askorbik asit, tokoferol, troloks, BHA ve BHT gibi artan ekstre

konsantrasyonu ile paralel olarak artmakta fakat artis miktarlarinin standartlara nisbeten

daha az oldugu anlasilmaktadir. Bu ydntemdeki Fe3* iyonlar1 indirgeme potansiyelleri

grafik ile Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Fe3* Indirgeme
3,5
3 —e—BHA
= BHT
E 25
< Askorbik asit
o2
-
e Tokoferol
£ 15
= —@— Troloks
2 1
< —&— N.nuda su
0,5 ) —@— N.fissa su
0 —@— N.nuda etanol
0 10 20 30 40 20 —@— N.fissa etanol
Konsantrasyon

Sekil 4.3. Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora etanol ve su ekstrelerinin farkli derisimlerinin
(10-50 ug/ml) ferrik iyonlarim indirgeme kuvveti tayini

4.1.4. CUPRAC yontemi sonuglari

Bu yontem reaksiyonlar1 sonucunda artan absorbans kuprik iyon (Cu®")
indirgeme kapasitesini gostermektedir. Bulgulardan da anlasildigi gibi Nepeta fissa ve
Nepeta nuda subsp. albiflora bitkisi etanol ve su ekstrelerinin BHA, BHT, tokoferol,
troloks ve askorbik asit standartlarindan daha diisiik oranda indirgeme kapasitesi
sergilemistir. Nepeta nuda albiflora ve Nepeta fissa bitkilerinin ikiside de su ekstresi
etanol ekstresine nisbeten diisiikk oranda indirgeme kapasitesi sergilemistir. Bu ¢aligma
sonuglarina gére 50 upg/ml konsantrasyonunda kuprik iyonlarin1 (Cu?"), kupréz
iyonlarma (Cu®) indirgeme kapasitelerinin siralamasi troloks, BHA, BHT, tokoferol,
askorbik asit, Nepeta nuda subsp. albiflora etanol ekstresi, Nepeta fissa etanol ekstresi,
Nepeta fissa su ekstresi ve Nepeta nuda subsp. albiflora su ekstresi seklindedir. Bu

yontemdeki Cu?* iyonlar1 indirgeme potansiyelleri grafik ile Sekil 4.4’te gdsterilmistir.
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Cu?* indirgeme

5
4,5 —e—BHA
= 4 BHT
g 3,5
T 3 Askorbik asit
2
w 25 Tokoferol
=
.g 2 —@— Troloks
g 15
e N —@8— N.nuda su
05 L —@— N.fissa su
0 —@— N.nuda etanol
0 10 20 30 40 50

—@— N\.fissa etanol
Konsantrasyon

Sekil 4.4. Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora etanol ve su ekstrelerinin farkli derisimlerinin
(10-50 pug/ml) kuprik iyonlarini indirgeme kuvveti tayini

4.1.5. Tiyosiyanat yontemi sonugclari

Calismada kullandigimiz Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora
bitkilerinden temin edilen su ve etanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri ferrik
tiyosiyanat aktivite tayin yontemine gore belirlendi. Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp.
albiflora elde edilen su ve etanol ekstrelerinin toplam antioksidan aktivite tayini i¢in
sirastyla 20 pg/ml konsantrasyonlarindaki numuneler kullanildi. Sekil 4.5’te Nepeta
fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkilerinden edilen su ve etanol ekstrelerinin
toplam antioksidan aktivitesi grafigi verilmistir. Bu yonteme gore kontrol numunesinin
belli bir zamana kadar absorbans artis1 gostermesi ve bu noktadan sonra azalma
gostermesi beklenmektedir. Bu donliim noktasinin 56. saat oldugu Sekil 4.5’ten
anlasilmaktadir. Bu noktadan sonra bitki ekstreleri standartlar gibi absorbans
degisimleri gostermistir. Bu yoOntemin esasinda antioksidan maddelerin doymamis
esansiyel bir yag asidi olan linoleik asidin peroksidasyonunu &énlemesi ve bunun

spekrofotometrik olarak tespit edilmesi vardir.
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e [ ONtrol e BHA BHT
Askorbik asit e tokoferol e \.nuda su
e \|_fissa su e [\|.nuda etanol e [\ fissa etanol
1,600

1,200

0,800

Absorbans (500 nm)

0,400

0,000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

calisma periyodu (8 saatte bir dl¢tim)

Sekil 4.5. Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora etanol ve su ekstrelerinin ferrik tiyosiyonat
metoduna gore antioksidan aktivite tayini

4.2. Bitki Numunelerinin HPLC ile Fenolik Bilesik Tayinleri

Standart bilesiklerin kromatogramlar1 ile bitki ekstrelerimizden elde edilen
kromatogramlar ile karsilastirllmis ve igerikler kantitatif olarak belirlenmistir. Nepeta
nuda subsp. albiflora su ve etanol ekstrelerinin HPLC analiz sonuglarina gére etanol
ekstresi fenolik igerik agisindan ¢ok daha zengin bulunmustur. Mirisetin bilesigi Nepeta
nuda subsp. albiflora su ekstresinin en fazla bulunan fenolik bilesigi iken apigenin ve
quersetin Nepeta nuda subsp. albiflora etanol ekstresinin en fazla bulunan fenolik
bilesigi oldugu bulunmustur. Nepeta nuda subsp. albiflora su ve etanol ekstrelerinde

bulunan diger fenolik bilesikler Tablo 4.2’de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Nepeta nuda subsp. albiflora su ve etanol ekstrelerinin fenolik bilesiklerinin HPLC verileri

RT Nepeta nuda su ekstresi | Nepeta nuda etanol ekstresi
Standart Bilesikler (dk) Alan Miktar Area Miktar
[MAU*s] (ng/ml) [MAU*s] (ng/ml)

1 Askorbik asit 377 8.2 0.5+0.7 11.8 0.6+1.0
2 | Gallik asit 5.42
3 | 3,4-Dihidroksibenzoik asit | 7.95 | 221.9 0.4+0.6
4 | 4-Hidroksibenzoik asit 11.28 83.2 2.1+0.4
5 | trans-p-kumarik asit 16.33 | 24.6 1.5+0.0 1122.7 18.5+0.4
6 | Mirisetin 22.29 | 35.0 2.8+0.6 187.5 9.3+0.4
7 | Absisik asit 26.74 212.1 17.5£7.2
8 | Quersetin 27.63 1728.2 44.5+62.9
9 | Apigenin 31.57 481.9 84.5+£57.6
10 | Kaempferol 34.10 126.8 5.7£8
11 | Kurkumin 43.03 58.4 17.1+£0.5
12 | Katekol 13.20 | 24.7 0.7£1.0 12.6 0.3+£0.5
13 | Vanillin 17.05 | 107.4 52.7
14 | Kafeik asit 13.19 | 27.2 30.9
15 | Sinamik asit 18.60 530.3 4.5+3.3
16 | Rosmarinik asit 21.53 14594.6 182.0+4.5
17 | Salisilik asit 24.59 272.7 5.9+0.8

Nepeta fissa su ve etanol ekstrelerinin HPLC analiz sonuglarina gére de Nepeta
nuda subsp. albiflora bitkisinde oldugu gibi etanol ekstresi fenolik igerik agisindan ¢ok
daha zengin bulunmustur. Katekol bilesigi Nepeta fissa su ekstresinin en fazla bulunan
fenolik bilesigi iken apigenin ve rosmarinik asit Nepeta fissa etanol ekstresinin en fazla
bulunan fenolik bilesikleri oldugu bulunmustur. Nepeta fissa su ve etanol ekstrelerinde

bulunan diger fenolik bilesikler Tablo 4.3’te gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Nepeta fissa su ve etanol ekstrelerinin fenolik bilesiklerinin HPLC verileri

RT N. fissa su ekstresi N. fissa etanol ekstresi
Standart Bilesikler (dk) Alan Miktar Area Miktar
[MAU*s] | (ug/ml) [mAU*s] | (ng/ml)

! Askorbik asit 3.77
2 | Gallik asit 542 | 303 274
3 | 3,4-Dihidroksibenzoik asit | 7.95 26.3
4 | 4-Hidroksibenzoik asit 11.28 | 20.0 1.2+0.1 | 99.3 2.3+0.2
5 | trans-p-kumarik asit 16.33 | 192.9 4.1+0.2 | 4135 7.540.1
6 | Mirisetin 22.29 | 4.9 0.8+1.2 |49.1 3.4+0.2
7 | Absisik asit 26.74 | 36.6 3.144.4 | 823 6.9+0.1
8 | Quercetin 27.63 | 25.1 0.4+0.1 |212.4 5.3+1.7
9 | Apigenin 31.57 377.7 66.1+0.7
10 | Kaempferol 34.10
11 | Kurkumin 43.03
12 | Katekol 13.20 | 537.1 16.5+5.3 | 444.7 13.6+0.2
13 | Vanillin 17.05 | 26.6
14 | Kafeik asit 13.19 | 574.9 3.7£1.9 | 4443 2.4+0.1
15 | Sinamik asit 18.60 | 92.6 1.4+0.1 | 73.8 1.2+0.0
16 | Rosmarinik asit 21.53 76.5 1.5+0.5
17 | salisilik asit 24.59 10.7

Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkileri etanol ve su ekstrelerinin
HPLC metodunda standard olarak kullanilan 17 farkli bilesige ait kromatogramlar Sekil
4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da ayr1 ayr1 verilmistir.
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Sekil 4.6. Nepeta fissa etanol ekstresi 272, 280 ve 310 nm’de elde edilen fenolik bilesik HPLC
kromatogramlari

Sekil 4.6’daki HPLC kromatogramlarindan goriildiigii gibi Nepeta fissa etanol
ekstresinde kullanilmis olan toplam 17 standart bilesikten basta apigenin, katekol ve

trans-p-kumarik asit olmak tizere 14 bilesik tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Nepeta fissa su ekstresi 272, 280 ve 310 nm’de elde edilen fenolik bilesik HPLC
kromatogramlari

Sekil 4.7°deki HPLC kromatogramlarindan goriildiigii gibi Nepeta fissa su
ekstresinde kullanilmis olan 17 standart bilesikten basta katekol, trans-p-kumarik ve

kafeik asit olmak tizere 10 bilesik tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Nepeta nuda etanol ekstresi 272, 280 ve 310 nm’de elde edilen fenolik bilesik HPLC
kromatogramlari

Sekil 4.8’deki HPLC kromatogramlarindan goriildiigii gibi Nepeta nuda etanol
ekstresinde kullanilmis olan toplam 17 standart bilesikten basta rosmarinik asit,

apigenin ve quersetin olmak iizere 14 bilesik tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. Nepeta nuda su ekstresi 272, 280 ve 310 nm’de elde edilen fenolik bilesik HPLC
kromatogramlari

Sekil 4.9°daki HPLC kromatogramlarindan goriildiigii gibi Nepeta nuda su
ekstresinde kullanilmis olan toplam 17 standart bilesikten basta mirisetin olmak iizere 6
farkli bilesik tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore Nepeta fissa ve Nepeta nuda
subsp. albiflora bitkilerinin her ikisinde de etanol ekstresi hem kalitatif hem de
kantitatif olarak belirgin olarak su ekstresinden fazla fenolik igerige sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica, apigenin diger standartlara gére daha ¢ok miktarda bulunan
fenolik bilesik olmustur. Ayrica rosmarinik asit iki bitki tiiri ekstrelerinin i¢erisnde en
fazla miktarda bulunan bilesik olarak tespit edilmistir (Tablo 4.2 ve 4.3.). Bitki kaynakli
dogal antioksidanlarda etken madde analizi icin fenolik bilesik igerigi tespiti ¢ok

onemlidir. Bu yiizden fenolik bilesik igerigi tespiti yiiksek biyolojik aktivite ile
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yakindan iliskilidir. Bu c¢alismada da fenolik bilesik icerikleri ile antioksidan aktivite

sonuglarinin bir korelasyona sahip oldugu bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Calisma bitkilerinin liyofilize su ve etanol ekstrelerinin antioksidan 6zelliklerini
belirlemek igin yaptigimiz ¢alismalarda FRAP yontemine gore Fe®* - Fe?*’ye doniisiimii
indirgeme kapasitesi, CUPRAC metoduna gére kuprik iyonlarini (Cu?*) kuprdz
iyonlarina (Cu*) indirgeme kapasitesi, DPPH serbest radikali ve ABTS katyon radikali
giderme aktiviteleri ile ferrik tiyosiyanat metoduna goére toplam antioksidan aktivite
tayini gibi farkli metotlar kullanilarak farkli konsantrasyonlardaki ekstrelerin
antioksidan aktiviteleri ayr1 ayr1 belirlenmistir. Kullanilan antioksidan ve antiradikal
yontemlerde bitkilerin su ve etanol ekstrelerinin aktiviteleri standart antioksidan olarak
kabul edilen BHA, BHT, troloks, tokoferol ve askorbik asit ile karsilastirmalar
yapilmistir.

Daha once yapilmis bir¢ok c¢alisma fenolik igerik ve antioksidan aktivite
arasinda iliski oldugunu ortaya koymus ve pekgok bilim insan1 da fenolik igerik ile
antioksidan aktivite arasinda kuvvetli bir korelasyon tespit etmislerdir (Kuskoski ve ark.
2005, Mahattanatawee ve ark. 2006, Silva ve ark. 2007), bazilar1 da aralarinda herhangi
bir korelasyon tespit edememiglerdir (Imeh ve Khokhar 2002; Ismail Marjan ve Foong
2004). Bir¢ok kanit C vitamininin meyve ve Sebzelerde kuvvetli bir antioksidan
oldugunu gostermektedir. Diyet askorbik asit alimi yiiksek olan kisilerin stirekli olarak
gelisen kanser ile arasinda diisiik bir risk ile iligkili bulunmustur (Leong ve Shui 2002).

Calismamizda antioksidan aktivite oOlgiimlerinin  konsantrasyona bagh
degiskenliginin hesaplabilmesi i¢in her bir ekstreden bes ayr1 numune (10, 20, 30, 40 ve
50 pg/ml) konsantrasyonlari ayri ayr1 hazirlanmistir. ABTS haricindeki metotlarda,
genellikle ekstrelerin artan konsantrasyon miktar1 ile orantili olarak antioksidan
aktivitelerinde de artma goriilmis ve bu anlamda bir korelasyon oldugu
gozlemlenmistir. Sadece ABTS yonteminde 20 pg/ml’den daha yiiksek
konsantrasyonlarda dikkate deger bir etki gozlenmemistir. Bu sonuglardan anlasildigi
tizere konsantrasyon miktarinin artist ile etken madde miktarinin da arttig
yorumlanabilir. Ortaya ¢ikan bu korelasyonun nedeni bitkilerin ihtiva ettigi antioksidan
ozelligi olan fenolik bilesikler (fenolik asit, flavonoidler), azotlu bilesikler (alkaloidler,
aminler) ve vitaminler gibi birgok radikal giderici bilesik olabilir.

Ekstrelerin farkli yontemlerle yapilan antioksidan tayinleri arasinda iligki

bulunabilir. Ornegin bir bilesigin indirgen olmasi o bilesigin antioksidan etkinlik
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gostermesinde onemli bir neden olabilir. Antioksidan aktivite farkli yol ve mekanizma
ile gerceklesebilir. Ornegin, oksidasyona gecis metallerinin sebep oldugu bir durumda,
antioksidan maddenin indirgen oOzelligi, antioksidan etki agisindan pek Onemli
olmayabilir. Bir ekstre ya da bilesik serbest radikal giderme aktivitelerden herhangi
birine sahipse, drnegin yalnizca sadece metal selatlama ozelligine sahip olmasi bile
boyle bir sistemde oksidasyon hizinda yavaslamaya sebep olacaktir. Metal selatlama
Ozelligine sahip bir ekstre ya da bilesigin antioksidan aktivitesi, onun indirgeme kuvveti
veya ihtiva ettigi hidroksil (-OH) gruplarindan ¢ok ortamda mevcut metalleri
uzaklastirma oOzelligiyle de alakalidir. Oksidasyona singlet oksijenin neden oldugu
durumlarda ise etkin antioksidanlar singlet oksijenini giderici maddelerdir.
Karotenoidler bu duruma Ornek olarak gosterilebilir (Halliwell ve ark., 1989).
Antioksidan maddeler antioksidatif etkinliklerini peroksitleri parcalama, gegis
metallerini baglama, radikal giderme ve hidrojen koparilmasini engelleme gibi yollarla
ortaya koyabilirler (Diplock, 1997).

H202 molekiiliiniin ¢esitli metal tuzlari ile reaksiyona girmesi sonucu hidroksil
radikalleri olusur. Bu reaksiyonlarda bahsi ge¢en metal iyonu genellikle demirdir.
Bunun yani sira bu tarz reaksiyonlari bakir da verebilir. Bu sekilde gerceklesen ve
sonucunda H2O> molekiilii olusan reaksiyonlara Fenton reaksiyonlari denir. Oksidatif

*2nin ve Fe(Ill)’iin konsantrasyonlarinin arttig

stres sonucu intaseliiler serbest Ca
ispatlanmistir. Ayrica oksidatif stres sonucu ferritinden Fe(III)’iin mobilizasyonu artar.
Dolayisiyla bir Haber-Weiss ya da Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikalinin
olusumu oksidatif strese bagli olarak artar (Bursal, 2009).

Ferrdz (Fe?") iyonu gibi iyonik tiirler, organizmada serbest radikal ve reaktiflerin
tiretimini arttirdig1 i¢in bu metallerin etkisi minimize edilmelidir. Bunu saglamak i¢in
ise metal iyonlarinin selatlanmasi 6nemli bir yoldur. Metallerin katalizledigi oksidasyon
tepkimelerini tamamen durdurmak ya da yavaslatmak icin metal selatlama aktivitesi
siklikla kullanilan yétemlerden birisidir. Demir, canli organizmalar i¢in diyetle alinan
bir mineraldir, fakat alinan asiri miktar demir hiicre hasarina sebep olabilir. Bir gecis
metali olan ve bu grubun tiim karakteristik 6zelliklerine sahip demir atomu yiiksek
derecedeki aktivitesinden dolay1 lipitleri oksitleyen en énemli oksitleyici metal olarak
bilinir. Demir iyonlarindan olan ferrdz iyonlar1 (Fe?"), bilinen en 6nemli prooksidan
iyonlardandir. Fenton tepkimelerinde peroksitlerin ortamda mevcut olmasiyla ferrik

iyonlar (Fe®") da meydana gelebilir fakat ferrdz iyonlar1 (Fe?*) ferrik iyonlarindan (Fe®*)
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on kat daha fazla reaktiftirler. Bu tepkimeler neticesinde peroksitlerden daha reaktif
olan hidroksil radikalleri de olusmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; Giil¢in, 2007).

Ferrik iyonlarim1 (Fe®*") ferréz iyonlarina (Fe?") indirgeme metodunda;
KsFe(CN)s (potasyum ferrisiyanat) bilesigi antioksidan kapasitesi olan bir madde
esliginde Fe(CNe)™ (ferrosiyanata) doniismektedir. Burada ferrik iyonlar1 (Fe3*) ferréz
iyonlarina (Fe?*) indirgenmektedir.

Kalitatif veya Kkantitatif indirgenme tayini i¢in ortama FeClsz ilave edilir.
Indirgenmis iiriine Fe3* ilavesi, 700 nm’de giiclii absorbansa sahip olan Prussian mavisi
renginde bir kompleks olan Fes[Fe(CN)s]z olusumuna yol agar. Absorbansdaki artis,
kompleksin olusumundan kaynaklanan artist dolayistyla indirgenme kapasitesini
gostermektedir (Giilgin ve ark., 2005).

Calismada analiz edilen Nepeta fissa ve Nepeta nuda subsp. albiflora bitkileri
etanol ve su ekstrelerinin indirgeme kapasiteleri de standart antioksidanlar gibi artan
ekstre konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmakta fakat artis miktarlarinin
nisbeten az oldugu anlasilmaktadir. Ekstrelerin indirgeme potansiyeli farkl
konsantrasyonlardaki (10-50 pg/ml) ¢6zeltilerinin 700 nm’deki absorbanslari 6lgiilerek
belirlenmistir. BHA, BHT askorbik asit, tokoferol ve trolox standartlar1 benzer
indirgeme ozellikleri sergilemistir. BHA diger standart antioksidanlara gore daha etkin
bir indirgeme kapasitesine sahip oldugu anlasilmaktadir. Ayrica bitkilerin etanol
ekstreleri su ekstrelerine gore daha etkili indirgeme aktivitesi gostermis olup bu durum
etanol ¢oziiciisiinde sekonder metabolitlerin daha iyi ¢oziinerek daha etkili antioksidan
etki yaptig1 seklinde yorumlanabilir. Bu baglamda elde edilen HPLC sonuglarinda da
her iki bitkinin etanol ekstrelerindeki fenolik bilesiklerin hem kalitatif hem de kantitatif
olarak su ekstrelerinden fazla oldugu tespit edilmis olup antioksidan sonuglarini
desteklemektedir.

Serbest radikaller, insan viicudundaki biyolojik molekiillerin oksidatif hasarinin
en temel nedenidir. Yaslanma, kanser, Alzheimer ve koroner kalp hastalig: ile iligkili
olduklar diistiniilmektedir (Hu ve ark., 2010).

DPPH istikrarli bir serbest radikaldir ve proton radikal siipiiriiclilerine maruz
kaldiktan sonra 6nemli 6l¢iide azalir. Antioksidanlar DPPH radikaline bir elektron veya
bir proton transfer ederler. Boylece radikal karakterlerini yok ederler. DPPH metodu
gidalarda ve biyolojik sistemlerde indirgeyici maddeleri 6lgmek igin yayginca kullanilir
(Leong ve Shui., 2002).
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DPPH metodu antioksidan aktiviteyi tayin etmek i¢in kullanilan en eski
metoddur. Ilk olarak 1950°de dogal materyallerdeki H-donérlerini bulmak igin
onerilmistir. Sonralari hem fenolik bilesiklerin hem de besinlerin biyolojik agidan
onemli kisimlarmin antioksidan potansiyellerini tayin etmek igin kullanilmaya
baslanmistir. Bu test, fenolik bilesiklerdeki H-dondrlerinin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest kararl radikali ile tepkime kapasitesi temeline dayanmaktadir. DPPH
goriiniir bolgede (517 nm) oldukca siddetli absorbsiyon verir, bdylece UV-vis
spektroskopisi ile kolayca tayin edilebilir.

DPPH genellikle serbest radikal temizleme etkinligini belirlemek i¢in kullanilir
(Abbés ve ark., 2013). DPPH metoduna gore; kullanilan serbest radikal (DPPHe)
organik yapili bir maddedir. Bu serbest radikal antioksidan maddeler ile kimyasal
tepkimeye girerek, radikal olmayan DPPH-H molekiiliine doniismektedir. DPPH serbest
radikalleri ortamda azaldigi icin absorbans miktarinda azalmalar olusmakta ve bu
olaydan faydalanarak antioksidan aktivite miktar1 hesaplanabilmektedir.

DPPH istikrarli bir serbest radikaldir ve radikal siipiiriicii protona maruz
kaldiktan sonra Onemli Ol¢iide azalir. Antioksidanlar DPPH’a hem elektron hemde
hidrojen atomu transfer ederek serbest radikal olma 6zelligini giderir. DPPH gida ve
biyolojik sistemlerde indirgeyici maddeleri belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir
serbest radikaldir. DPPH radikali giderme aktivitesi ¢alismasinda azalan absorbans arta
kalan DPPHe ¢ozeltisi miktarini yani serbest radikal giderme aktivitesini vermektedir.

Serbest radikallerin organizmadan siipiiriilmesi bircok biyomolekiil i¢in c¢ok
hayati bir 6nem arz eder. Ciinkii radikalik zincir tepkimelerin baslamasina ve
gelismesine serbest radikaller sebep olmaktadir. Boyle bir durumda lipitlerin,
proteinlerin, monosakkaritlerin ve DNA gibi hayati 6nem arz eden biyomolekiillerin
stabilitesi bozulmakta kalp krizleri, damar tikaniklar1 gibi bir¢ok hastaliga ve yaslanma
gibi bir¢ok biyolojik siirece neden oldugu bilinmektedir (Halliwell, 1989).

Bu ¢alismada diger standart antioksidanlara kiyaslandiginda kullanilan bitkilerin
ekstrelerinin radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir. Fakat grafik
degerleri, bitkilerin ekstrelerinin standartlara nisbeten daha az radikal sondiiriiciilere
sahip olmalartyla agiklanilabilir. Artan konsantrasyonlarada bagli olarak ekstrelerin
etkinligi karsilastirildiginda her farkli konsantrasyonda azda olsa gittik¢e artan bir
antioksidan kapasiteye sahip oldugu saptanmistir. 517 nm’de absorbansin gittikce
azalmast geriye kalan DPPHe c¢Ozeltisi miktarint yani serbest radikal giderme

aktivitesini vermektedir. Bitkilerin etanol ve su ekstrelerinin standart antioksidanlar
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benzer DPPH radikali giderme aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir. Dolayisiyla
calismada kullanilan bitkilerin su ve etanol ekstreleri muhtemel baska etkileri ile
beraber viicutta hasara neden olan serbest radikallerden olan DPPHe serbest radikalini
kismen giderdigi anlagilmaktadir.

ABTS katyon radikali (ABTS™) 734 nm’de absorbans verir ve renkli goriiniime
sahip bir maddedir. ABTS™ antioksidan ozellik gosteren maddeler ile kimyasal
tepkimeye girer ve kendisine bir elektron alarak radikal olmayan ABTS maddesine
doniisimii gergeklesir. Bu nedenle 734 nm dalga boyundaki absorbans degerinin
azalmasi antioksidan aktivitenin belirlenmesi ve hesaplanmasinda kullanilir.

Calismada kullanilan bitkilerin liyofilize su ve alkol ekstrelerinin ABTSe"
giderme aktivitelerini belirlemek igin 6ncelikle ABTS ¢ozeltisine, potasyum persiilfat
ilave edilerek ABTSe* radikal ¢ozeltisi olusturulur (Giilgin, 2007). Radikalin dogru
hazirlanmas1 metodun uygulanabilirligi noktasinda kilit 6neme sahiptir. Bunun igin
kontrol ¢dzeltisinin 734 nm’de 0.8+0.2 absorbansa sahip olmasi saglanir. ABTS radikal
katyonu ¢esitli oksidan maddelerle hazirlanabilir. Oksidan madde olarak tercihe K2S>0s
kullanilabilecegi gibi Mn20O3s maddesi de kullanilabililir. K2S20g veya Mn203 esliginde
ABTS’den ABTS"" meydana gelebilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismamizdaki ABTS™ giderme giicii testi verilerimize gore bitki
ekstrelerinin radikal giderme aktivitelerine bakildiginda kullanilan bitkilerin etanol ve
su ekstrelerinin aktivitelerinin standart antioksidanlara gore daha disiik miktarda
ABTS™ radikali giderme aktivitesi sergiledigi ¢alisma bulgulardan anlasilmaktadir.
Yapmis oldugumuz ABTS yonteminde bitki ekstrelerinin standartlardan farkli olarak 20
pg/ml’den daha ytliksek konsantrasyonlarda dikkate deger bir etki gozlenmemistir. Bu
durum belirtilen konsatrasyonda ekstrelerin radikal giderme doygunluguna ulastig
seklinde yorumlanabilir.

Calismalarimizda uyguladigimiz bir diger metot CUPRAC metodu son
zamanlarda indirgeme giicii analizi icin gelistirilen ve siklikla kullanilan diger bir
onemli metottur. Bu metot, diisiik maliyeti ile beraber hizli ve kararli bir metottur.
Ayrica indirgeyici ajanin tipine veya hidrofilikligine bakilmaksizin, farkli antioksidanlar
i¢cin uygulanabilir bir metottur. Bu metodun esasi1 bir kromojenik redoks reaksiyonu
olup fizyolojik pH’ya yakin bir ortamda (pH: 7.0) gergeklestirilir (Apak ve ark., 2007).
Bu metot, glutatyon gibi tiyol gurubu iceren antioksidanlarin aktivitelerinin 6l¢iimiinde
siklikla kullanilabilir (Huang ve ark., 2005). Bu metot verilerine gore etanol ekstreleri

su ekstrelerinden yiiksek indirgeme aktivitesi gostermislerdir.
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Dogal fenolik bilesiklerin kuprik iyonlarini indirgeme kapasiteleri, bilesiklerin
konsantrasyonu ile orantili olarak degismektedir. Calisma bitkilerinin ekstrelerinin
farkli konsantrasyonlardaki (10-50 pg/ml) kuprik iyonlarini indirgeme kapasiteleri
numunelerin 450 nm’deki absorbanslar1 dlgiilerek belirlendi. Nepeta nuda ve Nepeta
fissa bitkilerinden elde edilen su ve etanol ekstrelerinin kuprik iyonlarini indirgeme
kapasiteleri standartlar gibi konsantrasyonu artis1 ile yiikseldigi tespit edilmistir.
Numunelerinin indirgeme giicii standart antioksidanlardan diisiik fakat orta diizeyde
antioksidan kapasitelerinin oldugu belirlenmistir.

Ferrik tiyosiyanat yontemine gore antioksidan aktivite tayini en ¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. Ferrik tiyosiyonat metodu, linoleik asit peroksidasyonu boyunca
tiretilen peroksitin seviyesini olger. Bu biyoanalitik yontemde molekiiler oksijen
tarafindan oksitlenen ve linoleik asidin emdiilsiyonunun oksidasyonu sonucu olusan
hidroperoksitler de o6l¢iilmiis olur. Bu yontemin esast linoleik asit emiilsiyonun
oksidasyonu sonucu olusan hidroperoksidin tespitinin 500 nm’de spektrofotometre ile

absorbansinin dl¢iilmesine dayanir. Artan absorbans seviyesi olusan peroksit miktarinin

2+ 3+

yiiksek seviyesini gosterir. Olusan hidroperoksit ise Fe“"’yi Fe*"’e yiikseltger. Olusan
Fe3* amonyum tiyosiyanat ile olusturdugu kompleksin 500 nm’de absorbansi &lgiilmesi
ile antioksidan miktar tespit edilir. Bu ¢alisma sonuglarina gore Nepeta nuda subsp.
albiflora bitkilerinden temin edilen su ve etanol ekstrelerinin BHA ile birlikte yiiksek miktarda
antioksidan 6zellik gosterdigi tespit edilmistir.

HPLC ¢alismalar1 ile bitkilerin fenolik igerik analizleri yapilmistir. Katekol
bilesigi Nepeta fissa su ekstresinin en fazla bulunan fenolik bilesigi iken apigenin ve rosmarinik
asit Nepeta fissa etanol ekstresinin en fazla bulunan fenolik bilesikleri oldugu bulunmustur.
Diger taraftan mirisetin bilesigi Nepeta nuda subsp. albiflora su ekstresinin en fazla bulunan
fenolik bilesigi iken apigenin ve quersetin Nepeta nuda subsp. albiflora etanol ekstresinin en
fazla bulunan fenolik bilesigi oldugu bulunmustur. Bu bilesiklerin kimyasal yapilar
polifenolik yapidadir. Bu kimyasal yapilarinda bulunan aromatik halkalardaki fenol
gruplarindan dolay1 elektron vererek radikalleri gidermesinden dolayr antioksidan
ozellikler gostermistir.

Son yillarda yapilan bir¢ok calismada antioksidan 6zellik ile fenolik bilesikler
arasinda pozitif korelasyon oldugu anlasilmistir. Zugi¢ ve ark. (2014) i¢inde Nepeta
tiiriiniinde bulundugu 10 adet bitki {izerinde yaptiklar1 caligmada fenolik bilesikler ve

antioksidan etki arasinda pozitif korelasyon oldugu yoniinde bulgulara ulagmislardir.

Pacifico ve ark. (2015) Nepeta calamintha bitkisinin biyoaktif polifenoller i¢erdiklerini
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ve antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olduklarini belirlemislerdir. Vinokur
ve ark. (2006), giil yapragindaki radikal siipiiriicii aktivitenin ¢ogunlukla igerdikleri
yiiksek fenolik igerige bagli oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Fenolik bilesikler, gida kalitesi iizerindeki etkileri ve belli kanser tiirlerinin
patojenezinde koruyucu ve Onleyici rolleri nedeniyle 6zellikle bilim insanlarinin,
tireticilerin ve tiiketicilerin ilgisini ¢ekmektedir (Bursal, 2013).

Bu caligsmalar 1s1ginda yapilan analiz sonuglarina gore kuinik asit, kafeik asit,
rosmarinik asit, kaempferol ve apigenin gibi fenolik bilesikleri iceren Nepeta nuda ve
Nepeta fissa bitkisinin antioksidan, antimikrobiyal ve anti-inflamatuar etki
gostermelerinin bu fenolik bilesiklerle alakali oldugu yoniinde bir¢cok ¢alisma
mevcuttur.

Calismada kullanilan bitkilerin icerdigi bilesiklerden biri olan rosmarinik asit
bilesigi fare akut akciger hasar1 modelinde gii¢lii bir anti-inflamatuar etki yaptigini, bu
nedenle rosmarinik asitin bir fare atig1 astimi modelinde potansiyel terapotik etkilere
sahip olabilecegi ayrica, inflamatuar hiicre birikimini etkili bir sekilde inhibe ettigi
Liang ve ark (2016) tarafindan ileri siiriilmistiir.

He ve ark.(2016), apigenin 6n-muamelesinin, antioksidan ve anti-inflamatuar
etkiler yoluyla sisplatine bagli bobrek hasarmi belirgin derecede zayiflattiginin
anlasildigini 6ne siirmiislerdir.

(Calismada incelenen bitki alternatif tipta tedavi amacgl kullanilmakla beraber,
tizerinde yeterince klinik ¢aligmalar yapilmamis olmasi bu bitkinin kimyasal 6zelliginin
ve biyolojik etkilerinin tam bilinmemesi nedeniyle arastirmaya agik bir alan oldugu
diisiiniilmektedir. Literatiirde yapilan arastirmalarda calisma materyali olan Nepeta
nuda ve Nepeta fissa bitkileri ile ilgili daha once yapilan fenolik igerik analizi ve
antioksidan aktivite tayini c¢alismalarmna rastlanilmamistir. Bu nedenle sonuglarin

literatiire katki saglayacagi beklenmektedir.
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EKLER

Ek-1. HPLC Analizlerinde Kullanilan Fenolik Bilesiklerin Standart Grafikleri
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1000 , b -9.52503
] 2 X: Amount[ng/ul]
500+ y

: Area

Amount[ng/ul]

Standart grafik 1. Askorbik asit

A"ea—; 4 Gallic acid at exp. RT: 5.412
6000 /45/ DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off

] /,/ Correlation: ©.99838
=000 /j; Residual Std. Dev.: 153.85918
4000 3// Formula: y = mx + b

] Ly .
3000- //‘1- m: 61.91877

] , b 174.74617
2000 3 3 x: Amount[ng/ul]

E -
1000 j;ly/ y: Area

1

0
T T T T | T T T T I
0 50 100
Amount[ng/ul]

Standart grafik 2. Gallik asit
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3,4-Dihydroxybenzoic acid at exp. RT: 8.038
DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off

Correlation: 0.99997

Residual Std. Dev.: 141.80447

Formula: y = mx + b

m: 429,31887
b 81.58813
x: Amount[ng/ul]
y: Area
T ]
0 50 100
Amount[ng/ull

Standart grafik 3. Dihidroksi benzoik asit

é“a’gg_ 4-Hydroxybenzoic acid at exp. RT: 11.278
] DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off
?OUO_E Correlation: 0.99950
6000 Residual Std. Dev.: 106.38346
5000 Formula: y = mx + b
4000 m: 77.36774
3000 b -76.35663
2000_2 x: Amount[ng/ul]
1000 y: Area
0_ Measured point: (2.446, 112.871)
U T T T T |m T T T T 160
Amount[ng/ul]
Standart grafik 4. Hidroksi benzoik asit
Area 3 Catechol at exp. RT: 13.059
30005 DAD1 B, Sig=280,4 Ref=off
i Correlation: 0.99994
2500 7 Residual Std. Dev.: 15.51500
2000 3 Formula: y = mx + b
1500_3 m: 32.44770
] b 3.e6163
1000 X: Amount[ng/ul]
500 y: Area
O— Measured point: (13.774, 450.002)
] T i T T T | T T T T |
0 50 100
Amount[ng/ul]

Standart grafik 5. Katekol



o1 Measured point: (2.349, 439.880)
. T T T T | T T T T |
0 50 100
Amount[ng/ul]
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Caffeic acid at exp. RT: 13.060

DAD1 C, Sig=310,4 Ref=off
©.99927

Correla
Residua

Formula:
m:

b
X:
y

Standart grafik 6. Kafeik asit

s Measured point: (7.611, 418.312)
- : . T T | T T T T

|
0 50 100
Amount[ng/ul]

m:

b
X: Amou
y: Area

tion:

1 std. Dev.: 167.58981

y =mx +b
100.99333
202.65537

Amount[ng/ul]

Area

©.99949
89.89659

mx + b
64.75064

-74.51458

nt[ng/ul]

Standart grafik 7. Trans-p-kumarik asit

Amount[ng/ul]

Vanillin at exp. RT: 16.972
DAD1 B, Sig=280,4 Ref=off

Correlation:

Residual Std. Dev.:

Formula:
m:

b
X:
y

Standart grafik 8. Vanillin

y =mx +b
105.74677
199.87411

Amount[ng/ul]

: Area

179.91478

trans-p-coumaric acid at exp. RT: 16.616
DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off
Correlation:
Residual Std. Dev.:
Formula: y =



Measured point: (1.240, 76.253)
T T T |

50
Amount[ng/ul]

1
100

Standart grafik 9.

Measured point: (1.119, 47.329)

T [
50
Amount[ng/ul]

T
100
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Cinnamic acid at exp. RT: 18.604
DAD1 C, Sig=310,4 Ref=off
Correlation: 0.99974
Residual Std. Dev.: 137.58955
Formula: y = mx + b

m: 137.59392
b -94.,42597
Xx: Amount[ng/ul]
y: Area

Sinamik asit

Rosmarinic acid at exp. RT: 21.534
DAD1 C, Sig=319,4 Ref=off
Correlation: 0.99976
Residual Std. Dev.: 76.03845
Formula: y = mx + b
m: 80.42518

-42.65380

Amount[ng/ul]

b
X:
y: Area

Standart grafik 10. Rosmarinik asit

Measured point: (3.233, 46.060)

Myricetin at exp. RT: 21.932
DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off

Correlation: ©.99895
Residual Std. Dev.: 46.71561
Formula: v = mx + b

m: 23.42317

b -29.65549

x: Amount[ng/ul]

y: Area

50

Amount[ng/ul]

I
100

Standart grafik 11. Mirisetin
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Area 4 salicylic acid at exp. RT: 24.587
3000 3 4 | pAaptC, Sig=310,4 Ref=off
] 5 | Correlation: 0.99344
2500 + i
] A Residual Std. Dev.: 152.24817
2000 4 3 /// Formula: y = mx + b
] el .
1500 K m: 30.36983
] , b 9437347
1000 rd x: Amount[ng/ul]
i 1.~ .
500 y: Area
E/;'/
0
T T T | T T T T |
0 50 100
Amount[ng/ul]
Standart grafik 12. Salisilik asit
Area - 1 Abscisic acid at exp. RT: 26.739
1200 «SF DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off
1000_3 Correlation: 0.99970
z Residual Std. Dev.: 13.049506
800‘: Formula: vy =mx + b
600 J:i m: 12.21654
] ] b -2.13430
400_; x: Amount[ng/ul]
200 y: Area
0_3 ' Measured point: (6.974, 83.064)
T II T T | T T T T |
0 50 100
Amount[ng/ul]
Standart grafik 13. Absisik asit
,:{\)FSS ] . | Quercetin at exp. RT: 27.628
] <" | DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off
3500_5 Correlation: 0.99405
30003 Residual Std. Dev.: 184.29542
2500 3 4 Formula: y = mx + b
2000 - 3 m: 38.63902
1500 b: 9.08940
10009 | _%:_ x: Amount[ng/ul]
500—5/ y: Area
0_ : Measured point: (6.474, 259.229)
II T T I T T T T

T
50 100

Amount[ng/ul]

Standart grafik 14. Quersetin



Area

wn
(=)
(=]

B

=]

o
|

1380.448 //

66.578

RN

50

Amount[ng/ul]

100
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Apigenin at exp. RT: 31.573
DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off
Correlation: 8.99672
Residual Std. Dev.: 20.04162
Formula: y = mx + b

m: 5.67121

b 2.87235

x: Amount[ng/ul]

y: Area

Standart grafik 15. Apigenin

50 100
Amount[ng/ull
Standart grafik 16.
Area 3 Py
E +
350 // 5
30043 jy/
250 8
200 3 %//
] e
1503 Ve
1003 j;//
504 1 e
0
T T T T | T T T T |
0 50 100
Amount[ng/ul]

Kaempferol at exp. RT: 32.596
DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off
Correlation: ©.99939
Residual Std. Dev.: 35.62875
Formula: y = mx + b

m: 23.39466

b -11.86681

x: Amount[ng/ul]

y: Area

Kaemferol

Curcumin at exp. RT: 43.830
DAD1 A, Sig=272,4 Ref=off
Correlation: ©.99852
Residual Std. Dev.: 9.20041
Formula: y = mx + b

m: 3.88272

b -7.82811

X: Amount[ng/ul]

y: Area

Standart grafik 17. Kurkumin
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Ek-2

Kontrol Edilecek Hususlar Evet | Hayir

Sayfa yapist uygun mu?

Sekil ve ¢izelge baslik ve igerikleri uygun mu?

Denklem yazimlari uygun mu?

Ic kapak, onay sayfasi, tez bildirimi, Ozet, abstract, 0Onsoz
ve/veya tesekkiir uygun yazildi m1?

Tez yazimi; Girig, Kaynak Arastirmasi, Materyal ve Yéntem (veya
Teorik Esaslar), Arastirma Bulgulan ve Tartigma, Sonuglar ve Oneriler
siralamasinda midir?

Kaynaklar soyadi sirasina gore verildi mi?

Kaynaklarda verilen her bir yayina tez ierisinde atifta bulunuldu mu?

Kaynaklar agiklanan yazim kuralina uygun olarak yazildi mi?

Tez igerisinde kullamlan sekil ve g¢izelgelerde kullanilan ifadeler
Tiirkce’ye ¢evrilmis mi? (Latince ve Ozel kelimeler harigtir)

Tezin igindekiler kismi, tez igerisinde verilen basliklara uygun
hazirlanmig m1?

*Tez Onerisi Formunun (FBE Form 22) ilk sayfasi ile birlikte materyal
ve yontem kisimlarini igeren sayfalarin fotokopisini tezinizin igindekiler
sayfasindan once telli zimbali formda koydunuz mu?

<|S | SRS S| SRR

Yukaridaki verilen cevaplarin dogrulugunu kabul ediyorum.
Tez tesliminde tezimin tamaminin enstitii web sayfasi veri tabaninda yayinlanmasina
izin veriyorum

) Unvam Adi SOYADI
Ogrenci: Ibrahim TEBER

Danisman: Prof. Dr. Ercan BURSAL

Fen Bilimleri Enstitiisii Onay1
Bu tez MSU Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygundur.

Onaylayan Adi SOYADI Tarih Imz4
e vesiHanmONLD 2%11.2019... . p 1

*Seminer, Yiiksek Lisans ve doktora tezleri FBE tez yazim kurallarina uygun
olarak hazirlanmalidir. Tezler FBE ne teslim edilmeden énce yukaridaki kontrol listesi
ogrenci ve damgman tarafindan imzalanmalidir. Bu sayfa tez teslimi esnasinda en st
sayfa olarak verilmelidir.

*Tez ilk savunmaya sunulacaginda spiral cilt veya clip dosya formunda FBE
teslim edilmelidir.

“Bu bilgi Jiri Onerisi Formu (FBE Form 8) ile birlikte Enstitiiye verilen niishada
da olmalidir. Ayrica, gérevlendirilen Jiiri Uyelerine de gonderilmelidir.
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