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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

MUS YORESINDE YETIiSEN Ranunculus cornutus (EVLIMEMEDOTU)
BiTKIiSININ FENOLiIK MADDE iCERIiGi ve BIlYOLOJiK AKTiVITELERI

Serap DICLE

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Ahmet SAVCI

Ranunculus cornutus DC. bitkisi uzun zamandan beri kabizlik, romatizma, hemoroid (basur),
O6dem, apse, yaralarin iyilestirilmesi ve sarilik gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Calismamizda
iilkemizde geleneksel tipta kullanilan Ranunculus cornutus DC. (Evlimemedotu)’nin igerik analizi ve bazi
biyolojik aktiviteleri arastirildi. Bu amagla, bitkinin metanol ve su ekstraktlart alinarak, her bir ekstraktin
toplam fenolik madde miktar1t LC-MS-MS cihazi araciligiyla belirlendi. Antioksidan aktivitelerini
belirlemek i¢in ise ferrik tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan yontemi, demir iyonu indirgeme
yontemi (FRAP), bakir iyonu indirgeme yontemi (CUPRAC), demir selatlama yontemi, 1,1-Difenil 2-pikril
hidrazil (DPPH) radikal siipiirme yontemi ve 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS)
radikali giderme yontemi kullanildi. Fenolik bilesik kompozisyonu olarak en yiiksek ilk ii¢ fenolik bilesik
fumarik asit (3261,43 pg/L ), vanilik asit (1217,70 pg/L) ile ferulik asit (769,40 pg/L) olarak tespit edildi.
Bitkiden elde edilen su ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi, artan konsantrasyon (15 pg, 30 pg, 45
ng) ile dogru orantili olarak artti. FRAP indirgenme aktivitesi sonuglarina gore standart olarak kullanilan
BHA (1C50:90,34 mg/mL)’nin ekstraktlara gore daha giiclii indirgen oldugu goriildii. Kuprak metodu
sonuglarina gore de BHA (1Cs0:101,47 mg/mL)’nin ekstraktlara gore daha giiglii oldugu saptandi. Demir
selatlama aktivitesi sonuglarina gére AA (1Cs0:32,41 mg/mL), ekstraktlara gére daha iyi aktivite gosterdi.
DPPH ve ABTS radikal siiplirme sonug¢larina gére AA en iyi aktiviteyi gosterdi. Antioksidan sonuglari
degerlendirildiginde bitkinin su ve metanol ekstraktlarinin standart antioksidanlara gére daha diisiik aktivite
sergiledikleri tespit edildi.Bunun nedeninin, igerdikleri fenolik miktarmin oraniyla iliskili oldugunu
sOyleyebiliriz. Bununla birlikte metanol ekstraktinin genel olarak su ekstraktindan daha iyi antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goézlendi. Son olarak ekstraktlarin DNA {izerindeki etkilerinin sonuglarina gore,
H202’nin ve H20; ile DMSO’nun birlikte DNA’nin kararli formu olan Form I’i bozarak daha kararsiz hale
getirdigi anlasildi. Su ve metanol ekstraktlarinin tek basina DNA’nin kararli yapisi tizerinde olumsuz bir
etki yapmadigr ve Form I ile Form II yapisinda tuttugu tespit edildi. Su ve metanol ekstraktlarinin,
peroksitin DNA {iizerindeki zararh etkilerini azaltma aktiviteleri kiyaslandiginda su ekstraktinin daha etkili
oldugu sdylenebilir. Mevcut bitki tiiriiyle alakali 6zellikle antioksidan ¢aligmalar bulunmadigindan bu bitki
tirii ile yapilacak baska caligmalarin genetik hazinemiz olan bitkilerimizin korunmas: ve nesillere
aktarilmasi agisindan 6nem arz ettigi digiinilmektedir.

2022, 79 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Mus, Antioksidan, Biyolojik Aktivite, Fenolik Madde, Ranunculus cornutus



ABSTRACT
MS THESIS

PHENOLIC CONTENT and BIOLOGICAL ACTIVITIES of Ranunculus
cornutus (EVLIMEMEDOTU) GROWING in MUS REGION

Serap DICLE

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Chemistry

Advisor: Asst. Prof. Ahmet SAVCI

Ranunculus cornutus DC. has long been used in the treatment of diseases such as constipation,
rheumatism, hemorrhoids, edema, abscess, wound healing and jaundice. In this study, the content and
biological activities of R. cornutus DC. (Evlimemedotu), which is used in traditional medicine, were
analyzed. For this purpose, methanol and water extracts of the plant were obtained and the total phenolic
content of each extract was determined by LC-MS/MS device. To determine their antioxidant activities,
the total antioxidant method, iron ion reduction method (FRAP), copper ion reduction method (CUPRAC),
iron chelation method, 1,1-Diphenyl 2-picryl hydrazil (DPPH) radical scavenging method and 2, 2'-azinobis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical removal method were used. The first three phenolic
compounds with the highest phenolic compound composition were fumaric acid (3261.43 pg/L), vanillic
acid (1217.70 pg/L), and ferulic acid (769.40 pg/L). The total antioxidant activity of the water extracts
obtained from the plants increased in direct proportion to increasing concentrations (15, 30, and 45 pg).
According to the results of the FRAP (BHA-1Cs50:90.34 mg/mL) and CUPRAC (BHA- 1C50:101.47 mg/mL)
methods, BHA was a stronger reducing agent than the other extracts. According to the iron chelating
activity results, AA (ICs:32.41 mg/mL) showed better activity than the extracts. According to DPPH and
ABTS radical scavenging assays, AA showed the best activity. When the antioxidant results were
evaluated, the water and methanol extracts of the plant showed lower activity than the standard antioxidants.
The reason for this is related to the ratio of the phenolic content. However, the methanol extract had better
antioxidant activity than the water extract. Finally, according to the results of the effects of the extracts on
DNA, it was understood that H,O; and H,O,, and DMSO together degraded the stable form of DNA, Form
I, making it more unstable. It was confirmed that the water and methanol extracts alone did not have a
negative effect on the stable structure of DNA and kept it in Form | and Form Il structures. When the
activities of the water and methanol extracts were compared to reduce the harmful effects of peroxide on
DNA, the water extract was found to be more effective. Since there are no antioxidant studies on existing
plant species, further studies on these plant species are thought to be important in terms of protecting our
plants, which are our genetic treasure, and transferring them to generations.

2022, 79 Pages

Keywords: Mus, Antioxidant, Biological Activity, Phenolic Content, Ranunculus cornutus
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1. GIRIS

Yeryiiziinde biyolojik cesitlilik agisindan iilkemiz en zengin iilkeler arasinda
yerini almaktadir. Genel olarak biyogesitliligin sebepleri; iklimsel farkliliklar, jeolojik
cesitlilikler, toprak yiizey sekilleri, sulak bolgelerin varligi, yiikselti farklari, ti¢ farkli
bitki cografyasinin birlestigi bir bélgede bulunmasi seklinde siralanabilmektedir (Avct,
2005).

Murat Nehri havzasi ve Vangolii havzasi arasinda bulunan Mus ili, Kuzey
Anadolu ile Dogu Anadolu Bolgesi arasinda sert karasal iklim ve 1liman karasal iklimin
hakim oldugu bir gegis bolgesinde konumlanmistir. Mevcut konumundan dolayi jeolojik,
jeomorfolojik, iklimsel ve toprak bitki ortiisti 6zellikleri géz 6ntinde bulunduruldugundan
oldukea cesitli zengin bir bitki ortiisiine sahiptir (Kiransan, 2017).

Mus ilinde bulunan g¢ayir ve meralarda takson sayisi agisindan 6n siralarda
Asteraceae, Lamiaceae ve Ranunculaceae familyalar1 gelmektedir. Mus ili ve gevresinde
kayda gecen Ranunculus takson sayisi 18 olarak tespit edilmistir (Demir ve Unal, 2022).

Diinyada Ranunculaceae familyasi igerisinde yaklasik olarak 50 cins ve 2000 tiir
bulunmakla birlikte, iilkemizde yine yaklasik 85 Ranunculus tiirii bulunmaktadir. Bu
tirlerin 15’1 endemik olarak bulunmaktadir (Davis, 1965). Ranunculaceae familyasi
igerisinde bulunan bu bitki tiirlerinin ¢ogu atopik dermatite sebep olamaktadir. Bir veya
cok yillik otsu, nadir oranda cali benzeri ya da tirmanici bitkilerinden olan Ranunculus
tiirleri “diiglin ¢igegi, yag canagi, katir nali, basurotu ve evlimemedotu™ isimleriyle de
bilinmektedir (Baytop, 1977).

Ranunculus L. cinsine ait bu bitkiler tilkemizin bir¢ok yerinde halk arasinda ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle kabizlik durumunda, romatizmal
hastaliklarda, hemoroid (basur), 6dem, apse, yaralarin iyilestirilmesi ve sarilik gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Sezik ve ark., 2001; Giirhan ve
Ezer, 2004).

Fenolik bilesikler; fenolik asitlerde (hidroksibenzoik, hidroksisinnamik asitler
gibi) ve flavonoidlerde (katesin, flavonol, flavanin, antothocyanidin ve calcones gibi)
bulunan "polifenoller" olarak da adlandirilan bir gruptur (Escarpa ve Gonzalez, 1998;
Chinnici ve ark., 2004; Sandhu ve ark., 2011). Fenolik madde igeren bitkilerin
analizleri genellikle fenolik maddelerin karakterizasyonu ve antioksidan kapasitelerin
Olctiimii seklinde gerceklestirilmektedir. Yiiksek antioksidan kapasitesine sahip olan bu

molekiiller, birgok aragtirmacinin ilgisini ¢gekmektedir (Bonilla ve ark., 1999; Maier ve



ark., 2009; Schiassi ve ark., 2018). Antioksidan bilesikler genellikle diisiik konsantrasyon
oranlarinda bile organik bilesiklerin (serbest radikal mekanizmasi yoluyla)
oksidasyonunu engellemek suretiyle c¢esitli hastaliklara karsi viicut direncinin
arttirilmasinda 6nemli rol almaktadir (Chen ve ark., 2006).

Bu tez c¢alismasinda, iilkemizde geleneksel tipta kullanilan Ranunculus cornutus
De Candolle (DC.) (Evlimemedotu)’ un igerik analizi ve baz1 biyolojik aktiviteleri
arastirildi. Bu amagla, bitkinin metanol ve su ekstrakt ¢ozeltileri hazirlanarak,
ekstraktarin her biri i¢in ayr1 ayr1 toplam fenolik madde miktar1 LC-MS-MS cihazi
kullanirlarak belirlendi. Antioksidan aktivitelerini belirlemek igin ferrik tiyosiyanat
metoduna gore total antioksidan ydntemi, Fe*? iyonu indirgeme yontemi (FRAP), Cu*?
iyonu indirgeme yéntemi (CUPRAC), Fe*? selatlama yontemi, 1,1-Difenil 2-pikril
hidrazil (DPPH') radikal siipirme yontemi ve 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit (ABTS") radikali giderme yontemi kullanildi. Ekstraktlarin aktiviteleri,
biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve askorbik asit
(AA) standart antioksidanlarinin sonuglari ile kiyaslandi. Son olarak ekstraktlarin DNA
tizerindeki etkisi incelendi. Bunun igin primer DNA olarak pBR322 plazmit DNA
kullanildi. Bu tez calismasinda e¢lde edilen sonuglarin, literatiire Onemli katkilar
saglayacagint ve bu bitkiyle c¢alisan arastirmacilar igin yol gosterici olacagini

diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1 Ranunculales Lindley Takim

Ranunculales takimi 7 familya (Berberidaceae, Circaeasteraceae, Eupteleaceae,
Lardizabalaceae, Menispermaceae, Papaveraceae ve Ranunculaceae) ve 3200 kadar tiir
icerir (Simpson, 2010; Yildiz ve Aktoklu, 2012). Menispermaceae familyasina ait
Chondrodendron tomentosum bitkisinden amazon yerlileri kuare maddesini elde etmek
suretiyle ok uclarina siirerek ok zehri amaciyla kullanmislardir. Ayrica kuare maddesinin
bir bagka tiirevi olan tuokurarin maddesi de hasta tedavilerinde ve ameliyat 6ncesinde
kaslar1 gevsetmek icin kullanmistir (Simpson 2010).

Karasal ve sucul habitatlarda yasayan, ¢ogunlukla otsu ve ¢ok azi da odunsu
bitkilerdir. Yapraklar almasli, nadiren karsilikli, basit, parcali veya birlesik yapidadir.
Stipul ¢ogunlukla yoktur. Stomalar genellikle anomosi-tipdir. Cigekler ¢ok cesitli ¢igek
durumu gosterir, tam ya da bir eseyli, ¢igek epigin olup (altdurumlu), genelikle
aktinomorf, bir kism1 zigomorftur. Cicek tablasi konkav veya yassilasmis ya da
cukurlagmis ¢igek tablasi vardir. Cogunlukla entomofilik (entomogam: bocekler ile
tozlagsma), bazen ornitofoilik (ornithogam: kuslar araciligigla tozlagma)’tir. Kaliks ve
korolla iyi farklilasmis, bazilarinda az ya da hi¢ farklilasmamistir. Stamen (1-6) ¢ok
sayida, serbest ve spiral diziliglidir. Disi organda bulunan ¢ok sayidaki karpeller serbest
haldedir. Meyve, folikiil, aken veya bakka seklindedir. Tohumlarda endosperm sik
goriliir, otsu ve odunsu bitkiler ise gesitli yaglara sahiptir. Kimyasal savunma maddeleri
benzil-izokinolin ve aporfin alkoloidleridir (Hickey ve King, 1997; Ekmekgigil, 2006;
Se¢men ve ark., 2008; Yildiz ve Aktoklu, 2012).

2.2 Ranunculaceae A. L. de Jussieu (Diigiincicegigiller) Familyasi

Bu familyanin adi1 amfibik 6zelliginden dolay latince ‘kiiciik kurbaga’ anlamina
gelen ‘rana’ sozciigiinden tiiremistir. Bu familyaya ait diinyada toplam 62 cins ve bununla
beraber yaklasik 2500 tiir mevcuttur (Simpson, 2012). Bu biiyiik bitki ailesi neredeyse
tim diinyada yayilis gostermektedir. Kuzey yarim kiirenin daha iliman bdlgelerinde
biiyiik bir cesitlilik gosteren bu familya aslinda her iki yarim kiirenin iliman ve serin
bolgelerini tercih etmektedir (Yildirim ve Giil, 2018). Ranunculaceae familyasinin
onemli ekonomik 6zelikleri olmasa da kiiltiire edilmis bu familyaya ait basta siis bitkileri
[(Clematis (Akasma), Aquilegia (Haseki kiipesi), Eranthis (Sarikokulu), Anemone (Dag

lalesi), Delphinium (Hezaren), Consolida (Mahmuzotu), Adonis (Kan damlasi),



Helleborus (Copleme), Ranunculus (Diigilingicegi)], tibbi bitkiler (Hydrastis canadensis)
olmak tizere zehirli bitkiler ve zararli otlar (Aconitum cinsine ait A. anthora L., A.
cochlare Woroschin, A. nasutum Fisch., A. orientale Miller; Delphinium cinsine ait iki
tir: D. staphisagria L. ve D. linearilobum N. Busch; Helleborus cinsine ait iki tiir: H.
orientalis Lam. ve H. vesicarius Aucher) da dahil diigiingicegigiller familyasinin
ekonomik degerini olusturmaktadir (Y1ldiz ve Aktoklu, 2012; Simpson, 2019).

Bu familyanin Tiirk¢e adi1 “diigiingigegigiller” olarak bilinmektedir. Tiirkiye’de
20 cins, 204 tiir ve alt tiir toplamda ise 234 taksonla temsil edilmektedir, bunlardan
endemik olan 62 taksonun endemizm oran1 % 26,5 olarak bildirilmektedir (Ekmekgigil,
2006; Se¢men ve ark., 2008; Yildiz ve Aktoklu, 2012). Diigiingigegigiller familyasinin
Tiirkiye Florasi’ndaki morfolojik 6zellikleri sdyledir:

Karasal veya sucul, tek ya da ¢ok yillik otsu, nadiren tirmanici odunsu bitkilerdir.
Yapraklar agir1 ¢esitlilik gosterir; genellikle almasik, bazen karsilikli, genelikle palmat ya
da pinnat birlesik, bazen basittir. Genelikle stipul yoktur, nadiren stipullu tiirler
mevcuttur. Sucul tiirlerinde heterofili goriiliir. Cigekler tek, rasem, panikula ya da kimoz
durumlu, iki eseyli, ovaryum iist durumlu ve 1sinsal veya zigomorf simetrilidir.
Reseptakulum biraz uvzamistir. Cigek ortiisii, tek sira tizerinde dizili ya da iki siralidir.
Periant pargalar1 serbest (bazen perigon seklinde), cogunlukla hepsinin i¢ halkasi
nektaryum igerir. Nektaryum cogunlukla perigonaldir. Sepal 3-5-8 veya ¢ok, genelikle
petaloiddir. Petal genelikle 5 veya daha ¢ok sayidadir. Stamenler, genellikle say1 olarak
fazla ve ¢evrelerden merkeze dogru dizilim gostermektedir (Ekmekgigil, 2006; Se¢cmen

ve ark,. 2008; Simpson, 2010; Yildiz ve Aktoklu, 2012).

2.3 Ranunculus L. Cinsinin Sistematigi

Ranunculus cinsi 1753 yilinda ilk olarak Carl Linnaeus tarafindan tanimlamasi
yapilmustir (Sekil 2.1). Bu cins 1824 yilinda Candolle tarafindan 159 tiire dayanan
diinyadaki ilk siniflandirilmasi yapildigindan beri birkag kez daha revizyona ugramustir,
ancak etraflica yapilmis bir simiflandirma heniiz mevcut degildir. Ranunculus cinsi;
Myosurus, Ceratocephala ve Ficaria hari¢ Ranunculeae kabilesi i¢inde siniflandirilmis
ve akenler, kokler ve ¢iceklerin 6zelliklerini kullanarak Batrachium, Ranunculastrum,
Thora, Hecatonia ve Echinella bolimlerine ayrilmigtir. Daha sonra diinya ¢apinda
yapilan diger siniflandirmalar yazarlar arasinda 6énemli 6l¢iide farklilik gostermektedir;
ornegin, Prantl (1887) yaptig1 calismada, esas olarak meyve anatomisine dayanarak,

Oxygraphis'i hari¢ tutmus ve Ranunculus'u Ceratocephala, Ficaria, Marsypadenium,



Hypolepium, Thora, Physophyllum ve Butyranthus boliimlerine ayirmigtir. Tamura'nin
arastirmasi (1995), bu konuda diinya ¢apindaki tek modern simiflandirmadir ve esas
olarak aken karakterlerine dayanmaktadir. Sistematik ¢alismalarin tam olarak
yapilamamasinin sebepleri arasinda; Ranunculus cinsine ait ¢ok fazla tiiriin mevcut
olmasi, bolgesel floralardan alinmig 6rnek yetersizligi, bazi morfolojik karakterlerin
evrimsel olarak benzerlik gostermeleri gibi nedenler sayilabilmektedir. Molekiiler
teknolojinin gelismesi ve etkin kullanimi sayesinde giintimiizde filogenetik ve evrimsel
calismalara hiz verilmis ve eksik taraflar1 tamamlanmaya calisilmaktadir (Lehnebach
2008). Tamura (1995) daha 6nce Ranunculus altinda tanimlanan birkag kiiglik "uydu"

cinsi bu yeni siniflandirmasinda hari¢ tutmustur.

Alem: Bitkiler (Plantae)
Boliim: Kapali Tohomlular (Magnoliophyta)

Sinif: [ki Cenekliler (Magnoliopsida)

Takim: Ranunculales

Ranunculus L. cinsinin
sistematikteki yeri : /£

Aile: Ranunculaceae
Alt aile: Ranunculoideae
Oymak: Ranunculeae

Cins: Ranunculus L

Tur: Ranunculus comutus DC

Sekil 2. 1 Ranunculus L. cinsinin sistematigi

Ranunculus cinsi tiim kitalarda yayilis gosterir ve tropiklerden arktika ve
subantarktika bélgelere kadar diinya gapinda biiyiik bir dagilima sahiptir. Ozellikle R.
cornutus DC. Afganistan, Kibris, Misir, iran, Irak, Kazakistan, Liibnan-Suriye, Libya,
Filistin, Suudi Arabistan, Transkafkasya, Tiirkiye’de yayilis gostermektedir (Sekil 2.2).
Bu cins, iliman ila meridyonel bolgeler arasinda 6zellikle tiir bakimindan oldukga
zengindir (Whittemore, 1997). Ranunculus tiirleri, ovalardan yiiksek alpin bolgelere

kadar ¢esitli 1slak ve kuru habitatlarda yerlesiktir ve farkli habitatlara ¢esitli morfolojik



adaptasyonlar gosterir (Paun ve ark., 2005). Daglik alanlarda, endemizm 6nemli tiirlere
katkida bulunur. Cesitlilik, ancak daha diisiik irtifalarda yaygin tiirler de oldukga
yaygindir.

H Native

Sekil 2. 2 R. cornutus DC. diinyada ki yayilist

Ranunculus, bazen apomiksis ile baglantili olan farkli seviyelerde poliploidi
gosterir (Horandl ve ark., 2005). Cesitli morfolojik adaptasyonlar ve vejetatif {ireme
(stolons, bulbils), kendi kendine uyumluluk ve agamospermi gibi farkli tireme stratejileri,
habitatlar1 daha yiiksek rakimlarda ve enlemlerde kolonize edebilmeleri i¢in 6nemli
faktorler olabilir. Baz1 daglik alanlarda yiiksek tiir gesitliligi gozlenmektedir (Eichler,
1958).

2.4  R.cornutus DC. (Evlimemedotu)

R. cornutus DC. (1817:300) ¢evreleyen kompleks, refleksli sepals ile sar1 ¢igekler
tasiyan hafif tiiylii yillik bitkilerden olusur. Bu kompleksin iiyeleri, meyveli kafadan 4-8
kat daha uzun, uzun saplar iizerine yerlestirilmis kiiresel, kii¢iik meyveli baslar1 (0,5-1,5
cm ¢apinda) ile taninabilir. Akenler diizdiir, gagalidir ve ylizeyleri degisken tiiberkiilattan
piirlizsiize dogru degisir (Sekil 2.3). Bu tiirlin dogal aralig1 Tiirkiye'den Orta Asya'ya ve

Arap Yarimadasi'dir. Yilliktir ve 6ncelikle 1liman biyom(lar)da yetisir.



Sekil 2. 3 R. cornutus DC.’ye ait ¢gekilmis bir fotograf (Tiirkiye’nin Bitkileri, 2022)

Tiir kompleksi, glineybat1 Asya, Kuzey Afrika ve giiney Avrupa'da yaygin olarak
dagilmistir (Davis 1959). Ranunculus'un iki kapsamli taksonomik ¢alismasi bu kompleksi
farkli sekilde yorumlamaktadir. Davis (1965) ‘Flora of Turkey' de tanisal karakter olarak
hem vejetatif 6zellikleri hem de aken morfolojisini kullanirken, Zohary (1966) ‘Flora
Palaestina' da sadece aken morfolojisini kullanir. Bu ¢eliskili taksonomik yorum, floristik
listelerde ve floralarda tutarsizliga yol agmistir. Taksonomik karigikli§in bagka bir nedenti,
bazi taksonlar i¢in tip materyalinin olmamasi ve belirsiz morfolojik tanimlamalardir. Ek
olarak, taksonlardaki fenotipik plastisiteyi anlamak i¢in gerekli olan ¢aligmalar arasinda

kritik bir karsilagtirmanin olmamasi, bu taksonomik karmasaya katkida bulunmustur.

2.5 Ranunculus L. Cinsinin Kullanim Alanlar ve Etkileri

Bitki Mart-Nisan aylar1 arasinda ¢igeklenir ve geleneksel olarak biitiin halde gut,
artrit ve nevralji agrilarinda kullanilir. Bitki buruk tatlidir ve agr kesici, antispazmodik,

diaforetik ve rubefasiyan olarak kullanilir (Aslam ve ark., 2012).



R. sceleratus Linn'in tiim parcalar1 tazeyken zehirlidir; bununla birlikte bitki halk
hekimliginde 1sitma veya kurutma isleminden sonra ¢esitli hastaliklari tedavi etmek igin
kullanilmaktadir (Prieto ve ark., 2003).

Son yillarda etnofarmakolojik etkiler ¢esitli c¢alismalarla deneysel olarak
kanitlanmistir. Iki ranunculin, protoanemonin ve anemonin, mantar &ldiiriicii,
antimikrobiyal, antimutajenik ve ates diisiiriicti 6zellikler gostermektedir (Martin ve ark.,
1990; Minakata ve ark., 1983; Misra ve Dixit, 1980). Serif ve ark. sulu fraksiyonun en
ilging etkileri Urettigi normotansif ve fruktoz ile indiiklenen hipertansif siganlari
kullanarak hipertansiyon tedavisinin etkilerini degerlendirmek i¢in bir in vivo ¢alisma
gerceklestirmiglerdir. R. sceleratus L.'nin toprak istii kisimlarindan elde edilen %70
etanolik ekstraktlar, ekstrakttaki bol miktarda miristik asidin LPS ile uyarilan RAW 264.7
makrofaj hiicre hattinda nitrit konsantrasyonunu inhibe ettigini ortaya ¢ikarmislardir
(Marelli ve ark., 2021). Ayrica, R. sceleratus tiirevli bilesikler, apigenin 4’-O-alfa-
rhamnopyranoside, apigenin 7-O-beta-glucopyranosyl-4'-O-alpha-rhamnopyranoside,
tricin 7-O-beta-glucopyranoside, tirisin ve izoskopoletin, hepatit B viriisiine karsi
inhibitor aktivite gostermistir (Li ve ark., 2005). R. sceleratus 6ziitiiniin tedavi etkisine
ek olarak, Tian Jiu tedavisi i¢in, belirlenmis akupunktur noktalarina Cin sifali bitkisel
macun eklenmesini igeren taze R. sceleratus L'nin taze formu tahris edici olmasina
ragmen, siganlarda intrahepatik kolestaz iizerinde iyi terapotik etki gostermistir (Zhang
ve ark., 2020). Ekstraktin tahris edici veya tahris edici olmayan tepkileri indiikledigi
spesifik mekanizmalar aciklanmamistir. Bu fenomeni acgiklamak i¢in, topikal
iltihaplanmada 06ziit tarafindan indiiklenen hem tahris edici, hem de tahris edici olmayan
ozelliklerin mekanizmasinit gdstermek igin R. sceleratus L.'nin metanolik bir oziiti
kullanilmistir. Arasidonik asit inflamatuar siireci ortaya cikardiginda, Oziitiin etkisi
genellikle pro-inflamatuvar veya nétr olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, tepkiye
etradekanoilforbol asetat gibi tahris edici bir maddenin uygulanmasi neden olduysa, 6ziit
esas olarak anti-inflamatuar etkilere neden olmaktadir. Bu etki bir tahris 6nleyici olarak
belirtilmistir ve 0ziitiin kendisi fizyolojik kosullarda tahris edici olabilir, ancak daha 6nce
uygulanan tahris edici maddelerin etkisini de ortadan kaldirabilmektedir (Prieto ve ark.,
2003).

R. sceleratus L.’un en 6nemli sekonder metabolitleri flavonoitler, B-sitosterol ve
lakton glikozitleri (ranunkulin) gibi steroitleri igerir. Haricen kizartici ve kan toplayici

olarak romatizmalara kars1 kullanilir (Wink ve ark., 2004). R. sceleratus L.’un yapisinda



bulunan anemonin antipiretik olarak bilinir ve protoanemoninle birlikte bu tiirde sedatif
etkiye sahiptir (Prieto ve ark.,2003).

R. laetus Wall tiirii Afganistan, Pakistan, Hindistan ve Himalayalar *da ¢ok yaygin
seklide bulunur ve halk arasinda yapraklari ve g¢igekleri, konjonktivit gibi goz
hastaliklarina kars1 kullanilir (Nazir ve ark., 2013; Aslam ve ark., 2012; Nazir ve ark.,
2014). Ranunculus tiirleri polifenoller, flavonoidler, alkaloidler, triterpenoidler,
fitosteroller, kumarin tiirevleri ve saponinler gibi farkli biyoaktif bilesik siniflarina ek
olarak esansiyel yag asitleri (EFA) (linoleik ve a-linolenik asitler) ve mineraller (K, Na,
Fe ve Zn) igerir (Aslam ve ark., 2012; Da-Cheng, 2018). R. bulbosus L. (yumrulu
diigiingicegi) Karadeniz bolgesi cayirlarina yayilmis olan bir tiirdiir ve Ankara civarindan
alinan oOrneklerde %0.55 anemonin igerdigi belirlenmistir (Baytop, 1963). Yapraklar
kersetin, kemferol flavonoitleri igerir (Webster, 1991). Cigekler ise gossipetin 8-metileter
icerir ve sar1 renklidir. /n-vitro olarak tiim bitkinin antifungal aktivitesi oldugu rapor
edilmistir (Aslam ve ark., 2012). Ayrica bitki protoanemonin gibi laktonlarca zengindir
ve antimikrobiyal 6zellikleri bilinir (Giirhan ve Ezer, 2004). Igerdigi anemonin sebebiyle
secilmis dermofitler ve mayalara karsi etkili oldugu bildirilmistir (Karagoz ve ark., 2002).
Geleneksel olarak biitiin halde gut, artrit ve nevralji agrilarinda kullanilir. Tim bitki ve
ozellikle bitki 6zl buruk tathdir ve agr1 kesici, antispazmodik, diyaforetik ve rubefasiyan
olarak kullanilir (Aslam ve ark., 2012).

Ranunculus tiirleri geleneksel tipta anti-romatizma, sitma ve cilt kizarikliklari igin
kullanilir. R. repens L. birkag yillik otsu bir bitkidir ve genellikle siiriinticiidiir. R. repens
% 0.80 alkaloit, % 0.39 flavonoit, %0.5 saponin, %0.01 tanen ve %0.004 fenolik bilesik
icerir (Tongel ve Ayhan, 2005). R. repens L. birkag¢ yillik otsu bir bitkidir ve genellikle
stirtiniictidiir. R. repens % 0.80 alkaloit, % 0.39 flavonoit, %0.5 saponin, %0.01 tanen ve
%0.004 fenolik bilesik igerir (Mantle ve ark., 2001). Flavon glikozitleri, p-hidroksi
sinnamikasit, -sitosterol, anemonin, karotenler igerdigi rapor edilmistir (Aslam ve ark.,
2012; Mantle ve ark., 2001). Yapraklar, kersetin ve kemferol flavonolleri, viteksin ve
izoviteksin flavonlart igerir. Petaller ise, kersetin ve gossipetin-8 metil eter adli
flavonolleri igerir ve ¢icege sar1 rengini verir (Webster, 1991). Asya geleneksel tibbinda
ornegin, Ranunculus taksonlar1 protoanemonin ve anemonin gibi maddeler ihtiva
ettiklerinden dolay1 romatizma, sitma ve cilt kizarikliklari i¢in kullanilir (Aslam ve ark.,
2012).

R. Chinensis var. chinensis flavonoitler (kersetin ve kemferol), alkaloitler,

triterpen saponinler, protoanemonin ve ranunkulin gibi laktonlar onceden yapilan
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calismalarda belirlenmistir. Bitki geleneksel olarak biitiin halde diyare ve parazitlere kars1
kullanilir (Aslam ve ark., 2012). Cin halk tibbinda ise akut ve kronik hepatit ve peritonal
06dem tedavisinde kullanilir (Zou ve ark., 2010).

R.serbicus igerdigi alkaloitlerden dolay: farkli iilkelerde halk tibbinda kullanilir.
R.serbicus’un koklerinden kuaterner alkaloitlerinden berberin, palmitin, kolumbamin ve
aporfin tip alkaloitlerden magnoflorin izole edilmistir (Bonora ve ark., 1990).

R.hirtellus Boyle. Afganistan, Pakistan, Kuzey Hindistan ve Himalayalar’da
yaygindir. Kokleri geleneksel olarak ates diisiiriicli, sogutucu ve antihelmentik olarak
kullanilir (Nazir ve ark., 2013; Nazir ve ark., 2014).

R. japonicus Thunb. tiiri skoporon, trisin, protokatesik asit, luteolin, anemonin,
skopoletin, 5-hidroksi-6,7-dimetil flavon, ternatozit, 5-hidroksi-7,8-dimetil flavon igerir.
In-vitro olarak farelerde analjezik ve antienflamatuvar aktivitesi oldugu gosterilmistir
(Aslam ve ark., 2012).

R. macrophyllus Desf. daha az calisilan Ranunculus tiirlerinden biridir. Bu
bitkinin kokleri zengin bir biyoaktif polifenol kaynagi olan yabani bir sebzedir (Deghima
ve ark., 2020).

R. arvensis (tarla digiin ¢igegi) Avrupa’dan Sibirya’ya, Kuzey Bati Asya’dan
Hindistan ve Himalayalara kadar genis sekilde yayginlik gosterir ve Mart-Nisan aylarinda
ciceklenir. Flavonoit, fenol, alkaloit ve saponin yoniinden zengindir (Aslam ve ark., 2012)
ve ranunkulin glikozidi icerir. Geleneksel olarak yapraklar1 kesintili ates, astim ve gut
agrilarinda kullanilir (Tongel ve Ayhan, 2005; Aslam ve ark., 2012).

Ranunculus (buttercup) tiirlerinin tamami taze yenildiginde zehirlidir. Onlarin aci,
keskin tatlar1 vardir ve ihtiva ettikleri zehirli bilesiklerden dolayr agzin kabarmasina
neden olurlar; bu nedenle yenilmezler (Anonim, 2013).

Ranunculus (Diigiingigekleri) taksonlari ¢ayirlik alanlarda ¢ok bol miktarda
bulunur ve ¢ok az miktarda yenilebilir bitkilerin biiyiimesine miisaade ederler. Bu
alanlarda otlayan hayvanlar ¢aresizlikten yerler ve bu da hayvan zehirlenmelerine neden
olabilir. Hayvanlarda zehirlenmenin belirtileri kanli ishal, asir1 tiikiiriik salgisi, kolik ve
agizda siddetli kabarciklanma seklindedir. Ranunculus bitkileri insanlar tarafindan
yenildiklerinde, ranunkulin maddesi olusturmak i¢in pargalanir. Protoanemoni
maddesinin insanlarda da kontakt dermatite neden oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
Ranunculus bitkilerine kars1 dikkatli olunmalidir. Fakat toksinler kurutularak
pargalanabilir, bu nedenle kurutulmus Ranunculus taksonlarini i¢eren saman giivenlidir

(Anonim, 2013).
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Waldst ve Kitt'in R. pedatus yara iyilestirme aktivitesi, metanolik 6zii kullanilarak
degerlendirilmis ve hem insizyon hem de eksizyon yarasi hayvan modellerinde giiclii
anti-inflamatuar aktivite ile yara iyilesmesi {izerinde Onemli etkiler g0osterdigi
bulunmustur (Akkol ve ark., 2012).

Genellikle Ranunculus cinsinin ¢ogu taksonu "kiiglik kurbaga" olarak bilinir. Bu
isim muhtemelen Ranunculus tiirlerinin kurbagalar gibi suyun yakininda bulunmasindan
kaynaklanir. Ranunculus taksonlarinin tereyagina karakteristik sar1 tonunu verdigine dair
yanlig bir inan¢ vardir (halbuki inekler ve diger hayvanlar i¢in zehirli olduklarindan
tilketmezler; dogal olarak tereyagina sart tanunu veren yedikleri Ranunculus bitkisi
degildir) (Edsall, 1985).

Tiirkiye'de geleneksel tipta, Ranunculus tiirlerinin bitkilerinin kok, ot ve gigekleri
igeren c¢esitli kisimlari, kabizlik, romatizma, hemoroidler, 6dem, apse ve sarilik benzeri
tlirli hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanildigi bilinmektedir (Baytop 1999, Sezik ve
ark., 2001, Ezer ve Avcr 2004, Gurhan ve Ezer 2004, Kaya ve ark., 2010).

Bu cinse ait bitkilerden bazilar1 halk tibbinda da tahris edici, yara iyilestirici, adet
akisini uyaran ve anne siitiinii artiran 6zellikleri nedeniyle kullanilmigtir (Baytop 1999,
Kaya vd. 2010). Ulkemizin karadeniz bélgesinin kuzeybati kesiminde, R. ficaria L.
subsp. bulbifera’nin yogurtla karistirildiktan sonra salata olarak tiiketildigi bildirilmistir
(Sadikoglu ve ark., 2000; Kaya ark., 2010 ).

R. constantinopolitanus DC. iilkemizde romatizmal eklem agrilarini rahatlatmak
ve antienflamatuar etkisi nedeniyle kullanilir (K&se ve ark., 2008; Fostok ve ark., 2009).
R. constantipolitanus DC., Ankara’da ‘evlimemed otu’ adiyla bilinir ve yapraklar1 agri
dindirici ve iltihap akitict olarak kullanilir. Bu amagla yaprak kisimlart suyu ¢ikarilana
kadar doviilerek, findik kabugu igerisinde agrinin oldugu alana iki saat boyunca
konularak iltihapli bolgenin drene olmasi saglanmaktadir (Kose ve ark., 2008). R.
constantinopolitanus DC. toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ekstre GC- MS ile
incelendiginde palmitik asit basta olmak tlizere, oleik asit, stearik asit ve linoleik asit
icerdigi saptanmistir (Fostok ve ark., 2009).

R. ternatus kokleri Cin tibbinda tiiberkiiloz tedavisinde kullanilir (Zhang ve ark.,
2007). R. ternatus’un farmakolojik ve kimyasal yapisina bakildiginda, tiiberkiiloz
bakterisi tizerinde doz-etki iliskisi oldugu belirlenmis ve GC-MS ile incelendiginde ¢oklu
organik asitlerinin varlig1 gosterilmis ve bu organik asitlerin drogun antitiiberkiiloz

etkisinden sorumlu oldugu bulunmustur (Chi ve ark., 2007).
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2.6 Sekonder Metabolitler (SM)

Sekonder metabolitler, bir organizmanin normal biiyiime ve gelismesinde yer
almayan organik molekiillerdir. Birincil metabolitler tiirin hayatta kalmasinda kilit bir
role sahipken, fotosentez ve solunumda aktif bir islev goriirken, ikincil metabolitlerin
yoklugu ani Oliimle sonuglanmaz, daha ziyade organizmanin hayatta kalmasinda
genellikle 6nemli bir rol oynar. Bitki savunmasinda rol oynar. Bu bilesikler, bitkiler,
mantarlar, bakteriler, algler ve hayvanlar tarafindan sentezlenen son derece cesitli dogal
tirtinler grubudur. Terpenler, fenolik bilesikler ve alkaloidler gibi ikincil metabolitlerin
cogu, biyosentetik kokenlerine gore simiflandirilir. Bu bilesiklerin farkli siniflari
genellikle bir filogenetik grup i¢indeki dar bir tiir kiimesiyle iliskilendirilir ve ¢esitli tibbi,
aromatik, renklendirici ve baharat bitkilerinde ve/veya fonksiyonel gidalarda biyoaktif
bilesigi olusturur (Costa ve ark., 2012).

Yaklagik 20.000'den fazla sekonder metabolit tanimlanmistir ve bunlarin
izolasyonu ve karakterizasyonu azalmayan bir hizla devam etmektedir. Cogu ikincil
metabolitin liretimi genetik kontrol altinda olmasina ragmen, nispeten az sayida vakada,
birincil metabolik islevler agisindan olusumlarini rasyonalize etmek i¢in ikna edici
argiimanlar ileri siiriilmiistiir. Ikincil metabolitler, iiretimleri icin enerji, fotosentat ve
besin harcamalarinin “uygun maliyet” gosterilebildigi 6l¢iide, bitkiler tarafindan hayatta
kalmak ve ¢ogalmak i¢in savasta kullanilan silahlanmanin 6nemli bir parcasidir. Rolleri,
iireticinin avcilara (otgullara), patojenlere veya rakiplere karsi savunmasi, tozlasmaya
veya tohum dagilimina yardim veya digsal abiyotik faktorlere karsi koruma veya bunlara
adaptasyon veya bu islevlerin kombinasyonlar iizerinde odaklanmasidir (Waterman,
2007).

Genellikle bitkilerde bulunan kimyasallar birincil ve ikincil metabolitler olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Birincil metabolitler; proteinler, yaglar, karbonhidratlar ve
vitaminler olmak tizere canlinin biiylimesi, metabolit fonksiyonlar1 ve {iremesi gibi
hayatsal olaylarda gérev alirken, ikincil metabolitler; fenolik bilesikler, terpen-steroidler,
kiikiirt bilesikleri ve alkaloidler olmak tizere dort grupta siniflandirilan birkag sekonder
bilesik sinifi, anti-inflamatuar, hipoglisemik, hiponatremik ve antioksidan etkilere
sahiptir. Kardiyovaskiiler hastaliklara ve kansere karsi korur ve bir¢ok olumlu etkiye
sahiptir. Efektif saglik etkilerinden dolay1 tip ve eczacilik igin biiylik 6nem tasimaktadir.
Birincil metabolitlerden biyosentez yoluyla iiretilirler ve canli organizmalarin temel

yasamsal islevleriyle dogrudan ilgili olmayan biyolojik siireclerde yer alirlar. Sekonder
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metabolitler hayati viicut fonksiyonlarinda dogrudan bir role sahip olmasalar da sagligin
korunmasi ve siirdiiriilmesinde énemli rol oynarlar ve giliniimiizde birgok alanda ham
madde olarak kullanilmaktadirlar (Babaoglu ve ark., 2001).

Bazi fenolik bilesiklerin lipoprotein oksidasyonunu bloke ederek kardiyoprotektif
etkileri vardir, kolesterol diisiiriicii etkileri vardir, ateroskleroz riskini azaltir, trombosit
kiimelenmesini engeller, damarsal hastaliklar1 iyilestirir, enflamasyon ve oksidatif stres
acisindan da korucudur. Lipit profili ve dolayisiyla diyabetik noropati, diyabetik nefropati
ve diyabetik retinopatiye kars1 koruma saglayabilir. Birtakim fenoliklerin, alkaloitlerin ve
kanserojenlerin hasarli hiicre sinyal degisimini normallestirerek, kanser hiicresinin
biiylimesini ve metastatik yetenegi inhibe ederek malign transformasyonun inhibisyonuna
yol acarak anti-tiimor etkileri gosterilmistir. Biyoreaktdr teknolojisinin gelismesiyle
birlikte daha fazla sekonder metabolit kesfedilmis ve bunun sonucunda bitki sekonder
metabolitleri ilag iiretiminde daha fazla kullanilmaya baslanmistir (Ulger ve Ayhan,
2020).

Ilk olarak 1891'de tamimlanan sekonder bilesikler, kimyasal yapilarina,
bilesimlerine ve belirli ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliiklerine gore ¢esitli guruplara ayrilsabilse
de “British Nutrition Foundation” tarafindan dort onemli grup tarafindan temsil

edilmektedir (Ulger ve Ayhan, 2020) (Sekil 2. 4).



14
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Monoterpenler

Seskiterpenler

Terpenler

Diterpenler
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Sekonder Alkaloidler

- Nikotin
Metabolitler
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Kinolizidin Alkaloidler
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Nonflavonoidier
Hidroksisinamatiar
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» Flavonlar
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m» Flavan-3-oller
» Antosiyanidinier
» Kalkonlar ve dihidrokalkonlar
» isoflavonoidler
B Kumarinler

» Furanokumarinler

» Lignin

Sekil 2. 4 Sekonder metabolitlerin genel siniflandirilmasi

Ilag iiretiminde 6zellikle dnemli hale gelen belirli sekonder bilesik siniflar1 anti-
inflamatuar, hipoglisemik, hiponatremik ve antioksidan etkileri vardir. Birkag sekonder
bilesigin de tromboz ve kansere kars1 koruma sagladigi rapor edilmistir. Mevcut 6zellikler
sebebiyle ikincil metabolitler diyabet, obezite, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
kronik ve 6nemli hastaliklara kars1 koruma etkisinin oldugu tahmin edilmektedir (Ulger

ve Ayhan, 2020).

2.7 Antioksidanlar

Antioksidanlar, elektronlarini Reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi diger molekiillere
bagislayabilen ve bodylece proteinler veya DNA gibi biyolojik olarak onemli diger
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molekiillerden elektron almalarin1 engelleyen kimyasal bilesiklerdir (Dunnill ve ark.,
2017). Etki mekanizmasina gore iki tip antioksidan bilesik vardir: enzimatik olmayan ve
enzimatik. Enzimatik olmayan antioksidanlar, E vitamini, C vitamini, glutatyon ve
flavonoidler gibi diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Enzimatik antioksidanlar,
digerleri arasinda siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidazlar ve tioredoksin-1
ve -2'yi igerir (Rahal ve ark., 2014; Dunnill ve ark., 2017). Antioksidanlar, ROS'u H.0O
ve Oy gibi daha kararli molekiillere doniistiirmek i¢in karmasik bir reaksiyon zincirini
katalize eder, bu nedenle ROS temizleyicileri olarak adlandirilirlar. ROS ve antioksidan
seviyelerinin modiilasyonu yoluyla redoks dengesinin diizenlenmesi yeni tedaviler icin
bir hedeftir. Yara dokularinda toksik olmayan ROS seviyelerini koruyan antioksidan
maddeler iyilesmeyi hizlandirabilir (Dunnill ve ark., 2017). Bu nedenle, yara tedavisi i¢in
antioksidan bilesiklerin kullanimina olan ilgi artmaktadir ve cesitli biyomalzemeler
gelistirilmis ve test edilmistir (Fitzmaurice ve ark., 2011). Bununla birlikte, bu yeni
bilesiklerin ¢ogu klinisyenler tarafindan iyi bilinmemektedir ve ozellikleri, iyilesme

tizerindeki gercek etkileri belirsizligini korumaktadir.

2.7.1 Enzim yapisindaki bazi1 antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleme sistemini tamamlamak i¢in aerobik
organizmalar enzimatik antioksidanlarla zenginlestirilirler. CAT/GPx/SOD katalitik
ticliisii olarak adlandirilan CAT, GPx ve SOD'dan olusurlar (Drevet, 2006). Bu
antioksidanlar, serbest radikal seviyelerini azaltmak i¢in birlikte calisirlar (Drevet, 2006;
Silva, 2006).
Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutaz; asagida goriilen reaksiyonunu
katalize eden gesitli metalloproteinlerdir.

202"+ 2H" + SOD — H202 + O3

Tiim organizmalarda neredeyse her yerde bulunan siiperoksit dismutazlar (SOD),
dogada en ¢ok calisilan enzim gruplarindan biridir ve bakterilerden insanlara kadar ¢esitli
tiirlerde incelenmistir. Bu enzimin, en ilkel prokaryotlar i¢in bile savunma islevlerine
sahip oldugu ve ayni zamanda dogadaki en karmasik organ olan insan beyninin
bozulmasina kadar rol oynadig: bilinmektedir. Diger molekiillerde oldugu gibi, enzimin
yapist ve islevi hakkinda bilgi, enzimin hem islevini hem de islev bozuklugunu anlamak
i¢in ipuglar1 saglamaktadir (Lynch ve Kuramitsu, 2000).

Katalaz (CAT): Katalaz (CAT), 240 kilodalton (kDa) tetramerik bir proteindir.

Dort benzer alt birimden olusur ve cttl gen eslemesi ile kromozom 11.33 ile kodlanir.
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Her bir polipeptit alt biriminin agirhg 60 kDa'dir ve tek bir ferriprotoporfirin
icermektedir (Radi ve ark., 1991). CAT, oksijeni kullanan hemen hemen tim canli
dokularda bulunan yaygin bir antioksidan enzimdir. Enzim, bir kofaktoér olarak demir
veya manganez kullanir ve hidrojen peroksitin (H202) su ve molekiiler oksijene
indirgenmesini katalize eder ve sonug olarak SOD tarafindan taklit edilen detoksifikasyon
stirecini tamamlar (Chelikani ve ark., 2004). Siirekli olarak hidrojen peroksit
molekiillerini aragtirdigi hiicrelerde bol miktarda bulunmaktadir. CAT oldukga
verimlidir; bir saniyede milyonlarca hidrojen peroksit molekiiliinii pargalayabilir. Enzim
oncelikle peroksizomlarda bulunur, ancak memeli hiicrelerinin mitokondrilerinde yoktur.
Bunun tek istisnast, sicanin kalbinde bulunan mitokondridir. Bu, hidrojen peroksitin suya
ve oksijene parcalanmasinin, memeli hiicre mitokondrilerinde glutatyon peroksidaz
olarak bilinen baska bir enzim tarafindan gergeklestirildigini gosterir (Radi ve ark., 1991).

Glutatyon peroksidaz (GPx): Hidrojen peroksitlerini (H202) suya parcalayan
onemli bir hiicre i¢i enzimdir ve lipid peroksitleri esas olarak mitokondride ve bazen
sitozolde karsilik gelen alkollerine doniistirmektedir (Goth ve ark., 2004). Cogu zaman
aktivitesi, selenyum olarak bilinen bir mikro besin kofaktoriine baghdir. Bu nedenle
GPX'e genellikle selenosistein peroksidaz denir. Enzim, lipid peroksidasyon siirecini
inhibe etmede daha 6nemli bir rol oynar ve bu nedenle hiicreleri oksidatif stresten korur
(Gill ve Tuteja, 2010).

2.7.2 Enzim yapisinda olmayan bazi antioksidanlar

Sentetik olarak elde edilen ve dogal olan antioksidanlar olarak iki grup altinda
incelenen antioksidanlar, saglikta ve gida sektoriinde oldukga 6nem arz eden bilesiklerdir.

a) Sentetik Antioksidanlar: Dogal antioksidanlardan daha iyi bir
antioksidan aktivite ile karakterize edilen ve daha kolay temin edilebilen bir¢ok sentetik
antioksidan, ¢ok cesitli gida triinlerinde kullanilmistir. Bu sentetik veya kimyasal
antioksidanlar arasinda propil, oktil ve dodesil gallat (PG, OG ve DG), tersiyer biitil
hidrokinon (TBHQ), biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen
(BHT) ve nordihidroguaiaretik asit (NDGA) bulunur. Esas olarak yapilari, stabil rezonans
hibritleri yoluyla diisiik enerjili radikaller olusturmalarina izin veren ve oksidasyon
reaksiyonunu daha fazla ilerletmeyen fenolik bilesikler igerirler (Karovicovave Simko,
2000). Sekil 2. 5, yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlarin orneklerini

gostermektedir.
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Sekil 2. 5 Sentetik antioksidanlar

b) Dogal Antioksidanlar: Dogal antioksidanlar, fenolik veya nitrojen tiirleri ve
karotenoidler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli bilesikleri olusturur (Hart ve Scott, 1995;
Acehle ve digerleri, 2004). Bu bilesikler, indirgeyici ajanlar, serbest radikal veya aktif
oksijen tutucular (Duh, 1998) veya pro-oksidan gegis metallerinin komplekslestiricileri
olarak islev gorebilecekleri yiiksek bitkiler (sebzeler, meyveler ve ¢ay) (Weisburger,
1999) acisindan Ozellikle zengindir. Reaktif oksijen ara iirlinlerinin seviyelerini
baskilarlar ve bu nedenle bitkilerin savunma mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynarlar
(Gulcin ve digerleri, 2003; Aehle ve digerleri, 2004). Dogal antioksidanlar ayrica insan
viicudunu serbest radikallerden koruyabilir ve gidalardaki lipid oksidasyonunun yan1 sira

bir¢ok kronik hastaligin ilerlemesini de geciktirebilir.
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Sekil 2. 6 Dogal antioksidanlar

2.8  Antioksidanlarin DNA Uzerindeki EtKisi

Antioksidanlarin viicudun biyolojik sistemindeki 6nemli rollerinden biri, kanser
gibi bazi hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynayabilen DNA dahil makromolekiilleri
hasardan korumaktir (Azqueta ve Collins, 2016). Onceki ¢alismalar serbest radikallerin
DNA'ya zarar veren ¢esitli mekanizmalar oldugunu gosterse de, DNA'ya en biiylik zarari
veren en dnemli reaksiyon fenton testidir, bu reaksiyonda tiretilen hidroksil radikallerinin
deoksiriboz, Piirin ve Pirimidin gibi bilesen parcalariyla reaksiyonun neden oldugu DNA
yapisinda yikict degisikliklere yol agar (Dizdaroglu ve ark., 2002). Bazi ¢alismalarin
sonugclari, polifenoller, A, C, E vitaminleri ve beta-karoten gibi antioksidan ajanlarin
DNA hasarini azalttigin1 gosterse de, bunlarin yikici etkisini ifade eden ¢aligmalar da
bulunmaktadir (Palozza ve ark., 2001; Diao ve ark., 2006). Ayrica, cesitli genlerin
transkripsiyonel regiilasyonunda bir bozulma ile iligkili olan DNA yikim siireci, bazi
genlerin transkripsiyonunu bloke eder ve sonug¢ olarak biyolojik Vviicut sistemdeki
olagandis1 degisikliklerle iligkili olan baz1 proteinlerin sentezini bozar (Koéhler ve ark.,
2016; Callegari, 2016). Beta-karoten, E ve C vitaminleri gibi antioksidanlarin DNA

hasarin1  6nlemedeki koruyucu rolii ve ayrica kanser gibi bazi hastaliklarin
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patofizyolojisinde DNA'nin rolii goz Oniline alindiginda antioksidanlarin roliiniin

arastirilmasi gerekmektedir.

2.9 In Vitro Antioksidan Tayin Yontemleri

Bu yontemlerin, etkinliklerinin bir Olcilistinii  sagladiglr icin, antioksidan
bilesenlerin basitge Olglilmesine gore faydalar1 vardir. In-vitro kapsamindaki cesitli
geleneksel ve en son yontemlerden bazilar1 asagida bagliklar halinde verilmistir. Uygun
bir antioksidan tahlil yontemi segmek ¢ok zordur. Antioksidanlar ¢esitli mekanizmalarla
hareket eder ve hi¢ kimse antioksidanin farkli etki bigimlerini yakalayamaz. Radikal
stiptirme etkinliginin geleneksel kiivet tahlili, gectigimiz birkag¢ yildaki 96 oyuklu plaka
titre tahlili ile degistirilmistir. Kiivet tahlil yonteminde, absorbansi gérmek igin UV-
Goriiniir spektrofotometre kullanilir, 96 kuyulu plaka yonteminde ise absorbans igin
ELISA plaka okuyucusu kullamlir. ilk yontem gok mesakkatlidir ve zaman alic1 bir
yontemdir, sadece bir numunenin bir zamani okumasina izin verir ve yiiksek miktarda
reaktif gerektirirken, ikinci yontem zamandan tasarruf saglar ve az miktarda reaktif'ile bir
seferde yaklagik 96 numune okumaktadir (Badarinath ve ark., 2010).

Biyolojik numunelerin toplam anti-oksidan kapasitesini 6lgmek i¢in birkag
yontem bilinmektedir, ancak ferriktripiridiltriazin (Fe(ll11)-TPTZ) kompleksinin,
ferrostripiridiltriazine (Fe(ll)-TPTZ) indirgenmesine bagli olan FRAP yontemi disiik
pH'da bile iyi bir indirgeyicidir. Fe(I1)-TPTZ yogun bir mavi renge sahiptir ve 593 nm'de
izlenebilmektedir (Benzie ve Strain, 1996). Orijinal olarak Benzie ve Strain tarafindan
insan vakalari igin gelistirilmis olan FRAP yontemi, fitoterapide kullanmak ve sifali
bitkilerin toplam antioksidan kapasitesini ve durumunu 6l¢gmek i¢in uygundur (Szolldsi
ve Varga, 2002). ET tabanli bir yontem olarak CUPRAC yontemi; FRAP yontemine
benzer sekilde, bazi durumlarda yanit vermeyen FRAP yonteminin aksine, 6nde gelen bir
tiyol grubu antioksidan olan GSH ile reaksiyona girebilir. CUPRAC ydntemi antioksidan
kapasiteyi hemen hemen her fizyolojik pH'da (yani pH 7) Olger, bu nedenle bu
antioksidanlarin fizyolojik etkisini daha 1yi simiile etmektedir. Tek degerli ytkli
CUPRAC kromoforu (Cu(Nc)2"), hem sulu hem de organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir,
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin ayni anda belirlenmesini saglayabilmektedir (Apak
ve ark., 2004).

2.9.1 Total Antioksidan Aktivite Tayini
FTC (Ferrik Tiyosiyanat Yontemi ile Total Antioksidan Aktivite Tayini) olarak

da bilinen bu yontemi, peroksitin demir klortir ile reaksiyona girdigi ve demir iyonlari
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olusturdugu lipid peroksidasyonunun baslangicindaki peroksit miktarin1 6lgmek igin
kullanilmaktadir. Ferrik iyonlar daha sonra amonyum tiyosiyanat ile reaksiyona girmekte
ve kirmizi renkli bir FTC iiretmektedir. Renk ne kadar koyu olursa, absorbans o kadar
yiiksek olmaktadir (Kikuzaki ve Nakatani, 1993).

Elde edilen ekstraksiyon 6rneklerinin linoleik asit peroksidasyonunu inhibe etme

yiizdeleri agsagida belirtilen formiille hesaplanmaktadir:

Linoleik asit peroksidasyon inhibisyonu (% ) = 100- (Anumune / Akontroly X 100

Burada Axontrol absorbansi (test edilen bilesik harig tiim reaktifleri igerir) ve Anumune, test

edilen bilesigin absorbansidir.

2.9.2 Demir (111) iyonu indirgeme yontemi (FRAP)

FRAP yontemi, bir test numunesindeki indirgeyici (elektron veren)
antioksidanlarin birlesik ("toplam") antioksidan aktivitesini 6lgmek i¢in nispeten basit,
hizli ve pahali olmayan dogrudan bir yontemdir (Benzie & Strain 1996). Test, sinyal veya
gbsterge, reaksiyon olarak demir iyonlarmin (Fe®*) demir iyonlarina (Fe?")
indirgenmesini kullanir ve bu bir renk degisimine baglidir. FRAP testinde ¢ok ¢esitli
numune tipleri test edilebilir ve 6zel ekipman yolunda ¢ok az sey gerektiren basit bir
manuel versiyonda, mikroplaka okuyucu kullanan yar1 otomatik bir versiyonda basarili
bir sekilde kullanilabilir ve bir biyokimyasal analizorde kullanici tanimli programlar
kullanilarak tam otomatik modda ¢alisacak sekilde uyarlanabilmektedir. Reaktifler
stabildir ve diisiik toksisiteye sahiptir, yontemin duyarliligi ve kesinligi ytiksektir,
reaksiyona giren antioksidanlarin stokiyometrik faktorleri genis bir konsantrasyon
araliginda sabittir ve test, reaksiyon kosullarindaki kiigiik farkliliklarin sonuglari belirgin
sekilde etkilemedigi i¢in saglamdir. Ferrik indirgeme aktivitesi ve askorbik asit
konsantrasyonu (FRASC) testi olarak bilinen degistirilmis bir versiyonda, test
numunesinin hem NEAC hem de askorbik asit (C vitamini) konsantrasyonu neredeyse
ayni anda Olgiilebilir (Benzie & Choi 2014; Benzie & Strain 1996). Ek olarak, plazma
gibi insan biyolojik sivilarinin NEAC ol¢limiinde olast bir karistirici olan iirik asidin
katkist, iirik asit olmayan FRAP degeri saglanarak (iirik asit konsantrasyonu biliniyorsa)

basit bir hesaplama ile ortadan kaldirilabilir ( Benzie & Strain 1996).
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2.9.3 Bakir (Il) iyonu indirgeme yontemi (CUPRAC)

Diyet polifenolleri, C vitamini ve E vitamini i¢in kromojenik oksidan olarak
bakir(II)-neocuproin (Cu(ll)-Nc) reaktifini kullanan basit ve ¢ok yonlii bir antioksidan
kapasite testinin uygulanmasi, buna CUPRAC (kiiprik indirgeyici antioksidan kapasite)
yontemi denilmektedir. Antioksidan soliisyonun (dogrudan veya asit hidrolizinden sonra)
pH 7'de CuClz, neocuproin ve amonyum asetat soliisyonlari ile karistirtlmasini ve 30
dakika sonra 450 nm'de absorbansin Olgiilmesini igermektedir. Yavas reaksiyona giren
antioksidanlar, bu yontem ile renk gelisimi i¢in 50 °C 'de 20 dakika inkiibasyon
gerekmektedir (Apak ve ark., 2004).

2.9.4 Metal Selatlama Aktivitesi

Organizmalar, kendilerini ROS'un neden oldugu oksidatif strese kars1 korumak
icin etkili bir savunma sistemine sahiptir (Reiter ve ark., 2001). Son arastirmalar,
antioksidan etkinliginin oksidatif savunma sistemi ile iligkili oldugunu ve kanser,
ateroskleroz dahil olmak tizere farkli insan hastaliklar1 ve yaglanma siireglerinin oksidatif
hasarla iligkili olabilecegini gdstermistir (Tan ve ark., 2001). Antioksidanlar, serbest
radikallerle reaksiyona girerek, serbest katalitik metalleri selatlayarak ve ayrica oksijen
yan iriinlerini siipiiriicii olarak hareket ederek oksidasyon siirecine miidahale eder.
Antioksidanlar, serbest radikal sonlandiricilar ve bazen de metal selatorler olarak islev
gormektedir (Tan ve ark., 2001; Giilgin ve ark., 2002)

O2nin iki elektronlu indirgenmesiyle olusan H2O» bir serbest radikal degil,
oksitleyici bir ajandir. O2 ve gegis metal iyonlarinin varliginda, H2O>, Fenton reaksiyonu
yoluyla OH' iiretebilir (Halliwell ve Gutteridge. 1985). H,O> membranlar1 gegebilir ve
bir dizi biyomolekiil ve bilesigi yavasga oksitleyebilir. H202, siiperoksit mutasyona
ugradiginda ve ayrica bir¢ok oksidaz enzimi tarafindan in vivo olusturulur. Mikromolar
seviyelerde H20O. zayif reaktiftir. Bununla birlikte, daha yiiksek H202 seviyeleri bazi
enerji {ireten sistemlere saldirabilir. H2O2, glikolitik enzim gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenazi inaktive eder. Ayrica H202 metal iyonlariin varliginda OH' olusturur ve
oksijen bu reaksiyonu kolaylastirir. Bu nedenle metal selatlama ve H2O> temizleme
sliregleri canli organizmalar i¢in 6nemlidir (Aruoma, 1998). Selatlama aktivitesine ait
denklem asagida verilmistir.

*Selatlama Aktivitesi (%) = [1- Ae / AKk] X100
*Denklemde Ae, ekstraktlarin absorbans degerini ifade ederken Ak, kontroliin absorbans

degerini gostermektedir.
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2.9.5 DPPH radikal siipiirme yontemi

Bu yontem, stabil bir serbest radikal o, a-difenil-B-pikrilhidrazil (DPPH;
C18H12NsOs, M =394,33) kullanilarak benzer bir sekilde antioksidan aktivitenin
belirlenmesi bakis agisiyla Blois (1958) tarafindan gelistirilmistir. Tahlil, antioksidanlarin
ona dogru siiplirme kapasitesinin 6lgiimiine dayanmaktadir. DPPH' deki azot atomunun
tek elektronu, antioksidanlardan ilgili hidrazine bir hidrojen atomu alarak indirgenir
(Contreras-Guzman ve Srong 1982). DPPH, bir biitiin olarak molekiil iizerinde yedek
elektronun delokalizasyonu sayesinde kararli bir serbest radikal olarak karakterize edilir,
boylece molekiiller diger ¢ogu serbest radikal gibi dimerlesmez. Delokalizasyon ayrica,
yaklagik 520 nm'de etanol soliisyonunda bir absorpsiyon ile koyu mor renge yol agar.
DPPH c¢dzeltisi, hidrojen atomu verebilen bir madde ile karistirildiginda, menekse rengi

kaybiyla indirgenmis forma yol agar (Blois, 1958).

2.9.6 ABTS radikal siipiirme yontemi

ABTS yontemi mavi yesil ABTS radikaline (ABTS) donistiiriilmesiyle
sonuclanan, hem igeren proteinlerin peroksidaz aktivitesine dayantyordu. Baslangicta, bu
aktivite doku Orneklerinin hemoglobin icerigini belirlemek icin kullanildi (Marklund,
1979). Bu hemoglobin tahlilinde, C vitamini gibi indirgeyici bilesikler, ABTS ile
reaksiyona girerek renksiz, radikal olmayan bir iiriin verdikleri icin miidahale etmektedir.
Bu dezavantaj, ABTS yonyeminde kullanilmaya baslanmistir. Orijinal olarak ABTS
yontemi, metmiyoglobinin peroksidaz aktivitesi tarafindan olusturulan ABTS birikiminin
antioksidanlar tarafindan azaltilmasimma dayaniyordu (Miller ve digerleri, 1993). Bu
tahlilin 6nemli bir engeli, bilesiklerin peroksidaz aktivitesini inhibe edebilmesidir (Strube
ve digerleri, 1997). Bu nedenle, tahlil 6nceden olusturulmus ABTS kullanilarak
uyarlanmistir (van den Berg ve digerleri, 1999; Re ve digerleri, 1999). Tahlilde, belirli
bir siire sonra (genellikle 5 veya 6 dakika) temizlenen ABTS miktarini yansitan bir bilesik
tarafindan ABTS'nin renginin giderilmesi, troloksunkiyle ilgilidir.

ABTS tahlili, antioksidanlar1 siralamak ve yapi aktivite iliskilerinin olusturulmasi
icin siklikla kullanilir. ABTS degerinin antioksidan aktivite ile tam olarak iliskili
olmadigma dair gostergeler vardir. Ornegin, Krisin nispeten yiiksek bir ABTS degerine

sahipken, diger bir¢ok tahlilde antioksidan aktivitesi nispeten diisiiktiir (Heijnen, 2001).



23

3. KAYNAK ARASTIRMASI

Ranunculus bitkisine ait tiirlerin igeriginde bulunan maddeler dolayisiyla gesitli
biyolojik aktivitelere sahiptirler.

Cesitli Ranunculus tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar, triterpenoid
saponinler, alkaloidler, flavonoidler, yag asitleri ve organik asitler dahil olmak tiizere
farkli ikincil metabolit gruplarina ait bilesikleri ihtiva ettiklerini gostermistir (Markham
ve ark., 1997; Marston ve ark., 2006; Tian ve ark., 2006; Chi ve ark., 2007; Zhang ve
ark., 2007; Liang ve ark., 2007; Kaya ve ark., 2010). Ranunculus cinsinin birkag tiiriniin
antibakteriyel, antiviral, antimikrobiyal, antienflamatuar, antiprotozoal ve antienzim
aktivitesi gibi dnemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (Chi ve ark., 2007;
Kaya ve ark., 2010).

Akkol ve arkadaslar1 Tiirkiye’de yaptiklari bir galismada R. constantinopolitanus’
un yara iyilestirici ve antienflamatuvar etkilerini arastirmak amaciyla fareler iizerinde
hazirladiklar in vivo yaralanma modelleri sonucunda R. constantinopolitanus’un metanol
ekstresinin iyilesmede Onemli bir etkisi oldugu saptanmistir. Ayrica yine metanol
ekstresinin iyilesme iizerinde 6nemli bir parametre olan iyilesen dokudaki hidroksipirolin
iceriginde 6nemli bir artisa sebep oldugu ve yara iyilesmesi iizerindeki esas etken olan
antienflamatuvar aktivite tizerine de olumlu bir etkisinin oldugu yapilan denemelerde
belirlenmistir. Bu sonuglar bitkinin Tiirkiye’deki etnobotanik kullanimlarini destekler
niteliktedir. Etki, R. constantinopolitanus’un igerdigi fenoler, terpenoitler ve
flavonoitlerden kaynaklanmaktadir (Akkol ve ark., 2012). Ranunculus’larda yapilan
onceki ¢alismalarda kersetin ve kemferol gibi flavonoitlerin pek ¢ok tiirde bulundugu
tespit edilmistir (Webster, 1991).

Fostok ve arkadaslarinin  Liibnan’da yaptiklar1 bir c¢alismada R.
constantinopolitanus’ un toprakiistii kisitmlarinin antienflamatuvar aktivitesini aragtirmak
amaciyla interlokin (IL)-6 seviyesini enflamasyonun isareti olarak se¢ilmis ve farelerin
endotoksin (ET) ile uyarilmis meme epitel SCp2 hiicreleri tizerindeki antienflamatuvar
etkisi incelenmistir. Bunun sonucunda, metanol ekstresinin SCp2 hiicrelerine kars1 farkli
konsantrasyonlarda (10, 25, 50 veya 100 g/mL) IL-6 seviyesini diisiirerek
antienflamatuvar etkide oldugu belirlenmistir. Metanol ekstresinden elde edilen
fraksiyonun yag asitleri metil esterlerine doniistiiriilerek GC-MS ile incelendiginde
karisimin sirasiyla “palmitik asit, stearik asit, linoleik asit ve oleik asit” igerdigi

tanimlanmistir. Balik yagmin igerdigi »-3 yag asitleri pentaenoik asit (EPA) ve
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heksaenoik asit (DHA) igeriginin endotoksinin ET ile uyarilmig IL-6 seviyelerini azaltma
miktar1 metanol ekstresi ile karsilastirildiginda, metanol ekstresinin kisa siireli
uygulamada IL-6 seviyesini diisiirmede daha etkili oldugu fakat uzun siireli uygulamada
balik yaginin daha etkili oldugu goriilmiistiir (Fostok ve ark., 2009).

Antioksidan aktivite ¢aligmalarindan biri 92 ayr1 bitkiye ait total fenolik madde
icerine bakilmistir. Finlandiya’da gerceklestirilen bu calismada R. repens’e ait sulu
metanol ekstraksiyonunun antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Marja ve
ark., 1999).

R. sceleratus'un toprak {istii kisimlarindan farkli fraksiyonlarin toplam polifenol
icerigi incelenmis ve farkli miktarlarda olsa da solventler arasinda ayni genel polifenol
dagilimin1 gostermistir (Shahid ve ark., 2015). R. arvensis ve diger tiirler igin
flavonoidler, tanenler ve terpenoidlerin varligi rapor edilmistir, ancak bunlar
nicellestirilmemistir ( Hachelaf ve ark., 2013; Khan ve ark., 2017 ).

R. repens'in metanolik ham 06zii i¢in daha diisiik bir verim bildirilmistir. Ayni
calismada, kloroform fraksiyonu ham metanolik ekstraktin %13'inii (a/a) sundugu
bildirilmislerdir (Khan ve ark., 2006). R. ternatus'un koklerinden hidro-etanol 6ziitiiniin
verimi ise Khan ve ark., buldugu oranlara yakindir (%16, w/w) Ayni arastirma ayni
zamanda sulu fraksiyon (%64,5, w/w) i¢in karsilastirilabilir bir verim bildirmistir (Deng
ve ark., 2013).

Mantle ve ark. ¢alismasinda R. repens L.'nin yaprak ve ¢i¢eklerinden hazirlanan
metanol-su (8:2) ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi sirastyla 0.13 £ 0.01 ve 0.12 £ 0.01
mM TE/g kuru agirlik olarak bildirilmistir (Mantle ve ark., 2001). Baska bir ¢alismada,
R. sardous Crantz poleninin serbest radikal siipiirme kapasitesinde flavonoid veya fenolik
bilesenlerin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Campos ve ark., 2003). Flavonoidler;
Ranunculus tiirlerinden izole edilen ana bilesenler arasinda yer aldigindan ve bu cinste
iyi taksonomik belirtegler olarak kabul edilmektedir (Prieto ve ark.,2003).

Serbest radikaller, canli sistemde geri doniisii olmayan oksidatif hasara neden
olabilen bazi hastaliklara neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
oksidasyon, doku hasari, kardiyovaskiiler hastaliklar, iltihaplanma, genetik materyalde
mutasyon, kanser ve insan ndrolojik bozukluklar1 gibi bir¢cok hastaligin gelismesine ve
yayllmasina yol agabilen membran protein hasar1i ve DNA mutasyonu ile
sonuglanmaktadir (Azqueta ve Collins, 2016).

Bhatti ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada R. arvensis tiiriiniin farkli ekstraktin

hidrojen peroksit tizerindeki etkilerini havada, suda, insan viicudunda, bitkilerde,
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mikroorganizmalarda ve yiyeceklerde dogal olarak bulunan H20> kadar diisiik
konsantrasyon seviyelerde oldugu ifade edilmistir. Ayrica hizla oksijene (O2) ve suya
(H20) ayrisan ve lipid peroksidasyonunu baslatabilen ve DNA hasarina neden olabilen
hidroksil radikalleri (OH) olusturabilecegi bildirilmistir. R. arvensis'in sulu ¢ozeltisi,
hidrojen peroksite elektron bagislayabilen ve bdylece onu H2O'ya nétralize edebilen
fenolik gruplarin varligina atfedilebilen hidrojen peroksiti temizleyebilecegi bildirilmistir
(Bhatti ve ark., 2015).
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4. MATERYAL ve METOD

Bu ¢alismada R. cornutus DC. bitkisi; ¢igekli donemde 05.05.2022 tarihinde Dogu
Anadolu, Mus, Cogiirlii Kéyii mevkiinden topland1 ve Bitlis Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden Murat Kursat tarafindan tiir tayini yapildi. Kimyasal
islemler ise Mus Alparslan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. R. cornutus DC. bitkisinin toprak tistii kisimlarindan
hazirlanan drog 6rneginin ilk defa tarafimizdan kapsamli olarak incelenmesi sebebiyle
fenolik madde igerigi ve biyolojik aktivite 6zelliklerinin belirlenmesi amaglandi.

Calismamizda Sekonder Bilesik Tayini; LC-MS/MS yontemi ile fenolik madde
icerigi; Total antioksidan aktivite tayini, Fe*3 indirgeme kapasitesi tayini (FRAP), Cu*2
indirgeme kapasitesi tayini (CUPRAC), DPPH ve ABTS radikal siiplirme aktiviteleri ve
Fe™ selatlama aktivitesi calisildi. Ayrica calismamizda R. cornutus DC. bitki

ekstraktlarinin DNA tizerindeki etkilerine de bakildi.

4.1  Ekstraktlarin Hazirlamisi

Vejetasyon doneminde bitkiler toplandiktan sonra kurumaya birakildi. Tiir tayini
yapildiktan sonra su ve metanol ekstraktlar1 elde edildi. Ekstraktlar i¢in yaklasik 50 g
bitki 6rnegi 300 mL ¢oziiciide ¢oziildii. Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi yardimi ile
hazirlanan eksraktlar siizge¢ kagidi yardimu ile siiziilerek, Mus Alparslan Universitesi
Kimya Boliimii Laboratuvarlarinda liyofilize edildi. Analiz edilinceye kadar renkli

siselerde +4 °C’de muhafaza edildi.

411 Kaullanilan Alet ve Cihazlar

e Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi

e Zorbax SB-C18 (4.6x100mm; 3.5 Mikron) kolonu ile donatilmis Agilent 6460
Triple Quadrupole LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Tandem Mass/Mass
Spectrometer, Agilent Technologies). Dogu Anadolu Ileri Teknolojiler
Arastirma ve Uygulama Merkezi (DAYTAM), Atatiirk Universitesi, Erzurum.

e UV-Vis. Spektrofotometresi: Mikrohacim Spektrofotometre (Thermo Scientific
Multisckan Go) spektrofotometre Mus Alparslan Universitesi, Merkezi
Aragtirma Laboratuari, Mus

e FEtiiv: Nuve EN 018 model cihaz
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e Isiticili Magnetik Karistirici: Heildolph marka cihaz
o Elektronik Terazi: Radwak AS 220/C/2

e Rotary Evaporator: Heidolph marka cihaz

e pH — metre (Hanna)

e Otoklav: Niive

e Jel Elektroforez cihazi: Biorad

o Elektroforez tanki: Biorad

e Jel goriintiileme cihazi : (CemiDoc XRS Biorad)

4.1.2 Kullanilan kimyasal maddeler
Etanol, metanol, DMSO, H>O2, ABTS, DPPH, Ferrozin, Neokuprin, NH4SCN,
Na2HPO4, KsFe(CN)s, TCA, FeCLs, CuClz, CH3COONH;4 (Trikloro asetik asit), HCI,

Linoleik asit Sigma-Aldrich ve Merck’ten temin edildi.

4.1.3 Kullanilan c¢ozeltiler
4.1.3.1 Ferrik tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite tayini

Fosfat Tamponu: 80 ml destile su igerisinde 3,17 g Na2HPO4 ¢6ziildii ve pH-metre
kullanilarak pH’s1 7,4 e ayarlandi. Toplam hacim 100 mililitre olacak sekilde destile su
ile tamamland.

Linoleik asit emiilsiyonunun hazirlanmasi: 265 pL linoleik asit 50 mL ve pH’s1
7,4 olan fosfat tamponuna ilave edildi. Emiilgator olarak Tween-20 ilave edilerek karisim
homojenize edildi.

%3,5’luk HCI ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: %37°lik HCI’den 4,73 mL alinarak 50
mL’ye destile suyla tamamland.

FeCl; ¢ozeltisi hazirlanmasi: 141 mg FeCl2.3/4H20, %3,5’ luk HCl ile ¢6ziilerek
hacim ayn1 ¢ozeltiyle 50 mL’ye tamamlandi.

%30’luk NH4SCN ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 6 g NHsSCN saf suda ¢oziildi,

hacmi 20 mL’ye tamamlandi.

4.1.3.2 Fe*? indirgeme kuvveti tayini (FRAP)
Fosfat tamponunun hazirlanmasi: 80 mL destile su igerisinde 3,12 g NazHPOg4
¢ozilildii ve pH-metre kullanilarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi. Toplam hacim 100 mililitre

olacak sekilde destile su ile tamamlandi.
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KsFe(CN)e ¢ozeltisi: 1 g KsFe(CN)g saf suda ¢ozdiiriildii ve toplam hacim 100
mL’ye saf su ile tamamlanda.

TCA ¢ozeltisi: 5 g TCA, destile suda ¢oziildi ve toplam hacmi 50 mL’ye destile
su ile tamamlandi.

FeCls ¢ozeltisi: 82,5 mg FeCls.6H20 saf suda ¢ozdiiriildi ve toplam hacim 50

mL’ye tamamlandi.

4.1.3.3 Cu*? indirgeme kuvveti tayini (CUPRAC)

CuCl; ¢ozeltisi: 25 mL saf suda 23,5 mg CuCl; maddesinin ¢6ziinmesi sonucu,
0,001 M’lik ¢ozeltisi hazirlandi.

Etanolik neokuprin ¢6zeltisi: 39 mg neokuprinin 25 mL etanolde ¢6ziinmesiyle
7,5x102 M’lik etanolik neokuprin ¢ozeltisi elde edildi.

Asetat tamponu: 2 g CH3COONHg4, 16 mL destile suda ¢ozdiiriildi, toplam hacim
50 mL olacak sekilde iizeri saf su ile tamamland1 ve pH’s1 6,5 olan 1 M’lik CH3COONHz4

tamponu hazirlandi.

4.1.3.4 Fe*? gelatlama aktivitesi
FeCl; ¢ozeltisi: 0,014 g FeCl2.3/4H20 alindi ve 50 mL etanolda ¢oziildii.
Ferrozin ¢ozeltisi: 0,0062 g ferrozin 25 mL saf etanolda tamamen ¢oziiniinceye

kadar karistirildi.

4.1.3.5 DPPH: radikal giderme aktivitesi tayini
DPPH- ¢ozeltisi: 25 mL etanolde 9,7 mg DPPH tamamen c¢oziiniinceye kadar
magnetik karistirict ile bir gece boyunca karistildi ve 10° M’lik DPPH ¢bozeltisi

hazirlandi.

4.1.3.6 ABTS* radikal giderme aktivitesi

Fosfat tamponunun hazirlanmas: (pH: 7,4): 1,42 g Na;HPO4 80 mL saf suda
¢oziindii. pH metre kullanilarak pH’s1 7,4’e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

ABTS ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 22 mg ABTS 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4 olan fosfat
tamponunda tamamen ¢dziiniinceye kadar bir gece boyunca karistirildi. Toplam hacim

saf su ile 20 mL’ye tamamlandi.
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Potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 13,25 mg K20sS; 0,1 M’lik ve
pH’s1 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen ¢oziinlinceye kadar manyetik karistirict ile

karistirildi. Toplam hacim safsu ile 20 mL’ye tamamlandi.

4.1.3.7 DNA Koruyucu aktivite calismasinda kullanilan ¢ozeltiler

Agoroz jel hazirlanisi: 1 gr agaroz alinarak 100 mL TAEx1 tampon ¢ozeltisi ile
karistirildiktan sonra 1-2 dakika mikrodalga firinda ¢ozdiiriildii. Soguduktan sonra 7 pL
etidyum bromdir eklenip karistirildi. Agaroz deniz yosunundan ekstrakte edilmistir (toksik
degildir).

10 X TBE tamponu hazirlanisi: 108 g Tris bazi [tris (hidroksimetil) aminometan],
55 g borik asit,7,5 g EDTA, disodyum tuzu, deiyonize su kullanildi. Hazirlanan 6rnekler
agaroz jel tankinda 70 voltta 80 dk siire ile dogru akimda yiiriitiildii. Bu islemler bittikten
sonra son olarak 3 mL etidyum bromid ile boyanarak goriintiileme dogru 1sik altinda

goriintlileme yapildi.

4.2 Kullanilan Metotlar

4.2.1 LC-MS/MS Method (Sivi Kromatografisi - Kiitle - Kiitle Spektrometresi)
LC-MS/MS analizleri Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Ileri Teknolojiler
Aragtirma ve Uygulama Merkezi (DAYTAM) laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
Fenolik bilesiklerin tespiti, bir Zorbax SB-C18 (4,6x100mm; 3,5 Mikron) kolonu ile
donatilmis Agilent 6460 Triple Quadrupole LC-MS/MS (Liquid Chromatography-
Tandem Mass/Mass Spectrometer, Agilent Technologies) ile ger¢eklestirilmistir. Analiz
modu, ¢oklu reaksiyon izleme modudur (MRM). Mobil faz, kullanimdan 6nce 0,45 pm
Millipore membran filtre ile siiziildii. Toplam ¢alisma siiresi 7,0 dakikaydi. Ornek
ekstraktlari i¢in enjeksiyon hacmi 5 pL idi. Mobil faz A, su (¢6ziicti A) iginde %0,1 (h/h)
formik asitten ve mobil faz B, asetonitril (¢6ziicii B) iginde %0,1 formik asitten

olusuyordu.

4.2.2 Antioksidan 6zelliginin belirlenmesinde kullanilan yontemler
4.2.2.1 Ferrik tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivite tayini

R. cornutus DC’nin total antioksidan aktivite tayini tiyosiyanat metodunun
(Mitsuda ve ark., 1966) kii¢iik bir modifikasyonuna gore belirlendi. Bu metoda gore;

istenilen miktarlara karsilik gelen konsantrasyonlarda stok c¢ozelti, ependorf tiiplere
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otomatik pipetlerle pipetlendi ve hacim tampon ¢dzeltiyle 500 pL’ye tamamlandi. Daha
sonra lizerine 500 pL linoleik asit ilave edildi. 500 uL tampon ¢6zeltisi ve 500 pL linoleik
asit karigimi kontrol amagli olarak kullanildi. 37 °C’de inkiibasyondan sonra, sekiz saatte
bir numunelerden 20’ser pL alinarak, i¢erisinde 470 pL etanol bulunan ependorf tiiplerin
lizerine konuldu. Ardindan, 20 uL Fe?* ¢ozeltisi ve 20 pL SCN ¢ozeltisi ilave edildi. 480
uL etanol bulunan kaba 20 pL Fe?* ve 20 uL SCN- ilavesiyle hazirlanan ¢6zelti kor olarak
kullanildi. Numunelerin 500 nm’deki absorbanslar1 Mikrohacim Spektrofotometre
(Thermo Scientific Multisckan Go)’de kére karst okundu. Inkiibasyona, kontroliin

maksimum absorbansa ulagmasiyla son verildi.

4.2.2.2 Demir iyonlarmm (Fe®") indirgeme analizi (FRAP)

Ekstraktlarin ve standart antioksidanlarm Fe*® indirgeme kuvveti tayini, Oyaizu
yonteminin (Oyaizu, 1986), ufak bir modifikasyonuna gore yapildi. Stok ¢ozeltiden 15,
30 ve 45 png/mL olacak sekilde numuneler alinarak ve deney 2 mL’lik deney tiiplerine
aktarild1 ve hacim destile suyla 200 pL’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 500 puL,
0,2 M fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 500 uL, % 1’lik potasyumferrisiyaniir [KzFe(CN)g]
ilave edildikten sonra karisim inkiibasyona birakildi (50 °C, 20 dk.). Bu islemlerden sonra
reaksiyon karisimina 500 pL, %10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave edildi. C6zeltinin st
fazindan 500 pL alindi, lizerine 500 pL destile su ve %0,1’lik 100 pL FeClz ilave
edildikten sonra 700 nm’de absorbans degerleri Mikrohacim Spektrofotometre’de
kaydedildi.

4.2.2.3 Kuprak metoduna gore indirgeme kuvveti tayini

Numunelerin kuprik iyonu (Cu?") indirgeme kapasiteleri Apak ve arkadaslarinimn
kullandigr Kuprak metodunun kismi revize edilmis bir modifikasyonuna gore yapildi
(Giilgin, 2006). Bunun i¢in kaplara, 0,01 M’lik 0,25 mL CuCl» ¢6zeltisi, ayn1 hacimde
7,5x10°% M’lik etanolik neokuprin ve 1 M’lik asetat tamponu konuldu. Cozelti
karigtirildiktan sonra farkli konsantrasyonlarda (15-30-45 pg/ mL) numune ve standartlar
eklendi. 30 dakikalik inkiibasyondan sonra absorbanslari kaydedildi (450 nm).

4.2.2.4 Demir Selatlama Aktivitesi
Ekstraktlarin ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve Askorbik asit) demir
selatlama aktiviteleri 6nceki yonteme gore yapildi (Dinis ve ark., 1994). Bu islem i¢in

100 puL FeCl2.4H20 ve 70 pL distile su igeren 2 mM soliisyon 15, 30 ve 45 pug/ mL
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konsantrasyonlarinda numune iceren 50 pL soliisyona eklenmistir. Distile etanol
eklenerek toplam hacim 1 mL'ye tamamlandi. Reaksiyon, 50 uLL 5 mM ferrozin soliisyonu
eklenerek baslatildi. Cozelti vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ¢ozeltilerin 562 nm'de absorbanslari UV-Vis

spektrofotometre (Thermo Scientific MULTISKAN GO) kullanilarak kaydedildi.

4.2.2.5 DPPH radikal siipiirme aktivitesi

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi (Blois, 1958) metodunun kiigiik bir
modifikasyonuna gore yapildi. 1 mM’lik DPPH" ¢ozeltisi igin serbest radikal olarak
kullanildi. Deney kaplarina, farkli konsantrasyonlarda (15, 30 ve 45 pg/ uL) numuneler
alinarak total hacimleri saf etanolle 600 uL’ye tamamlandi. 200 pL. DPPH® ¢6zeltisinden
eklendi. 30 dakika inkiibasyondan sonra Mikrohacim Spektrofotometre kullanilarak 517

nm’de absorbanslari, etil alkolden olusan kore kars1 kaydedildi.

4.2.2.6 ABTS'" radikal siipiirme aktivitesi

Bu metot, renkli ABTS™* katyon radikalinin ektre ile muamele edilmesi sonucunda
renk degistirmesi esasina dayanir (Re ve ark., 1999). ABTS'" katyon radikali, ABTS (2
mmol/L 1) ¢ozeltisi ile 2,45 mmol/L-1 potasyum persiilfat (K2S20g) cozeltisinin
karistirilarak karanlikta ve oda sicakliginda 14 saat inkiibasyonu ile hazirlandi. ABTS™
katyon radikalini kullanmadan once, radikal ¢6zeltisi 734 nm'de 0,750 + 0,025'lik bir
absorbans elde edene kadar sodyum fosfat tamponu (0,1 mol/L 1, pH 7,4) ile seyreltildi.
Daha sonra ekstresi hazirlanan stok c¢ozeltilerinden 15, 30, 45 pL alinarak iizerine
hacimleri saf su ile 100 pL’ye tamamlandi. Uzerlerine hazirlanan 1 mL ABTS™" ¢ozeltisi

eklenerek vortekslendi. 734 nm'de radikal giderme aktivitesi ol¢iildii.

4.2.3 DNA iizerindeki etkide kullanilan yontemler

R. cornutus DC’nin DNA {izerindeki olas1 etkisi pBR322 plazmid DNA
kullanilarak agaroz jel elektroforez yontemi ile belirlendi (Siddall ve ark., 2002). Bu
amagla 10 mg madde 6rnegi | mL DMSO’da ¢dziilerek ana stok maddeler hazirlandi. Bu
stoklar seyreltilerek 1, 0,5 ve 0,25 mg/mL konsantrasyonlarina sahip maddeler kullanildi.
16 tane PCR tiipiine sirasiyla miktarlari;; 1. pBR322 DNA (50 ng) 10 pL, Hidrojen
peroksit (H202) 5 uL, 3. DMSO 10 uL ve 4. R. cornutus DC. konsantreleri ile toplamda
25 plL’ye tamamlanacak sekilde hazirlandi. H2O2 eklenmeyen tiipleri 25 plL’ye

tamamlamak i¢in 5 pL deiyonize saf su kullanildi.
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DNA
DNA+ H202
DNA+ H202+ DMSO
DNA + DMSO
DNA+ RcEks (H20) (0.25 mg/mL)
DNA+ RcEks (H20) (0.5 mg/mL)
DNA+ RcEks (H20) (1 mg/mL)
DNA+ H202+RcEks (H20) (0.25 mg/mL)
DNA+ H>O2+RcEks (H20) (0.5 mg/mL)
. DNA+ H202+RcEks (H20) (1 mg/mL)
. DNA+ RcEks (MeOH) (0.25 mg/mL)
. DNA+ RcEks (MeOH) (0.5 mg/mL)
. DNA+ RcEks (MeOH) (1 mg/mL)
. DNA+ H202+RcEks (MeOH) (0.25 mg/mL)
. DNA+ H20,+RcEks (MeOH) (0.5 mg/mL)
16. DNA+ H202+RcEks (MeOH) (1 mg/mL)
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Her 6rnegin DNA iizerindeki etkisi agaroz jel elektroforezi yardimiyla belirlendi.
PCR tiipleri karanlik ortamda inkiibe edildi (37 °C’de 24 saat). Inkiibasyondan sonra
DNA karistminin 5 plL’si ylikleme tamponu ile karistirilarak %1°lik agaroz jele yiiklendi
(Sekil 5. 2). Daha sonra TBE tamponu igerisinde 40 V’ta, 2-3 saat boyunca elektroforez
yapildi. Elektroforezden sonra jeller etidyum bromid ile boyandi ve jel fotograflar

CemiDoc XRS BIORAD goriintiileme cihazi yardimiyla goriintiilendi.
4.3  Istatistiksel Analiz

Tiim testler 3 defa tekrarlandi. FRAP ve CUPRAC sonuglart g ekstrakttaki uM
Troloks esdegeri (uM TE/g Ekstrakt) olarak hesaplandi. Diger testlerde hem ekstrakt
hemde standartlar (total antioksidan, demir selatlama, DPPH ve ABTS radikal giderme
aktiviteleri)’in sonuglari % radikal giderme olarak hesaplanarak standartlar ve ekstrakt
sonugclar1 kiyaslandi. Daha sonra sonuglarin I1Cso degeri hesaplandi. Tiim karsilastirmalar
“One-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons™ testi kullanilarak
yapildi ve degerler ortalama + standart hata (Mean+Standard Deviation) olarak verildi.
BHA standartina kars1 kiyaslamada “e” simgesi, BHT standardina kars1 kiyaslamada “m”
simgesi, ve askorbik asit (AA)’e kars1 kiyaslamada “#” simgesi anlamlilik dereceleri

olarak kullanildi ve anlamli sekilde degismeyen kiyaslama sonuglar1 “ns” olarak ifade
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edildi. Buna gore bir simge (e yada m yada ¢) anlamli, iki simge (e® yada mm veya ¢4)
¢ok anlamli, ii¢c simge (e®® yada mmm veya #44) yiiksek derecede anlamli olarak ifade
edildi.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

Gida, ilag ve tibbi amagli kullanilan bitkilerin veya bunlardan saflastirilmis olan
biyo-aktif maddelerin biyolojik aktivitelerini ortaya koymak agisindan yogun olarak
antioksidan tayin metotlar1 kullanilmaktadir. Bu amagla siklikla kullanilan metotlar
sunlardir; Total Antioksidan Aktivite Tayini, FRAP, CUPRAC, Demir selatlama
kapasitesi, DPPH", ABTS"" (Giilgin 2006). Bu ¢alismada da mevcut metotlar kullanild:
ve bulgular BHA, BHT, AA ve troloks gibi antioksidan aktiviteleri bilinen standart
antioksidanlar ile karsilastirildi.

R. cornutus DC. bitkisinin liyofilize su ekstresinin fenolik asit igeriginin
belirlenmesi ise LC-MS/MS analiz metoduna gore yapildi. R. cornutus DC. nin liyofilize
su ekstresinde bulunan fenolik madde bilesenlerinin miktarlart pg/L ekstre olarak
hesaplandi.

5.1. Fenolik madde tayini

LC-MS/MS yontemi ile analiz edilen R. cornutus DC.’nin fenolik bilesik
kompozisyonu standart olarak tanitilan fenoliklerle degerlendirildi. Cizelge 5. 1’de
goriildigi gibi fumarik asit (3261,43 ug/L ), vanilik asit (1217,70 ug/L), ferulik asit (769,40
ng/L), kafeik asit (509,10 ug/L), klorojenik asit (311,90 ug/L) ve p-Kumarik Asit (136,60
ng/L) miktart digerlerine (Sinapik Asit, Siyanidin-3-O-Glukozit, Kinik Asit, Rozmarinik
Asit vd.) nazaran daha yiiksek ¢iktigi tespit edildi.

Bhatti ve ark. tarafindan 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada R. arvensis bitkisinin
metanol ekstraktinda kafeik asitlerin (%0.017) varligin1 géstermislerdir. Ayrica metanol
ekstraktina kiyasla metanol:su ekstraktinda daha az miktarda kafeik asit (%0.008) tespit
etmislerdir (Bhatti ve ark., 2015). Onceki calismalara baktiimizda; R. peltatus
oziitlerinde kuersetin-7-O-glukozit ve rutinin varligin1 géstermistir (Prieto ve ark., 2008).

Noor ve ark. tarafindan R. repens'ten birgok flavonoid ve fenolik rapor etmistir
(Noor ve ark., 2006). Campos ve ark. tarafindan 1996 yilinda yapilan bir baska ¢alismada
R. sardous Crantz tiiriine ait polenlerin fenolik profilleri incelenmis, analiz edilen tiim
polenlerin flavonol glikozitler, genellikle kersetin, kaempferol, herbasetin veya
isorhamnetin tiirevleri igerdigi ve bazilarinin genellikle glikozitler olarak temsil
edilmeyen aglikon tiirleri olan mirisetin, trisetin, luteolin ve 3-O-metilkuersetin igerdigi
ifade edilmistir. Baz1 polenlerde 6nemli seviyelerde fenolik asit tiirevleri de tespit

edilmistir (Campos ve ark., 1996).
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Cizelge 5. 1 R. cornutus DC. fitokimyasal fenolik bilesik igeriginin LC-MS/MS y6ntemi ile kantitatif olarak
belirlenmesi

Standart Bilesikler RT Konsantrasyon ( pg L)
4-OH-Benzoik Asit 11,269 33,8778
Apigenin 14,033 ND
Ellajik Asit 12,073 ND
Epigallokatekin Galat 11,518 ND
Epikatesin 11,233 ND
Ferulik Asit 12,571 769,4048
Fumarik Asit 3,597 3261,4255
Galanjin 15,672 ND
Gallik Asit 5,451 ND
Hesperidin 11,937 26,9232
[zorhamnetin 14,160 ND
Kafeik Asit 11,571 509,1006
Katesgin 11,174 ND
Kerasiyanin Kloriir 10,385 0,5261
Kinik Asit 2,390 36,3593
Klorojenik Asit 10,896 311,8981
Krizin 15,586 ND
Kuersetin 13,494 ND
Kurkumin 15,682 ND
Luteolin 13,423 ND
Mirisetin 12,753 ND
Naringenin 14,062 ND
Naringin 11,909 ND
Peonidin-3-O-Glukozit 11,039 9,3682
Pirogalol 6,570 ND
p-Kumarik Asit 12,312 136,5990
Resveratrol 13,107 10,6104
Rozmarinik Asit 12,520 35,0895
Sinapik Asit 12,367 50,1630
Sirinjik Asit 11,657 ND
Siyanidin-3-O-Glukozit 10,706 38,8923
Taksifolin 12,391 ND
Vanilik Asit 11,877 1217,7027
Vanilin 12,617 11,3878
Viteksin 11,736 ND

N.D.;Tespit edilemedi, RT; Alikonma zamani, pg; Mikro gram, L; Litre
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Wang ve ark. yaptiklari ¢alismada ise R. japonicus tiirline ait ekstaktin LS-MS
fenolik madde tayini sonuglarina gore sirasiyla Saftosit, Apigenin-7-O- 3 -D-glukozit,
Yangonin, Luteolin-7-O- B -D-glukozit ve Berberin bilesikleri i¢erdigi bildirilmistir
(Wang ve ark., 2021). Deghima ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada etil asetat
fraksiyonunun kilcal LC-DAD ve LC-MS/MS analizi, yiiksek miktarlarda gallik asit (9.3
+ 0.6 mg/g d.e), dihidroksibenzoik asit (8.1 + 0.2 mg/g d.e) ve hesperidin (5.9 = 0.6 mg/g)
ortaya c¢ikardigim1 gostermektedir. Bu kadar yiiksek miktarda polifenol ve giiglii
antioksidan aktivite ile R. macrophyllus Desf. bitkisinin kokleri, farmasotik ve nutrasotik
endiistrilerinde potansiyel bir kullanima sahip olabilecegi ifade edilmistir (Deghima ve
ark., 2020). Calismamizda elde edilen fenolik bilesik kompozisyonunun diger
caligmalarla kiyaslandiginda bazi ortak fenolik bilesikler i¢erdigi ancak bu konuda R.
cornutus DC.’ye ait herhangi bir kaynak mevcut olmadigindan farkl bilesik sonug¢larinin
elde edilmesinin sebebi tiir farki veya bitkinin cografik iklim kosullarinda ki farkliliklar
olarak yorumlanabilir.

5.2.  Antioksidan Aktivite Tayini

Ekstraktlarin antoksidan aktivite tayini igin farkli in vitro metotlar kullanildi.
FRAP ve CUPRAC sonuglart ug TE/ mL olarak hesaplanirken, diger sonuglar ICso degeri
aliarak hesaplandi (Cizelge 5.2).

Cizelge 5. 2 Ekstrakt ve standartlarin antioksidan aktivite sonuglari

Numune Total FRAP CUPRAC Fe- DPPH ABTS
antioksidan | (ng TE/mL) | (ug TE/ mL) | Selatlama (1Cs0) (%) | (ICs0) (%0)
aktivite (1Cs0) (%)

(ICs0) (%)
Re-SU | 106,79+0,12 | 5,03+0,01 | 6,2140,01 | 124,1+1,98 | 152,67+0,06 | 155,23+0,22

Rc-
MetOH

BHA | 2613+0,02 | 90,34+0,01 | 101,47+0,03 | 38,29+40,81 | 20,14+0,01 | 18,29+0,08

146,41+0,04 | 6,01+0,02 7,88+0,01 128,2+0,77 | 121,24+0,02 | 125,43+0,15

BHT | 24964002 | 18,16+001 | 72,81+004 | 381+043 | 26,86+004 | 24,65+0,02

AA 46,72+0,01 | 38,71£0,02 | 21,33+0,01 | 32,41+091 | 19,4+0,01 | 20,19+0,03

5.2.1. Total antioksidan aktivite

Calismada kullandigimiz R. cornutus DC. elde edilen su ve metanol ekstrelerinin
antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metoduna gore belirlendi. R. cornutus DC.’den
elde edilen su ve metanol ekstrelerinin toplam antioksidan aktivite tayini i¢in sirasiyla 15,
30 ve 45 pg/ mL konsantrasyonlart kullanildi. (Sekil 5. 2). Sekilde de goriildiigii gibi R.
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cornutus DC.’den elde edilen su ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi, artan

konsantrasyon ile dogru orantili olarak artmustir.

Toplam antioksidan aktivite
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BHA: biitillenmis hidroksianisol; BHT: biitillenmis hidroksitoluen, AA: askorbik asit; RcSu: R. cornutus
DC. su ¢ozeltisi; RcMetOH: R. cornutus DC. metanol ¢ozeltisi

Sekil 5. 1 Ekstrakt ve standart antioksidanlarin lipit peroksidasyonu giderme aktiviteleri

Numunelerin lipit peroksitlerini siiplirme ylizdeleri asagidaki formiile gore hesaplandi:

Lipit peroksitlerini giderme (%) = 100 — (%XlOO)
Denklemde Ae, ekstraktlarin absorbans degerini ifade ederken, Ak, kontroliin absorbans
degerini gostermektedir.

Total antioksidan sonuglarina gore standart antioksidanlarin lipit peroksitlerini
daha iyi siipiirdiigii, bununla birlikte numunelerin genel olarak konsantrasyon artisina
bagli olarak aktivitelerinin arttig1 goriildi. Ayrica su ekstraktinin (1Cs0:106,79) metanol
ekstraktindan (1Cs0:146,41) daha giiclii aktivite sergiledigi belirlendi. Numenelerin lipit
peroksitlerini giderme giigleri sirasiyla su sekilde gergeklesti: BHT (ICso: 24,96 mg/mL)
> BHA (ICs0: 26,13 mg/mL) > AA (ICso: 46,72 mg/mL) > RcSu (ICso: 106,79 mg/mL)>
RcMet (ICso: 146,41 mg/mL) (Sekil 5. 1).

Bhatti ve ark. 2015 yilinda yayimladiklar1 ¢alismada R. arvensis ekstraktlari
arasinda, toplam flavonoid igerigi tahmini, kloroform ekstrakti disinda flavonoidlerin
varligini ortaya ¢ikarmiglardir. Calismada metanol ekstrakti 6nemli miktarda flavonoid
bulunurken (6,00 = 0,02 mg RE/g), karsilastirmali miktar olan metanol:su ekstraktinda
(5,72 £ 0,01 mg RE/g) ve su ekstraktinda ise (2,19 £0.01 mg RE/g) nispeten digerlerine
gore daha az miktarda flavonoid tespit edilmistir (Bhatti ve ark., 2015). Bir baska ¢alisma

da daha o6nce, numune renginin degismesiyle R. arvensis'te flavonoidlerin mevcut
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oldugunu gostermistir (Hachelaf ve ark., 2013). Marja ve ark., Finlandiya’da yaptiklari
bir ¢alismada 92 farkli bitki tiirinlin total fenolik madde igerigine bakilmis ve bu
bitkilerden biri olan R. repens’in sulu metanol ekstresinin daha fazla antioksidan aktivite
gosterdigi belirtilmistir (Marja ve ark., 1999).

Yapilan bir bagka ¢aligmada R. sceleratus bitkisinin etil asetat ¢ozeltisinin, diger
cozetilere kiyasla en yiiksek toplam antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir. n-
Butanol ¢ozeltisinin iyi bir toplam antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Kloroform ¢ozeltisi orta diizeyde aktivite gosterirken n-heksan c¢ozeltisi ve sulu
¢ozeltisinin iyi aktivite gostermedigi ifade edilmistir. Sonuglarin, toplam antioksidan
aktivitesi olarak bulunan bir referans standardi olan biitillenmis hidroksil-toluen (BHT)
ile karsilastirildig: belirtilmistir (Shadid ve ark., 2015).

Farkli ¢ozeltilerin toplam antioksidan kapasitesi ve degerlendirilen standart
bilesikler, diger ¢6zeltilere kiyasla en giiglii toplam antioksidan kapasitesini (361 + 1) mg
AAE/mg (d.e) sergileyen etil asetat cozeltisidir. Hem kloroform hem de hekzan
cozeltileri, sirasiyla (210 + 9) ve (154 + 6) mg AAE/mg (d.e) ile orta diizeyde total
antioksidan aktivite gostermis; butanolik ¢6zeltisi (93 + 2) mg AAE/mg (d.e) ve sulu
¢ozeltisi (84 £ 4) mg AAE/mg (d.e) en diisiik aktiviteyi gostermistir. Etil asetat aktivitesi,
BHA (284 + 2) mg AAE/mg (d.e) ve kersetin (243 = 8) mg AAE/mg (d.e) standart
bilesiklerinden 6nemli 6l¢iide daha yiiksekti. BHT (353 + 6) mg AAE/mg (d.e)'ye benzer,
ancak yine de gallik asit aktivitesinden (737 + 2) mg AAE/mg (d.e) daha diisiik olarak
Olctilmiistiir. Ek olarak, bu testte, gallik asit, sentetik antioksidanlardan daha yiiksek
toplam antioksidan kapasiteye sahipken, kersetin, BHA ve BHT'den daha diisiik toplam
antioksidan kapasite gostermistir (Deghima ve ark., 2020). Daha 6nceki caligmalara
benzer sekilde bu ¢alismada da su ekstraktinin diger ekstraktlardan daha giiglii aktivite
gosterdigi belirlendi. Bu yoniiyle bu ¢alisma onceki ¢alismalari desteklemektedir. Bu
calismada elde edilen sonuglarin 6nceki ¢alismalardan farkli olmasinin nedenleri olarak
tiir farklilig, iklim sartlari, cografi kosullarin farkli olmasi ve kullanilan ¢6ziiciilerin
farkli olmasi olarak yorumlanabilir. Fenolik igerik sonuglarina gére bu bitkinin fenolik
madde bakimindan zengin olmadigi g6z Oniinde bulunduruldugunda antioksidan

sonuglarin standartlara gore daha diisiik olmasinin sebebi anlasilabilir.

5.2.2. FRAP demir iyonlarim (Fe®**) indirgeme analizi
Demir iyonlarmi (Fe®*) indirgeme analizi (FRAP) bir elektron transferi olarak

tanimlanabilir.  Bir numunede bulunan indirgeyicileri  (antioksidanlar)  bir



39

spektrofotometrik redoks reaksiyonu temelinde Slgen elektron transferine dayali bir
deney olarak tanimlanabilir. (Huang ve digerleri, 2005). Ek olarak, bu elektron verme
yetenegi, polifenollerin E vitamini gibi diger oksitlenmis antioksidanlar1 yenilemesine
veya onarmasina izin verebilmektedir (Shahidi ve digerleri, 1992).

Ekstrelerin indirgeme kapasiteleri ekstre miktarina yani konsantrasyona bagl
olarak artmaktadir. Indirgeme kuvveti her bir bitki ekstresi i¢in 15, 30 ve 45 pg’larinin
icinde bulundugu test ¢ozeltilerinin 700 nm’de absorbanslarinin dlgiilmesiyle belirlendi

(Sekil 5. 2).

Fe3* indirgenme aktivitesi
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BHA: biitillenmis hidroksianisol; BHT: biitillenmis hidroksitoluen, AA: askorbik asit; RcSu: R. cornutus
DC. su ¢ozeltisi; RcMetOH: R. cornutus DC. metanol ¢ozeltisi

Sekil 5. 2 R. cornutus DC. ekstraktlarinin Fe®* iyonlarim indirgeme kapasitelerinin standart
antioksidanlarla (BHA, BHT ve AA) kiyaslanmast

FRAP Fe*® indirgenme aktivitesi sonuglarina gére standart olarak kullanilan
BHA, BHT ve AA’nin radikalleri ekstraktlara gore daha giiclii indirgedigi goriildii.
Tabloya gore en iyi etkiyi BHA (ICso: 90,34 mg/mL) sergilerken, BHAy1 sirasiyla AA
(ICs0: 38,71 mg/mL), BHT (ICs0: 18,16 mg/mL), RcMetOH (ICsp: 6,01 mg/mL) ve RcSu
(ICs0: 5,03 mg/mL) izledi (Sekil 5. 2).
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Shahid ve ark. R. sceleratus tizerinde yaptiklari caligmada bitkinin FRAP degerleri
hesaplanmis ve tiim ekstaktlar arasinda etil asetatta ¢ozeltisinin en yiiksek FRAP degerini
(2385 = 1,1 TE uM) gosterdigi bildirilmistir. n-biitanolde ¢6ziinen ekstakt ve
kloroformda ¢6ziinen ekstakt tarafindan sergilenen FRAP degerleri sirasiyla 148 + 0,9
TE uM ve 158,5 + 1,1 TE uM iken sulu ekstakt ¢ozeltisi ve n-heksan ¢ozeltisinin zayif
oldugu tespit edilmistir (Shahid ve ark., 2015).

R. sceleratus hidroalkolik oOziitiiniin antioksidan aktivitesinin 1Cso degerleri
sunlardi: 103 uM ET/100 mL o6zii (FRAP). R. sceleratus gliserol-etanol oziitiiniin
antioksidan aktivitesi ise: 60 uM ET/100 mL 6zii (FRAP) (Neag ve ark., 2017).

Yapilan bir bagka ¢alismada R. macrophyllus Desf. bitki ¢ozeltilerinin tahmini
indirgeme giicii (FRAP) incelenen tiim ¢ozeltiler arasinda Etil Asetat ¢ozeltisi ile
karsilastirilabilir (310 £ 2 mg) AAE/mg (d.e) FRAP degeriyle en iyi indirgeme giiclinii
gostermistir. BHT'nin indirgeme giicli degerine kadar ve analiz edilen diger ¢ozeltiler igin
belirlenenlerden 6nemli dlglide yiiksektir. Kloroform ¢ozeltisi orta diizeyde indirgeme
gilicii (53,2 + 0.5) mg AAE/mg (d.e) sergilerken, kalan ¢6zeltilerin indirgeme giicii (21,7
+ 0,1) mg AAE/mg (d.e)'yi gegcmemistir. Referans standartlari, gallik asit i¢in kayith bir
maksimum deger (1129 £ 5) ve BHA (435 + 4) mg AAE/mg (d.e) i¢in bir minimum deger
ile bitki ¢ozeltilerinden daha yiiksek aktivite sergilemistir. Ayrica, standart saf bilesikler
(kersetin ve gallik asit), sentetik bilesiklerden (BHA ve BHT) daha {istiin indirgeme giicii
gostermistir.

Bu nedenle, diger calismalar tarafindan bildirilen sonuglarla tam bir uyum i¢inde
olan, bitki fraksiyonlarinin indirgeme giiciinden sorumlu ana bilesiklerin polifenoller
oldugu varsayilabilir (Zhang ve ark., 2013; Aklima ve ark., 2014).

Daha oOnce yapilmis benzer calismalarda oldugu gibi g¢alismamizda da su
ekstraktinin  diger ekstraktlardan daha diisiik Fe*® indirgeme aktivitesi gosterdigi

belirlendi. Bu yoniiyle bu ¢alisma 6nceki ¢alismalari desteklemektedir.
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5.2.3. Kuprak metoduna gore indirgeme kuvveti tayini (CUPRAC)

cu®* indirgenme aktivitesi
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BHA: biitillenmis hidroksianisol; BHT: biitillenmis hidroksitoluen, AA: askorbik asit; RcSu: R. cornutus
DC. su ¢ozeltisi; RcMetOH: R. cornutus DC. metanol ¢ozeltisi

Sekil 5. 3 R. cornutus DC. ekstraktlarinin Cu?* indirgeme aktivitesi

Kuprak metoduna gore indirgeme kuvveti tayini sonuglarina gore standart olarak
kullanilan BHA, BHT ve AA’nin radikalleri ekstraktlara gére daha giiclii siipiirdiigii
goriildii. Tabloya gore en iyi etkiyi BHA (ICso: 101,47 mg/mL) sergilerken, BHA y1
sirastyla BHT (ICso: 72,81 mg/mL), AA (ICso: 21,33 mg/mL), RcMetOH (ICso: 7,88
mg/mL) ve RcSu (ICso: 6,21 mg/mL) izledi (Sekil 5. 3).

R. sceleratus hidroalkolik oziitiinliin antioksidan aktivitesinin 1Csp degerleri
sunlardi: 61 uM ET/100 mL 6zii (CUPRAC). R. sceleratus gliserol-etanol 6ziitiiniin
antioksidan aktivitesi ise: 49 uM ET/100 mL 6zii (CUPRAC) (Neag ve ark., 2017).

Say ve ark., R. constantinopolitanus bitkisinin antioksidan kapasitesini azaltan
bakir iyonu (CUPRAC) Apak ve ark. tarafindan belirtildigi gibi belirli degisikliklerle, Cu
(1) indirgeme kuvveti analiz edilmistir (Apak ve ark., 2004). R. constantinopolitanus
ozitii ¢ozeltilerinin antioksidan aktivitesinin ECso degerleri sirasiyla; hekzan: 0,082 +
0,049 mgTEAC/mL, etil asetat: 1,032 + 0,126 mgTEAC/mL, metanol: 2,260 + 0,150
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mgTEAC/mL, su: 0,981 + 0,020 mgTEAC/mL ve Troloks: 0,045 + 0,010 mgTEAC/mL
(Say ve ark., 2022).

Daha onceki ¢alismalara benzer sekilde bu caligmada da su ekstraktinin diger
ekstraktlardan daha diisiik Cu?* indirgeme aktivitesi gosterdigi belirlendi. Bu yoniiyle bu

calisma onceki calismalar1 desteklemektedir.

5.2.4. Demir selatlama aktivitesi
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BHA: biitillenmis hidroksianisol; BHT: biitillenmis hidroksitoluen, AA: askorbik asit; RcSu: R. cornutus
DC. su ¢ozeltisi; RcMetOH: R. cornutus DC. metanol ¢ozeltisi

Sekil 5. 4 R. cornutus DC. ekstraktlarinin Fe?* selatlama aktivitesi

Demir selatlama aktivitesi sonuglarina gore standart olarak kullanilan BHA, BHT
ve AA’nin radikalleri ekstraktlara gore daha gii¢lii demir selatladig1 saptanmustir. Cizelge
5.2’ye gore en iyi etkiyi AA (ICso: 32,41 mg/mL) sergilerken, AA’y1 sirastyla BHT (ICso:
38,1 mg/mL), BHA (ICso: 38,29 mg/mL), RcSu (ICso: 124,1 mg/mL) ve RcMetOH (1Cso:
128,2 mg/mL) izledi (Sekil 5. 4).

Deghima ve ark., R. macrophyllus Desf. ile alakali yaptiklari bir ¢aligmada farkli

cozeltiler demir selasyon yetenekleri agisindan test edilmistir. Tiim ¢ozeltiler farkli ve
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doza bagli demir selasyon kapasiteleri gostermistir. Sonug olarak, kesirler en yiiksek
kapasiteden en diisiik kapasiteye su sekilde siralanabilir: Sulu Cozelti > Hekzan Cozeltisi
> Butanolik Cozelti > Kloroform Cozeltisi> Etil Asetat Cozeltisi.

Calismamizda daha Onceki ¢alismalardan benzer olarak su ekstraktinin diger
ekstraktlardan daha yiiksek demir selatlama aktivitesi gosterdigi belirlendi. Her ne kadar
bazi ¢aligmalarda farkli sonuglar elde edilmis olsa da bu calisma genel olarak onceki
caligmalarla ortiismektedir. Mevcut farkliliklarin ise kullanilan bitkinin tiirline ve i¢erdigi
fenolik madde miktarina bagl olabilecegi diisiintilmektedir.

EDTA standart demir selatlama maddesi (ICso= 22 + 1 mg/mL) ile
karsilastirildiginda, tiim ¢ozeltiler genel olarak zayif demir selatlama kabiliyeti gosterdi.
En yiiksek polifenol miktarlarinda bile, Etil Asetat ¢ozeltisi en zayif demir selasyon
kabiliyetini gostermistir. Biyoaktif bilesikler ve demir selasyonu arasindaki korelasyon
incelenirken, demir selasyonu ve nicel biyoaktif bilesikler arasinda 6énemli korelasyonlar
bulunamamistir (Deghima ve ark., 2020). Higbir fenolik bilesik iyi bir demir selatlama
ajan1 maddeler olarak goriilmemistir. Yine de bu yetenek, bilesiklerin yapisal 6zellikleri
ile giiclii bir sekilde iliskilidir ve bazi1 fonksiyonel gruplarin varligi bu yetenegi
engelleyebilir veya gli¢lendirebilmektedir.

Yapilmis bir baska calismada R. macrophyllus Desf.'nin Fe3* -TPTZ'yi Fe?*-
TPTZ'ye indirgeyebilen miikkemmel indirgeme giiciinii, BHA'ninkinden daha yiiksek,
Vitamin C'ninkine benzer ve gallik asitten daha diisiik bir FRAP degeriyle ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte, R. macrophyllus Desf.'nin demir iyonlarini (Fe?*) baglama
ve demir selatlama deneyinde ferrozine-Fe?* kompleksi olusumunu 6nleme konusunda
zay1f bir yetenegi vardi, bu etki standart demir selatlama maddesi olarak kullanilan

EDTA'dan daha diisiik olarak 6l¢iilmistiir (Deghima ve ark., 2021).
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5.2.5. DPPH radikal siipiirme aktivitesi

DPPH’ siipiirme aktivitesi (%)
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BHA: biitillenmis hidroksianisol; BHT: biitillenmis hidroksitoluen, AA: askorbik asit; RcSu: R. cornutus
DC. su ¢ozeltisi; RcMetOH: R. cornutus DC. metanol ¢ozeltisi

Sekil 5. 5 R. cornutus DC. ekstraktlarinin DPPH" indirgeme aktivitesi

DPPH radikal siiplirme sonuglarina gore standart olarak kullanilan BHA, BHT ve
AA’nn radikalleri ekstraktlara gore daha giiglii siiptirdiigii goriildii. Tabloya gore en iyi
etkiyi AA (ICso: 19,4 mg/mL) sergilerken, AA’y1 sirasiyla BHA (ICso: 20,14 mg/mL),
BHT (ICso: 26,86 mg/mL), RcMetOH (ICso: 121,24 mg/mL) ve RcSu (ICso: 152,67
mg/mL) izledi (Sekil 5. 5).

ICso degeri, DPPH aktivitesinde %50 kayba neden olan substrat konsantrasyonu
olarak tanimlanir ve test edilen bilesiklerin konsantrasyonuna karsi antiradikal aktivite
yiizdesinin grafiklerinde belirtilen lineer regresyon ile hesaplanmistir. I1Cso, bir bilesigin
biyolojik veya biyokimyasal fonksiyonu inhibe etmedeki etkinliginin bir lgiistidiir. Bu
nicel ol¢i, belirli bir biyolojik siireci engellemek i¢in belirli bir ilacin veya bagska bir
maddenin (inhibitér) ne kadarmin gerekli oldugunu gosterir. Daha diisiik bir deger,
fraksiyonun daha yiiksek antioksidan aktivitesini yansitacaktir (Ebrahimzadeh ve

digerleri, 2008).
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R. marginatus ve R. sprunerianus tiirlerine ait hazirlanan n-hegzan, etil asetat,
metanol ve su ekstrakt ¢ozeltilerinin antioksidan aktivitelerine bakilmistir. Ekstrakt
¢ozeltilerinin antioksidan aktiviteleri DPPH ve ABTS yontemleriyle tespit edilmistir. iki
yontemin sonuglarina gére metanol ekstreleri her ikisi i¢inde yiiksek antioksidan aktivite
gostermis oldugu bildirilmistir (Kaya ve ark., 2010). Baska bir ¢alismada farkli R.
arvensis ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi, 6ncelikle DPPH'nin fenoller gibi proton
donorleri ile reaksiyona girme kabiliyetine dayanan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
ile degerlendirilmistir. R. arvensis’in serbest radikal siiplirme yetenegi daha Once
bilinmemektedir. Bu amagla yapilan ¢alismada R. arvensis'in, 6zellikle metanol 6ziitiiniin
(ICso: 34,71 pg/mL) oOnemli serbest radikal silipirme potansiyeli sergiledigini
gostermektedir. Nigella sativa'da gosterilen DPPH aktivitesi ECso (29,40 + 0,35) (Kirca
ve Arslan, 2008) iken, kloroform 6ziitiiniin ve etil asetat 6ziitiiniin 1Cso degerleri sirasiyla
106,56 ve 121,62 pg/mL ‘dir (Meziti ve ark., 2012). Zengin ve ark., Centaurea urvillei'nin
ham ekstresinin ICso degerini ise 137,06 pg/mL olarak rapor etmislerdir (Zengin ve ark.,
2011). Bu sonuglara dayanarak R. arvensis'in, ailenin diger iliyelerine kiyasla DPPH
serbest radikal siipiirme aktivitesi igin iyi bir kaynak oldugu belirtilmistir (Bhatti ve ark.,
2015).

Shahid ve ark., R. sceleratus bitkisine ait yaptiklart analizde ¢ozelti
konsantrasyonunun artmasiyla DPPH aktivitesinin arttigi bildirilmistir. Etil asetatta
cozeltisinin cesitli konsantrasyonlari, diger ¢ozeltilere kiyasla DPPH radikalinin en
yiiksek inhibisyon yiizdesini sergiledigi belirtilmistir. Incelenen fraksiyonlarin ICsg
degerlerine bakildiginda; etil asetat ¢6zeltisi, I1Cso: 58,9 + 1,8 olan standart bir referans
antioksidan olan askorbik aside gore, ¢alisilan diger fraksiyonlara kiyasla en diisiik 1Cso
degerini, yani 44,1 + 0,8 pg/mL olarak 6l¢miiglerdir. Kloroform ¢ozeltisi ayrica en iyi
ICso degerini (47,0 £ 1,0 pg/mL) gosterirken, n-butanol ¢ozeltisi orta deger (85,0 = 0,6
pg/mL) gosterdigi ifade edilmistir. Heksan ¢ozeltisi ve sulu ¢ozelti igin ¢ok zayif 1Cso
degerler tespit edilmistir (Sahid ve ark., 2015).

R. sceleratus hidroalkolik oOziitiiniin antioksidan aktivitesinin 1Cso degerleri
sunlardi: 872,1 ul (DPPH). R. sceleratus gliserol-etanol 6ziitliniin antioksidan aktivitesi
ise: 988,4 ul (DPPH) (Neag ve ark., 2017). Ekstraktlar, DPPH antioksidan tahlilleri i¢in
taranmustir. R. sceleratus'un etanolik 6ziitti DPPH radikal siipiirme aktivitesi gosterirken,
kloroform 6zii, ihmal edilebilir antioksidan aktivite gostermistir (Solanki ve ark., 2020).
R. sceleratus'un siirgiin ve kok ekstreleri (DPPH) tahlili kullanilarak antioksidan aktivite

icin arastirllmistir. Metanolik ekstraktin (fenoller, saponinler ve tanenler agisindan
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zengin) ICso degeri, katekol i¢in 0,15 mg/ mL ile karsilastirildiginda, siirgiin ve kok
metanolik ekstraktlar1 i¢in sirasiyla 0,37 mg/ mL ve 0,34 mg/ mL olarak tespit edilmistir
(Serag ve ark., 2020). Etil asetat ¢ozeltisi, gliglii bir radikal siipiirme sergilemistir.

Deghima ve ark., R. macrophyllus Desf. bitkisi ile ilgili yaptilar1 ¢alismada etil
asetat ¢ozeltisi, gii¢lii bir radikal siipiirme sergilemistir. DPPH (3,7 + 0,1) mg/mL 1Cso
degerine sahip aktivite gosterdigi ifade edilmistir. Kloroform ¢6zeltisi ayrica DPPH 1Cso
(19 = 1) mg/mL ile 6nemli bir antiradikal aktivite géstermistir. Heksan ve sulu ¢6zeltisi,
diger ¢ozeltiler ve analiz edilen standart ilaglar tarafindan gosterilene kiyasla en zayif
antiradikal aktiviteyi sergilemistir. Sentetik antioksidanlar ve dogal saf bilesikler, hem
DPPH hem de ABTS'ye kars1 benzer radikal siiplirme yetenegi gostermistir (Deghima ve
ark., 2020).

Daha 6nceki calismalara benzer sekilde bu calismada da su ekstraktinin diger
ekstraktlardan daha diisiik DPPH stipilirme aktivitesi gosterdigi belirlendi. Bu yoniiyle bu
calisma mevcut literatiirlerde bildirilen onceki calismalar1 desteklemektedir. Farkli
sonuclarin verildigi bazi ¢calismalarda mevcuttur. Bu farkliligin kullanilan bitkinin tiirine
ve igerdigi fenolik madde miktarina ve farkli ¢oziicii kullanimina bagli olabilecegi

distiniilmektedir.
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5.2.6. ABTS" radikal siipiirme aktivitesi
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BHA: biitillenmis hidroksianisol; BHT: biitillenmis hidroksitoluen, AA: askorbik asit; RcSu: R. cornutus
DC. su ¢ozeltisi; RcMetOH: R. cornutus DC. metanol ¢ozeltisi

Sekil 5. 6 R. cornutus DC. ekstraktlarinin ABTS™ siipiirme aktivitesi

ABTS" siipiirme aktivitesi sonuglarina gore standart olarak kullanilan BHA, BHT
ve AA’nin radikalleri ekstraktlara gore daha giiglii siiplirdiigii goriildii. Tabloya gore en
iyi etkiyi AA (ICso: 20,19+£0,03 mg/mL) sergilerken, AA’y1 sirastyla BHA (ICso:
18,29+0,08 mg/mL), BHT (ICso: 24,65+0,02 mg/mL), RcMetOH (ICso: 125,4340,15
mg/mL) ve RcSu (ICso: 155,23+0,22 mg/mL) izledi (Sekil 5. 6).

R. sceleratus hidroalkolik Oziitiiniin antioksidan aktivitesinin 1Cso degerleri
sunlardir: 186,7 puL (ABTS™), R. sceleratus gliserol-etanol 6ziitiiniin antioksidan
aktivitesi ise: 250,7 uL (ABTS™) dir (Neag ve ark., 2017).

Ekstraktlar, DPPH, ABTS™" ve hidrojen peroksit tahlilleri dahil olmak iizere
antioksidan tahlilleri i¢in taranmustir. R. sceleratus'un etanolik 6ziitii, maksimum H2O>
temizleme aktivitesi ve optimum ABTS'" siipiirme aktivitesi gosterirken, kloroform oz,

ihmal edilebilir antioksidan aktivite gostermistir (Solanki ve ark., 2020).
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Ranunculaceae ailesi icerisinde bulunan A. palaestina bitkisinin sulu ve etanolik
ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri ABTS™ ve toplam fenolik metotlar kullanilarak
belirlenmis ve ekstraktlarin her iki metotta da aktivite sergiledigi bildirilmistir (Ugiincii
ve ark., 2020).

Deghima ve ark., R. macrophyllus Desf. bitkisi ile ilgili yaptilar1 ¢alismada etil
asetat ¢ozeltisinin ABTS"" (80,7 = 3 mg/mL) sonuglari i¢in ¢ok diisiik ICso degerine sahip
aktivite ortaya koydugu belirtilmistir (Deghima ve ark., 2020). Bu aktivite, referans
ilaglar olarak kullanilan saf standart bilesiklerin (kersetin ve gallik asit) yan1 sira sentetik
antioksidanlarinkine (BHA ve BHT) benzemektedir. Kloroform ¢ozeltisi ayrica ABTS™
ICs0 (369 + 19 mg/mL) ile 6nemli bir antiradikal aktivite gostermistir. Heksan ve sulu
cozeltisi, diger ¢ozeltiler ve analiz edilen standart ilaglar tarafindan gosterilene kiyasla en
zay1f antiradikal aktiviteyi sergilemistir. Sentetik antioksidanlar ve dogal saf bilesikler,
hem DPPH hem de ABTS'ye karsi benzer radikal siipiirme yetenegi gostermistir
(Deghima ve ark., 2020).

Daha oOnceki calismalara benzer sekilde bu calismada da su ekstraktinin diger
ekstraktlardan daha diisiik ABTS™ siipiirme aktivitesi gosterdigi belirlendi. Bu yoniiyle
bu calisma mevcut literatiirlerde bildirilen 6nceki ¢aligmalar1 desteklemektedir. Farkl
sonuglarin verildigi bazi ¢calismalarda mevcuttur. Bu farkliligin kullanilan bitkinin tiiriine
ve igerdigi fenolik madde miktarina ve farkli ¢oziicii kullanilmasina bagli olabilecegi

diistiniilmektedir.
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5.2.7. DNA iizerindeki etkileri

s DNA+ H,0,+DMSO

W DNA+ RcEks (0.25 mg/mL)

o DNA+ RcEks (0.5 mg/mL)
~DNA+ RcEks (1 mg/mL)

oo DNA+ H,0,+RcEks (0.25 mg/mL)
\> DNA+ H,0,+RcEks (0.5 mg/mL)
= DNA+ H,O,+RcEks (1 mg/mL)
= DNA-+RcEks (0.25 mg/mL)

to DNA-+RcEks (0.5 mg/mL)

o DNA+RcEks (1 mg/mL)

= DNA+ H,0,+RcEks (0.25 mg/mL)
' DNA+ H,O,+RcEks (0.5 mg/mL)
= DNA+ H,0,+RcEks (1 mg/mL)

v DNA+ H,0,
& DNA+DMSO

H20.: hidrojen peroksit; DMSO: Dimetil siilfoksit; RCEks: R. cornutus DC. ekstrakti

Sekil 5. 7 R. cornutus DC. ekstraktlarinin DNA iizerine etkisinin karsilagtiriimasi

DNA, I. Formu saglikli siipersarmal, II. Formu halkasal, III: Formu da lineer
olmak tizere 3 farkli formda bulunur. Estraktlarin DNA koruyucu aktivitesi, pBR322
plazmit DNA’s1 kullanilarak test edildi. Bu yonteme gore, H202 ve DMSO’un DNA
tizerindeki olast hasarlarin, farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlar tarafindan
onlenebilme potansiyelleri degerlendirildi (Sekil 5. 7).

Calisma sonuglarma gore, H2O2’nin ve H20; ile DMSO’nun birlikte DNA’nin
kararl1 formu olan Form I’1 bozarak daha kararsiz hale getirdigi goriildii. Su ve metanol
ekstraktlarinin tek basina DNA’nin kararli yapisti tizerinde olumsuz bir etki yapmadigi ve
Form I ile Form II yapisinda tuttugu gozlendi. Ayrica konsantrasyon artisinin DNA
tizerinde c¢ok Onemli bir etkisinin olmadigi, bununla birlikte su ekstraktinda
konsantrasyon artisi ile birlikte Form III yapisinda azalma meydana geldigi tespit edildi.
Su ve metanol ekstraktlarinin, peroksitin DNA iizerindeki zararli etkilerini azaltma
aktiviteleri kiyaslandiginda su ekstraktinin daha etkili oldugu tespit edildi. Su ekstrakti
peroksitle birlikte kullanildiginda DNA’nin Form I ve Form II yapilarinda kaldig1, ancak

metanol ekstraktinin 6nemli bir etki gostermedigi belirlendi.
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Yapilmis olan bir ¢alismada R. japonicus Thunb'un etanol 6ziitiiniin Hepatit B
Viriisti (HBV) replikasyonunu birden fazla asamada engelleyebildigini ve 6zellikle CCC
DNA olusumu ve kapsid olusumu iizerinde inhibitor etkiler gdsterdigini bildirilmistir. Bu
da R. japonicus Thunb'un HBV'ye kars1 antiviral ajanlarin bir kaynagi olarak, 6zellikle
de HBV kronik enfeksiyonunun molekiiler temeli olan viral CCC DNA'y1 hedef aldig
saptanmistir (Luo ve ark., 2022).

Savci ve ark. yaptiklar bir ¢alismada elde ettikleri jel goriintiisiine gore H2O2’nin
Form I’1 pargaladigi ve DMSO ile birlikte DNA’y1 parcaladigi gézlemlenmistir. DMSO
tek basina DNA’ya kismen etki gostermis, N. transcaucasica ekstraktinin
konsantrasyona bagli olarak H20.+DMSO’un siipiiriicii etkisini ortadan kaldiramadigi
belirtilmistir (Saver ve ark., 2020). Bagka bir ¢alismada ise Lamiaceae familyasina ait
bazi bitkilerin ugucu Ozellikte yaglarinin plazmid DNA’y1 kararli hale getirdigi
bildirilmistir (Hamza ve ark., 2016). Benzer bir ¢calismada ise Lamiaceae familyasina ait
Leucas aspera bitkisinde elde edilen su ekstraktinin DNA’y1 daha iyi korudugu tespit
edilmistir (Guha ve ark.,2011).

Bu calismada ise ekstraktin pBR322 plazmid DNA tizerinde H2O2+DMSO’un
stiptiricii  etkisini ortadan kaldiramadigi gozlendi. Bu farkliigin farkli bir tiir
kullanilmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Bununla birlikte daha 6nce bu tiir ile yapilan biyolojik aktivite ¢alismalarina
rastlanmamasi kiyas yapmay1 zorlastirmaktadir. Bu calismada elde edilen sonuglarin
onceki caligmalardan farkli olmasinin nedenleri olarak tiir farkliligs, iklim sartlari, cografi

kosullarin farkli olmasi ve kullanilan ¢oziiciilerin farkli olmasi olarak yorumlanabilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilan ilaglarin ve sentetik bilesiklerin yan
etklierinden dolay1 bitkilerin iyilestirici etkisine yonelik arastirmalar artarak devam
etmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada Mus ilinde yetisen R. cornutus DC. bitkisinin i¢erigi
ve biyolojik aktiviteleri c¢alisildi. Literatiir taramasinda bu bitki tiirliniin biyolojik
aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmadi. Bu nedenle bitkinin sekonder
metabolit igerigi LC-MS/MS ile belirlendikten sonra in vitro antioksidan aktivitelerini
belirlemek amaciyla farkli metotlar kullanildi. Sonuglar standart antioksidanlar olan
BHA, BHT ve AA’nin sonuglari ile kiyaslandi. Son olarak da bitkinin DNA {iizerindeki
etkilerini belirlemek i¢cin pBR322 plazmidDNA ile c¢alisildi. Fenolik madde igerigi
sonuglarina bakildiginda bitkinin fumarik asit, vanilik asit, ferulik asit, kafeik asit,
Klorojenik asit ve p-Kumarik Asit metabolitlerini digerlerine nazaran daha fazla igerdigi
ancak genel olarak toplam fenolik miktarmin ortalama bir degerde oldugu tespit edildi.
Fenolik icerik sonuclaria gore bu bitkinin fenolik madde bakimindan zengin olmadig:
g6z Oniinde bulunduruldugunda antioksidan sonuglarin standartlara gére daha diisiik
olmasinin sebebi anlasilabilir. Antioksidan sonuglar degerlendirildiginde bitkinin su ve
metanol ekstraktlarinin standart antioksidanlara gore cok diisiik aktivite sergilemelerinin
nedeni igerdikleri fenolik miktariyla iligkili oldugunu sdyleyebiliriz. Bununla birlikte
metanol ekstraktinin genel olarak su ekstraktindan daha iyi antioksidan aktiviteye sahip
oldugu gozlendi. Son olarak ekstraktlarin DNA {izerindeki etkilerinin sonuglarina gore,
su ve metanol ekstraktlarinin, peroksitin DNA iizerindeki zararli etkilerini azaltma
aktiviteleri kiyaslandiginda su ekstraktinin daha etkili oldugu tespit edildi. Su ekstrakti
peroksitle birlikte kullanildiginda DNA’nin Form I ve Form II yapilarinda kaldigi, ancak
metanol ekstraktinin énemli bir etki gostermedigi belirlendi. Tiim sonuglar goz oniine
alindiginda bu ¢aligmanin literatiire cok onemli katkilar saglayacagi ve bu bitkiye ait
farkli cozciilerle hazirlanmis ekstraktlarla yapilacak olan c¢aligmalara 151k tutacagi

kanaatindeyiz.
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