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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

HASHAS (Papaver somniferum L.) BITKISININ KIMYASAL ICERIK,
ANTIOKSIDAN AKTIVITE VE ASETILKOLINESTERAZ ENZIM
INHIBiSYONU OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Yeliz SAHIN

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Anabilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. Ercan BURSAL

Bu ¢alismadaki temel amag haghas bitkisinin (Papaver somniferum L.) biyokimyasal 6zelliklerinin
fenolik bilesik iceriklerinin tespiti, antioksidan aktivitelerinin tayini ve asetilkolinesteraz enzimi
inhibisyonunun belirlenmesidir. Bu kapsamda hashas bitkisinin (Papaver somniferum L.) kok, govde,
yaprak ve kapsiil kisimlarinin ayr1 ayri ekstraksiyonlari hazirlanarak in vitro biyoanalitik ¢alismalar
gerceklestirildi.

Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin antioksidan aktivitelerini belirlemek igcin ABTS
radikal giderme aktivitesi, DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderme aktivitesi, FRAP
(ferrik iyonlar1 indirgeme guct) ve CUPRAC (kuprik iyonlar1 indirgeme kapasitesi) in vitro biyoanalitik
yontemler olarak calisildi. Antioksidan ¢alismalarda elde edilen sonuclar BHT (Biitillenmis hidroksi
toluen), askorbik asit (C vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) gibi standart antioksidanlar ile karsilastirildi.
Bu c¢alismada hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin etanol ekstrelerinin ABTS radikal giderme
aktiviteleri, DPPH radikal giderme aktiviteleri, kuprik (Cu?*) iyonlarmi indirgeme kuvveti ve ferrik (Fe®")
indirgeme kuvveti aktiviteleri orta diizeyde etki gosterdikleri tespit edildi.

Ayrica, hashag (Papaver somniferum L.) bitkisinin ekstrelerinin asetilkolinesteraz (AChE)
enzimine kars1 inhibisyonu in vitro enzim aktivite yontemi ile belirlendi. Calisma sonuglarma goére bitki
ekstrelerinin AChE (asetilkolinesteraz) enzimini inhibisyonunun diisitk seviyelerde oldugu tespit edildi.
Diger taraftan, bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen ekstrelerinin HPLC cihazi ile fenolik bilesik
tayinleri gerceklestirildi. Hashag (Papaver somniferum L.) bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsdl
kisimlarinin hepsinde de kantitatif olarak tespit edilen en fazla miktarda bulunan major organik bilesik
absisik asit oldugu HPLC analizleri sonucunda belirlenmistir. Bunun yaninda en fazla bulunan ikinci bilesik
kapsul kismi harig ti¢ kisimda da mirisetin, kapsiil kisminda ise kaemferol olarak tespit edilmistir.

In silico enzim inhibisyonunun tespiti i¢gin AutoDock Vina bilgisayar programi kullanilarak AChE
enzimi ile bitkinin major bilesikleri olan absisik asit, mirisetin ve kaemferol bilesikleri arasindaki molekiiler
etkilesimler bulunmustur. Absisik asit, mirisetin ve kaemferol i¢in sirasiyla baglanma enerjisi olarak -7.9
kcal/mol, -9.2 kcal/mol ve -9.3 kcal/mol belirlenirken karsilagtirmak igin kullanilan AChE enziminin
standart inhibitdri olarak bilinen takrin bilesiginin baglanma enerjisi -8.7 kcal/mol bulunmustur.

Bu ¢alisma ile hashas bitkisinin kok, govde, yaprak ve kapsiil kisimlarinin antioksidan aktiviteleri,
fenolik bilesiklerinin HPLC ile tespiti ve AChE enzimini inhibe etme potansiyeli in vitro ve in silico
biyoanalitik ¢aligmalar ile belirlenmistir.

2023, 55 Sayfa

Anahtar kelimeler: AChE, antioksidan aktivite, asetilkolinesteraz, fenolik bilesik, hashas, HPLC,
Papaver somniferum



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF CHEMICAL CONTENT, ANTIOXIDANT ACTIVITY,
AND ACETYLCHOLINESTERASE ENZYME INHIBITION PROPERTIES OF
POPPY PLANT (Papaver somniferum L.)

Yeliz SAHIN

Mus Alparslan University
Naturaland Applied Science
Department of Chemistry

Advisor : Prof. Dr. Ercan BURSAL

The main purpose of this study is to determine the biochemical properties of the poppy plant
(Papaver somniferum L.) within the scope of determination of phenolic compound contents, determination
of antioxidant activities and acetylcholinesterase enzyme inhibition. In this context, in vitro bioanalytical
studies were carried out by preparing separate extractions of the root, stem, leaf and capsule parts of the
poppy plant (Papaver somniferum L.).

ABTS radical scavenging activity, DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) free radical scavenging
activity, FRAP (ferric ions reducing power), and CUPRAC (cupric ions reducing capacity) in vitro
bioanalytical methods were evaluated to determine the antioxidant activities of the poppy plant (Papaver
somniferum L.). In antioxidant studies, the results were compared with the standard antioxidants such as
BHT (Butylated hydroxytoluene), ascorbic acid (vitamin C), and a-tocopherol (vitamin E). In this study, it
was determined that ethanol extracts of poppy (Papaver somniferum L.) plant showed moderate effects on
ABTS radical scavenging activities, DPPH radical scavenging activities, cupric (Cu®*) ions reducing power
and ferric (Fe®*) reducing power activities.

Inhibition of the AChE (acetylcholinesterase) enzyme was discussed. According to the results of
the study, the plant extracts showed low inhibition of the AChE (acetylcholinesterase) enzyme. Also,
phenolic compound determinations of plant samples were carried out using HPLC. A large amount of
phenolic compounds were detected in the ethanol extract of the poppy (Papaver somniferum L.) plant.
Abscisic acid was found to be the most abundant major compound in the all parts of the plant.Also,
myricetin was found to be the secondmajor compounds in the three parts of the plant except the capsule
part, whereas kaempherol was the second major compound for the capsule part.

AutoDock Vina computational programme was used to measure in silico molecular docking
interaction of AChE enzyme with the major phenolic compounds of the poppy (Papaver somniferum L.)
plant which are abscisic, myricetin, and kaempherol. The binding energy scores of the abscisic acid,
myricetin, and kaempherol compounds with AChE were calculated -7.9 kcal/mol, -9.2 kcal/mol, and -9.3
kcal/mol, whereas -8.7 kcal/mol was measured for the standard tacrine.

In this study, the antioxidant activities of the root, stem, leaf and capsule parts of the poppy plant,
the detection of phenolic compounds by HPLC and the potential to inhibit the AChE enzyme were
determined by in vitro and in silico bioanalytical studies.

2023, 55 Pages

Keywords: AChE, antioxidant activity, acetylcholinesterase, phenolic compounds, HPLC,
Papaver somniferum, poppy
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1. GIRIS

Bitkiler insanligin varolusundan beri giyecek, gida, barinma, yakit, tibbi ve
kimyevi ilaclar, aroma ve tatlandirici gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Fosil kayitlari
tizerinde yapilan arastirmalarda bitkilerin tibbi yonden kullanilmasinda, Eski Tas devrine
yani on bin yil éncesine dayandigi tespit edilmistir. iran ve Irak’m kuzey simirinda
bulunan magarada insan fosili iizerinde iyilestirici etkisi oldugu degerlendirilen sekiz
degisik bitki tiirlerinin kalintilar1 bulunmustur (Fabricant ve Farnsworht, 2001).

Tedavi amaciyla kullanilmakta olan bitki tiirleri, siirekli gelismekte olan teknoloji
ve buna bagli olarak gelisen endiistriyel sanayiye paralel olarak ge¢misten bu giine stirekli
artmaktadir. Tarihin en eski ¢aglarindan beri insanlarin bitkilerle ilgilenmeleri, daha ¢ok
faydalanmak amaci ile olmustur. Bu durum ilk devirlerde insanlarin iggtidleri ile hareket
etmesinden ileri gelmistir. Insanlar, bitkileri kendilerine gére faydali olup olmadiklarma
gore, zararli veya zararsiz olup olmadiklarma goére ve zehirli veya zehirsiz olup
olmadiklarina gore tecriibe edinip siniflamaya ¢alismislardir. Bitkilerin tibbi alandaki
etkileri tizerine yazilmis ilk kaynaklar Cin, Hindistan, Misir, Yunanistan ve Roma’da
bulunmaktadir.

Mezopotamya uygarliklarinda antik ¢aglarda kullanilan bitkisel ilag sayist1 iki yiiz
elli iken, antik Yunan déneminde bu say1 alt1 yiiz, Fars-Arap donemlerinde ise yaklasik
olarak dort bin civarinda oldugu tespit edilmis olup bitkisel ilag saymin 19. yiizyil
baglarinda ise tahmini on ii¢ bine yiikseldigi tespit edilmistir (Baytop, 1999). 20. yiizyilin
sonlarinda iki yiiz elli bin bitki tlirtiniin oldugu ancak bu bitkilerden, halk doktorlar
tarafindan seksen bin tane bitki tiirii kullanildig1 degerlendirilmektedir. Bu verilerin gok
diisiik diizeyde kalmasinin baslica sebepleri sunlardir; etnobotanik bilgilerin zamaninda
kayit altina alinmamasi, Kimyevi ilaglar, biyolojideki gelismelere paralel olarak tibbi
alandaki bitkilerde arzin azalmasi ve olumsuz cevresel faktorler sebebiyle neslin azalmasi
hatta yok olmasidir (Joy ve ark., 2001).

Gunimuzde bitkilerin, besleyici ve ekonomik 6zelliklerinin yaninda alternatif
tiptaki kullanim alanlarina daha ¢ok 6nem verilmektedir. Biinyesinde farkli kimyasal
bilesenler igeren ve saglik agisindan 6nemli olan gidalara bitkisel gida denir. Bitkiler,
ayni zamanda insan saglig1 agisindan 6nemli antioksidan maddeler de barindirmaktadir
(Yeloglu, 2012).

Bu ¢alismada daha 6nce biyokimyasal Ozellikleri yeterli diizeyde calisilmamis



olan ve antioksidan kaynagi oldugu diisiiniilen hashas bitkisinin (Papaver somniferum L.)
kapsul, yaprak, sap, kok kisimlarinin ayri ayri karsilastirmali olarak farkli metotlarla
antioksidan seviyelerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Hashas (Papaver somniferum L.)
bitkisinin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin ABTS, DPPH, FRAP ve CUPRAC in
vitro biyoanalitik metotlar1 kullanildi. Antioksidan sonuglari ele alinirken standart
antioksidanlar BHT, askorbik asit ve a-tokoferol ile karsilastirildi. Ayrica bu bitki
kisimlarinin sinir sisteminde énemli fonksiyonlar1 olan asetilkolinesteraz enzimine karsi
inhibisyon etkilerini incelemek i¢in ¢alismalar gergeklestirilmistir. Bu kapsamda enzim
inhibisyonunu belirlemek igin in vitro deneyler ve in silico molekiiler doking ¢aligmalari

gerceklestirilmistir.

1.1 Hashas Bitkisi (Papaver somniferum L.)

Hashas bitkisi gelincikgiller cinsinden olup tur ismi Papaver somniferum L.
olarak sistematik isimlendirilmesi yapilmistir. Papaver latince anlami gelincik,
somniferum ise riiya gormek ve uyku verici anlamlarina gelmektedir.

Genel olarak bitkinin yetistirilmesi Kuzey Yarimkire’de Hindistan'dan Rusya'ya
ve Gilney Yarimkire’de ise Avustralya’dan Tazmanya'ya kadar genis cografi alanlar
kapsamaktadir (Krikorian ve Ledbetter, 1975). Turkiye, iran, Azerbaycan, Ermenistan,
Afganistan ve Pakistan ulkelerinde de dogal olarak yetismektedir (Davis ve ark., 1988;
Muhammad ve ark., 2021).

Cizelge 1.1. Haghas bitkisinin (Papaver somniferum L.) taksonomisi

Alem (regnum) Plantae

Alt Alem (subregnum) Tracheobionta
Bolum (phylum) Magnoliophyta
Simuf (classis) Magnoliopsida

Alt Siuf Magnoliidae

Takim (ordo) Papaverales

Aile (familya) Papaweraceae

Cins (genus) Papaver

Tir (species) Papaver somniferum

Papaveraceae familyasi 28 cins ve 250 tiirden olugmaktadir. Bu aileye ait bitkiler
Kuzey Yarimkiire’de 1liman ve subtropikal bolgelerde dagilim gostermektedir.
Tirkiye’de ise bu aileden bes cins vardir (Se¢men ve ark., 1995; Muhammad ve ark.,
2021).

Papaver somniferum (2n=22) Papaveraceae familyas1 tiyesi olup tek yillik otsu



bir yapiya sahip bitki tlridir (Vasek ve ark., 2019). Tek yillik bitki tiirlerinin kok kismi
zayif bir yapiya sahip iken, ¢ift yillik bitki ttrlerinin kok sistemi daha gelismis ve gugli
yapilara sahiptir. Papaver cinslerinin ¢icekleri tek veya salkim seklindedir. Bu gigekler
gosterisli ve beyaz, mor, pembe veya kirmizi renklerde olabilmektedirler. Papaver
cinsleri 60-200 cm arasinda uzayabilmektedir. Papaver cinslerinin kapsiil cap1 5 cmile 7
cm arasinda degiskenlik gosteren tiirleri bulunmaktadir (Smith ve Fletcher, 1949; Davis,
1982,). Kapsiillerin igerisinde bulunan tohumlar yaklasik 1 mm ¢ap bliyiikliigiine sahip
cok sayida tanecik olarak bulunmaktadirlar. Ulkemizde papaver tiriinden 10 tanesi
endemik olmak Uzere 36 yabani tir bulunmakta olup 20’ye yakin alt tiirii ve ¢esidi yer
almaktadir. Bu anlamda tlkemizin Papaver tiirii bakimindan zengin ve merkezi bir
konumda oldugu anlagilmaktadir (Arslan ve ark., 2011).

Papaver L. cinsi Argemonidium, Carinatae, Glauca, Horrida, Meconella,
Miltantha, Oxytona (Macrantha), Papaver, Pilosa ve Rhoeadium olmak tzere on alt
baslik halinde smiflandirilmaktadir. Ulkemizde Horrida ve Meconella cinslerine
rastlanilmamaktadir. Kiiltiir bitkisi olarak yetistirdigimiz Papaver somniferum bitki turi
Papaver cinsi igerisinde yer almaktadir. Papaver somniferum tariniin P. somniferum ssp.
spontaneum ve P. somniferum ssp. anatolicum olmak tizere iki alt tiir yer almaktadir. Alt
tlrlerinden birincisi olan hashasin kapsiilleri olgunlasinca iist kisminda yer alan delikler
acilmakta ve tohumlar belirgin hale geldiklerinden dolay1 dokiilmektedir. Bu tlr hashasa
tilkemizde “acik hashas” denilmektedir. Ikinci alt tiir olan hashasin kapsiilleri ise belirgin
hale gelince yani olgunlasinca acilma gdstermemektedir. Bu hashas tiiriine iilkemizde
“kor hashas” denilmektedir. Ulkemizde ciftciler tarafindan yaygin olarak ikinci tiir olan
P. somniferum ssp. anatolicum’un alt tiri mor cicekli ve beyaz cicekli varyeteleri tercih
edilmektedir (Tanker, 2003).

Hashasin morfin ve uyusturucu yapisi bagimlilik yaptigindan dolayr tarim igin
izne tabi olarak yetistirilmektedir. Tiirkiye’de yapilan hashas tarimi 3298 sayili
Uyusturucu Maddelerle Ilgili Kanun ve Yonetmeligi kapsami dahilinde, ¢izilmemis halde
ve denetimli bir sekilde hashas kapsiilii iiretimi seklinde yapilmaktadir. Ulkemizde 13 il
ve bu illere bagli bazi ilgelerde kontrollii olarak yaklasik 70,000 hektar alanda tretimi
yapilmakta olan haghag bitkisinden ayn1 zamanda morfin iiretimi de yapilmaktadir. Bu
Ozelligi ile degeri hi¢ azalmayan en 6nemli tip bitkisi niteligi tagir. Hashas bitkisi tilkemiz
acisindan stratejik Ooneme sahip ve diinyada lider konumunda oldugumuz &nemli
bitkilerden birisidir. 2019 y1li TMO verilerine gore; Tiirkiye diinyanin morfin ihtiyacinin

%25’ini karsilayabilecek diizeyde ve hashas iiretiminde birinci sirada yer almaktadir.



Ulkemizde hashas ekiminin izin verildigi sehirler Sekil 1.1° de gdsterilmstir (2019 yili
Hashag Raporu, Toprak Mahsulleri Ofisi, 2020, www.tmo.gov.tr).
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Sekil 1.1.Ulkemizde hashas ekiminin izin verildigi sehirler

1.1 Hashas bitkisinin kimyasal 6zellikleri ve kullanim alanlari

Kltlr ve tibbi bitkiler igerisinde yer alan hashas, igerdigi alkoloidler yoniinden
tilkemizde biiylik 6neme sahiptir. Haghas bitkisi blinyesinde tebain, kodein, noskopin,
papaverin ve morfin gibi tip sektorii acisindan Onemli degisik grup alkoloidleri
barindirmaktadir. Bunlarin disinda yaklasik 30’dan fazla degisik alkaloid iceren
kapsiilleri, maddi degeri yiiksek, yar1 sentetik ilaglarin hammaddelerinin Uretiminde
kullanilmaktadir. Ayni zamanda alkaloidler insan sa¢indan ve derisinden alinan
numunelerde bir adli olayin aydinlatilmasinda da yararlanilmaktadir. Uretimi yapilan yar
sentetik ilaglarin hammaddeleri; kodein fosfat, kodein baz, kodein hidroklorir, dionin,
morfin hidroklorir, kodein silfat, morfin stlfat, dihidrokodein bitartarat, dihidrokodein,
tiyosiyanat seklinde siralayabiliriz. Ayrica hashas tohumlar1 biinyesinde kalsiyum,
potasyum, ¢inko, demir, mangan ve bakir mineralleri ile omega-3 ve omega-6 yag
asitlerini de barindirir. Yiiksek besleyici degeri olan ve yemeklerde kullanilan hashas
yagi, ¢coklu doymamis yag asitlerini biinyesinde barindirir (Hlinkova ve ark., 2012).
Hashas tohumu meydana getirdigi yagin %82.2’sini doymamis yag asitleri biinyesinde
yer alan linoleik asit (C1g8H3202), toplam yag asitlerinin %74.5’ini olusturmaktadir.
Palmitik asit (C16H3202) ise doymus yag asitlerinin %84’ iinii olusturmaktadir. Doymamis
yag asitlerinde fazla miktarda linoleik asit (CigH3202) bulunurken, doymus yag
asitlerinde ise palmitik asit (C1lsHs202) yaygin olarak bulunmaktadir (Bozan ve Temelli,
2008).



Afyon maddesi Papaver somniferum tirlerinin kapsilinde cok miktarda
bulunmaktadir. Hashas kapsiiliiniin mezokarpinda yer alan siit borularindan lateks adi
verilen 6zel bir s1v1 barindirmaktadir. Bu 6zel s1viy1 barindiran kapsiil enine olarak ¢izilir
ise borulardaki lateks disar1 ¢ikar akar ve disar1 ¢ikan sivi hava ile temasi sonucu kurur,
bu kurumus haline afyon denir. Bu kuruyan madde kahverengi ve siyah rengini alir ve
ham afyonun rengini olusturur. Afyonda c¢ok diisiik miktarda alkoloid bulunmaktadir
(Baytop, 1974).

Afyon maddesinin viicuda ne kadar miktarda alindigi énemlidir. Kii¢lik dozda
alinan afyon nefes almay1 hizlandirir ve agr1 kesici 6zellige sahipken; yliksek dozda alinir
ise solunumu durdurur. Uykusuzlugu giderme, 6ksiiriigii durdurma, ishali dnleme ve kas
spazmlarindan kaynaklanan agrilar1 giderme gibi farkli islevlerde de kullanilabilir

(Capur, 2006).

1.2 Antioksidanlar

Antioksidanlar, radikal yapida bulunan iiriinler ile hizli bir sekilde reaksiyon
olusturarak peroksidasyonun ve otooksidasyonun ilerlemesini inhibe eden, derisimi az
substrat diizeyinde fosforilasyonu durdurmasina veya geciktirmesine neden olan madde
ya da sistemlerdir (Aslan, 1995; Sise, 1997).

Organizmadaki yapilarda, serbest radikaller ve bu radikallerin neden oldugu
reaksiyonlarin olusmasini engelleyen ve dengeleyen sistemler bulunmaktadir. Canlilarin
metabolizmasindaki organ ve hiicre sistemlerini korumak icin reaktif oksijen
tepkimelerine karsi kompleks halde bulunan antioksidan sistemleri mevcuttur. S6z
konusu sistemler, radikalik Urtinleri etkisiz hale getiren ve olusan yapilarla etkilesim
halinde bulunan, endojen ve ekzojen kaynakli olabilen maddelerdir (Teber, 2019; Valko,
2007).

Metabolizmanin oksidan-antioksidan dengesini muhafaza eden basamaklardan en
az biri uzerinden etki eden antioksidanlar farkli metabolik mekanizmalarda 6nemli
gorevlerde yer almaktadirlar. Bu kapsamda DNA, protein ve lipid gibi molekillerde
meydana gelen hasarlarin onarilmasinda, radikalik Grtinlerin temizlenmesinde,
organizmada bulunan enzim tiplerinin kayiplarmin olusmamasinda, serbest radikallere
neden olan kimyasal reaksiyonlarin durdurulmasi veya reaksiyon hizinin yavaslatilmasi
gibi durumlarda gorev alirlar (Grutteridge, 1995; Guzel ve ark., 2013).

Antioksidanlar savunma mekanizmalarina gore onleyici, radikal stpuricu ve

enzim tamircisi olmak tiizere ii¢ ana baslikta ele alinir. Bitki bazli antioksidanlarin gogu



hidrofiliktir fakat tokoferoller, K vitamini ve karotenoidler hidrofobik yapiya sahiptirler.
Suda ¢ozinen antioksidanlara 6rnek Grik asit ve askorbik asittir (Haida ve Hakiman,
2019). Antioksidan maddelerin enzim yapisinda olan ve olmayan antioksidanlar olarak

gruplandirilmasi Cizelge 1.2°de gosterilmistir (CollU, 2007; Kiral 2012).
Cizelge 1.2. Antioksidan maddeler

Antioksidan enzimler
Siperoksit dismutaz
Katalaz

Siperoksit rediiktaz
Peroksiredoksinler
Peroksidazlar
Glutatyon rediiktaz
Glutatyon S-transferaz

Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar

A Vitamini (B-Karoten)

C Vitamini (Askorbik asit)

E Vitamini (a-Tokoferol)

Proteinler (transferin, ferritin, albumin, bilirubin)
Hormonlar (serotonin, melatonin)

Fenolik bilesikler (polifenoller, flavonoitler)
Lipoik asit, Urik asit, glutatyon

1.2.1 Antioksidanlarin simiflandirilmasi

Antioksidanlarin 0zelliklerine gore siiflandirilmas: Cizelge 1.3’te gosterilmistir
(Bursal ve Teber, 2020).
Cizelge 1.3. Antioksidanlarin siniflandirilmas: (Baykal,1998)

Yapilarina gore

antioksidanlar

Cozuanarluklerine

gore antioksidanlar

Kaynaklarina gore

antioksidanlar

Yerlestikleri yere gore

antioksidanlar

Enzimatik olmayan

antioksidanlar

antioksidanlar
o 3-karoten

s o-tokoferol
eFlavonoidler

e Biluribin

antioksidanlar
e Adenozin

e Allopurinol

Suda ¢ozlinen | Organizmada Intraselliiler
antioksidanlar bulunan(endojen)
o C vitamini antioksidanlar
Enzimatik
o Glikoz o Katalaz ¢ SOD
antioksidanlar - )
o Urik asit e o tokoferol e Glutatyon peroksidaz
o Glutatyon e SOD o Katalaz
o Sistein
Lipitlerde ¢Oziinen | Disaridan alinan(ekzojen) | Ekstraselluler

e Askorbik asit
e Transferrin

e Albimin

1.2.1.1 Enzimatik antioksidanlar

Slperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) bu

gruptaki en yaygin antioksidanlardandir. ROS igin ylksek baglanma enerjisine sahip
olduklarindan dolay1 oksitatif stres halinde daha etkili koruma saglarlar (Ratnam ve ark.,
2006).



Superoksit Dismutaz Enzimi: SOD, GPx ve CAT ile beraber organizmadaki Oy
seviyesini denetlemektedir. SOD, slperoksitin O>" ve hidrojenperoksite (H20>)
dismutasyonunu katalizler. SOD enzimi, katalize edilen reaksiyonla O  radikalini
yukseltgendirirken oteki O2 radikalini ise H20.’ye indirger. Metabolizmada metal
kofaktorlerine gore ii¢ ¢esit SOD enzimi: sitozolik CuZn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD
ve Fe-SOD yer almaktadir (Ratnam ve ark., 2006; Gill ve Tuteja 2010). Hidroksil
radikallerinin agir metali katalizli olusmasini engellemeye olanak saglar (Gill ve Tuteja
2010).

Glutatyon Peroksidaz Enzimi: Hidrojen peroksit ve bazi hidroperoksitlerin
indirgenmesinde sorumlu bir enzimdir. indirgeyici ajan i¢in glutatyon kullanilir. Azalan
GPx aktivitesi H20O artmasina ve ciddi hiicre hasarina neden olmaktadir. GSH, hidrojen
peroksit ile yikseltgenerek GSSG’1 meydana getirir (Kizilkaya, 2022).

Glutatyon peroksidaz

H202+ GSH - H.0+ GSSG

Katalaz: SOD enzimiyle Kkatalize edilen, ayrisma tepkimesi sonucu olusan
H202’yi su (H20) ve molekiiler oksijene (O2) doniistiirmektedir. H2O2 derisiminin yiiksek
oldugu yapilarda katalazin enzimatik enerjisi ylkseltgenmektedir. Eritrosit hiicrelerinin
cogunda CAT aktivitesini gerceklestirdigi ifade edilmektedir (Rucker, 2004).

katalaz

H>02 » HO+1/2 0,

Bir dakikada yaklasik 6 milyon H202, molekiliini bilesenlerine ayiran bu enzim
yiiksek turnover oranina sahiptir (Gill ve Tuteja 2010). Ek olarak, CAT'in peroksidatif
tepkimesi yoluyla bazi zehirli maddeler iizerinde de etkili oldugu tespit edilmistir
(Ratnam ve ark., 2006). Katalazlar (hidroperoksidazlar) giiniimiize kadar detayli bir
sekilde arastirilmis olup, monofonksiyonel katalazlar, bifonksiyonel Kkatalazlar ve
manganez igeren ¢ yizden fazla tip katalaz tespit edilmistir (Chelikani ve ark., 2004).

Fe, Cu ve Mn gibi gecis metalleri farkli oksidasyon reaksiyonlarinda prooksidan
ve antioksidan olarak Ozellik gosterirler. Gegis metalleri son orbitallerindeki
elektronlarini radikaller olusturmak igin aktarabilir ve oksidatif strese sebep ettirebilirler.
Ayn1 zamanda bahsettigimiz agir metaller organizmada biyolojik antioksidan savunma

sisteminde aktif yer alirlar. Slperoksit dismutazdaki Cu, Zn ve Mn metalloenzimlerin



aktif orijinleri olarak siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite doniistiiriirken, katalazdaki

Fe iyonu hidrojen peroksiti suya iyonize eder.

1.2.1.2 Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar ise dogal ve sentetik olmak Uzere iki alt baslik

altinda ele alinmaktadir.

1.2.1.2.1 Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar onemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptirler ve viicutta
sentezlenemediklerinden dolay1 disaridan hazir bir sekilde beslenme yoluyla metabolizmaya
alinmalar1 gerekmektedir. Bitkilerin farkli kisimlarinda bulunurlar. Dogal antioksidanlar
fenoller, flavonoitler, karotenoidler, vitaminler, glutatyon ve endojen metabolitlerini
barindirirlar. Bitkisel yapili antioksidanlar, peroksitleri parcalayici, serbest radikalleri
kovucu, singlet ve triplet oksijen kuengeri, enzim inhibitorleriyle birlikle sinerjik
faaliyetlerde bulunurlar (Larson, 1998). Sebze, meyve (kabuklu ve kabuksuz meyveler
dahil) ve baklagil grubunda bulunan besinlerde bir¢ok antioksidan tirt bulunur. Bunlarin
disinda bitkilerin kisimlar1 olan tohum, yaprak, cicek, kok ve kabuklarda yaygin
antioksidanlar gorilmektedir (Pratt ve ark., 1990). Bu yiizden dolay1 meyve ve sebzelerin
bol miktarda tiiketilmesiyle, hastaliklara, kansere ve 6lim oraninda belirgin bir azalmaya
neden oldugu goriilmektedir (Ames ve ark., 1993).

Dogal antioksidanlar arasinda a-tokoferol (E vitamini), karotenoidler, polifenoller
ve askorbik asit (C vitamini) sayilabilir. Askorbik asit, bitkilerde fazla miktarda bulunur ve
suda c¢ozinen bir antioksidandir. Dogal antioksidanlar sulu ortamda aktifler, radikal
slpiiriicii ve indirgenme olaylarinda aktif rol oynar. (Hamre ve ark., 2004). C vitamininin
fonsiyonlarindan biri de midede N-nitrozo bilesiklerinin olugsmasini engeller ve kolajen
olusumunu desteklemesidir. Bu yizden kanser basta olmak (izere gesitli hastaliklara karsi
koruyucu etkisi bulunmaktadir (Byers ve Perry, 1992). Bazi ilaglar alindiklarinda kan-
beyin engelini gegemedigi i¢in C vitamini ndrodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde de
onemlidir (Vertuani ve ark., 2004).

Yuksek derisimlerde C ve E vitaminleri prooksidanlar olarak davranabilir (Hamre
ve ark., 2004). Dogada 8 ¢esit E vitamini bulunur. Bunlar: a, B, y ve d-tokoferoller ve a,
B, v ve S-tokotrienollerdir. I¢lerinde a-tokoferol en glicli antioksidan 6zelliktedir. (Rizvi
ve ark., 2014). Kromanol halkasindaki -OH grubunun H atomu, stabilize ve delokalize

bir ortaklanmamis elektrona sebep olan bir serbest radikale verilebilir; meydana gelen E



vitamini radikali, lipid peroksidasyonunun zincir tepkimesini sonlandirmak igin Kinetik
olarak inerttir (Rungratanawanich ve ark., 2018). Lipid peroksit radikallerine karsi
vitamin E, tepkime yetenegi 6zelligi ile yagda ¢oziinen ve bag kiran bir antioksidandir ve

bu radikalin yeni bir PUFA (¢oklu doymamuis yag asidi) ile reaksiyona girmesini 6nler.

1.2.1.2.2 Sentetik antioksidanlar

Koenzim Q (CoQ) veya ubiquinon, biyolojik sistemde yer alir. Metabolizmaya,
ATP Uretimi senteziyle ¢cok fazla enerji vermek icin diyet ile desteklenebilir. Antioksidan
savunma mekanizmalarinda, beslenme ve diyet 6nemli bir yer tutar (Ratnam ve ark.,
2006). Bilirubin, glutatyon ve (rik asit ve antioksidanlari insan artiklarinda kiguk
molekdler kitleli antioksidanlardir (Byers ve Perry, 1992).

Batil hidroksi anisol (BHA), butil hidroksi toluen (BHT), tert-bitil hidrokinon
(TBHQ), 2-tert-butil-4-metilfenol (TBMP) gibi baz1 fenolik yapida bulunan bilesikler,
gida katki maddesi olarak bilinen antioksidanlar, sentetik antioksidanlar olarak
isimlendirilmektedir. Bu sentetik antioksidanlar, tepkime denklemleriyle gosterilir,
lipit(yag) peroksidasyonunda bulunan radikal zincir tepkimesini 6nlemek amaciyla
hidrojen atomlarini lipit radikallerine aktarir (Teber, 2019).

ROO+ + ArOH— ROOH + ArO*ROO¢* + RH — ROOH + Re (+O2— ROO¢)

BHA antioksidani, kizarmis {iriinlerde koruyucu madde olarak kullanilir ve 1s1ya
dayamkli bir antioksidandir. Ornegin kuru tahillarda, karisimlarda veya tatlilarda
kullanilir. Yiiksek dozlarda alindiginda insan sagligini bozan tiimdriin olusturmasina

zemin saglayan bir antioksidan olabilecegi bildirilmistir.



10

OH OH
Ho\)\io—fo (HsC)sC C(CHy)s
HO OH
CHj3
Askorbik asit (Cvitamini) BHT
OH OH
OH
C(CHs)3
C(CH3)3
C(CHs)3
(0] (0]
N \ OH
BHA BHA TBHQ
CHs

CHs CHj CH; CH;

CHj
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Sekil 1.2. Bazi enzimatik olmayan antioksidanlar

1.3 Enzimler

Enzimler, canli hiicrelerde meydana gelen kimyasal reaksiyonlarin hizini artiran,
herhangi bir degisiklige maruz kalmadan, yan iiriin olusumuna meydan vermeden ve
yuzde yiz verim veren biyolojik katalizorlerdir (Aras ve ark., 2018). Ancak katalitik
RNA molekiillerinin bir kism1 harig¢ tiim enzimler protein yapilidir (Keha ve Kiifrevioglu,
2000; Nelson ve Cox, 2004).

Ug boyutlu kendilerine 6zgii yapilara sahiptirler. Aym tiir tepkimeler enzimler
tarafindan defalarca gerceklestirilebilir. Enzim katalizli reaksiyonlarin reaktanlari
substrat olarak adlandirilmaktadir. Enzimler, belirli bir substrat ya da substratlar icin
Ozguldur. Protein yapisi olmayan kofaktor olarak adlandirilan bilesen olmadan, bircok
enzim proteini katalitik olarak aktif degildir. Apoenzim, enzimlerinin aktif protein
bilesenlerine, aktif enzime (kofaktor dahil) ise holoenzim denir (Aras ve ark., 2016).
Kofaktorleri digerlerinden daha sik1 baglayan bazi enzimler bulunur. Prostetik grup, bir
kofaktor enzime zarar vermeden bilesenlerine ayrilmasi zor olacak sekilde siki
baglanmasiyla olusur (Palmer ve Bonner, 2011). Enzim aktivitesini ve katalizleme hizini
degistiren faktorler sunlardir: Substrat derisimi, enzim derisimi, sicaklik, pH, iyonik
siddet, inhibitér ve aktivatorlerdir. Ayrica birim zamanda bir mol enzimin Urine
doniistiirdiigii substratin mol sayisina turnover sayist hesaplanmaktadir (Aras ve ark.,

2017).
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1.4 Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi

Asetilkolinesteraz enzimi (AChE; EC 3.1.1.7) vicutta merkezi ve periferal
dokularda, adrenerjik ve kolinerjik dokularda, sinir ve kas dokularinda, eritrositlerde ve
plasental dokularda bulunan kolinesteraz enzimlerinden birisidir. Asetilkolinesteraz
enzimi saglikli erigkin insan beyninde vicudun diger dokularina oranla ¢ok daha ylksek
miktarda bulunan norotransmiter bir molekil olan asetilkolini hidrolize eden bir
enzimdir. Kolinerjik néronlarda AChE, hiicre gdvdesinde, aksonlarda ve dendritik
uzantilarin proksimalinde bulunur. Beyindeki kolinesteraz aktivitesinin %80' inden
AChE sorumlu oldugu séylenmektedir (Hartman, 2010). Bu enzim sinaptik bosluklarda
var olan asetilkolini, asetat ve koline hidrolize edip inaktive eder. ilk kez 1914 yilinda
Henry Hallet Dale tarafindan kesfedilmistir. Otto Lewi, 1921 yilinda kurbagalarin
kalplerini ele aldigi deneysel c¢alismalarinda asetilkolinin ndrotransmitter oldugu
sonucuna ulasmistir. Yaptig1 bu calisma ile 1936 yilinda Nobel Odiilini almaya hak
kazanmistir. Boylece Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin, metabolizmasinda,

asetilkolinin etkili oldugu ortaya ¢ikmistir (Jokanovi¢ ve Maksimovi¢,1997) .

CH, 0 o

It AChE CH,
_N By i
H3C ! \/\O CH3 » H C)J\o— + H3C—N+\/_\
H3C 3 / OH
asetilkolin asetat kolin

Sekil 1.3. Asetilkolinesterazin asetat ve kolin olusturan hidroliz reaksiyonu

1.4.1 Asetilkolinesterazin yapisi ve mekanizmasi

Karacigerde sentezlenen kolinesteraz enzimlerinden olan AChE, 1938 yilinda ilk
kez elektrik baligindan (Torpedo marmoneta) saflastirilmigtir. Rekombinant AChE’lar,
insanlar tarafindan ticari ara¢ olarak kullanilirken informal model olarak ele alinmaktadir
(Pohanka, 2011). AChE enzimi, yuksek aktiviteye sahip ve saniyede yaklasik yirmi bes
bin asetilkolini (ACh) parcalamaktadir. Enzimde aktif bolge katyonik ve anyonik iki alt
birimden meydana gelmektedir. Enzimdeki anyonik kisim asetilkolinde mevcut olan
kuaterner amin ile bag kurar. Anyonik bolge ile diger art1 yiiklii substrat veya inhibitorler
de bag olusturabilir. Katyonik bolgede ise substratlar on dort aromatik amino asitle
etkilesim kurabilirler (Mallis ve ark., 2000).
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Sekil 1.4. Asetilkolinesteraz enziminin (monomer) kristalografik yapisi

Asetilkolinesteraz enzimi sinir iletimi ger¢eklesirken, sinaptik bosluga birakilir ve
postsinaptik membrandaki ACh reseptorleri tarafindan tespit edilir. Tespit edilmesine
miiteakip sinyal meydana gelir. Ayni sekilde postsinaptik membranda AChE, ACh’i
hidrolize eder ve sinyal akisin1 bloke eder. Serbest kalan kolin, dnceki sinaptik noron
tarafindan tekrar alinir ve kolin asetiltransferazin asetil-CoA ile tepkimesiyle yeniden

asetilkolin sentezlenir (Mesulam ve ark.. 2002;Nelson ve ark., 2008).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Hashas bitkisinin tlkemizde ve yurt disinda 6nemli kullanim alanlar1 oldugundan
dolay1 ¢esitli incelemelerde bulunulmus olup bazi literatlir aragtirmalarina asagida yer

verilmistir.

Yicel Sengiin ve ark. (2020) tarafindan, tlkemizde bulunan Afyonkarahisar ilinde
yetisen hashas bitkilerinin (Papaver somniforum) kapsillerini kirmak suretiyle mavi ve
beyaz hashas tohumlarini elde etmisler ve tohumlardan yiiksek miktarda yag asitlerinin
bulundugunu ve bunlarin linoleik, oleik asit ve palmitik asit oldugu tespit edilmistir. Mavi
ve beyaz hashas tohumunun yag 6rneklerinin antioksidan aktivite degerleri DPPH ve
ABTS+ yontemlerine gore ele alinmis olup mavi hashas tohumunun antioksidan aktivite
degerleri DPPH: %40.35+0.14 ve ABTS: %41.09+0.58 degerleri arasinda oldugunu,
beyaz hashas tohumunun antioksidan aktivite degerleri DPPH: %40.86+1.25 ve ABTS:
%41.95£1.46 degerleri arasinda oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, yag ornekleri kendi
icerisinde fenolik madde miktarlar1 arasinda anlamli farklilik goriildiigii, ancak
antioksidan aktiviteleri bakimindan 6nemsenecek bir farkliligin bulunmadigi ¢ikariminda
bulunmuglardir. Caligsma alan1 bakimindan ilk defa yag 6rneklerinin gida mikrobiyolojisi
bakimindan onemli bakteriler lizerinde antimikrobiyal etkileri arastirilmis ve mavi
tohuma kars1 duyarli mikroorganizmalarin E. coli ve L. monocytogenes oldugu, beyaz
tohuma ise B. subtilis ve S. aureus disindaki mikroorganizmalara karsi benzer diizeyde
etki gosterdiklerini gozlemlemislerdir. Sonug¢ olarak hashas tohumu yaglarinin dogal
antioksidan ve antimikrobiyal iirlinler olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu
¢ikariminda bulunmusglardir.

Sharopov ve ark. (2018) yaptiklari calismalarinda taze hashas (Papaver
somniferum) olarak nitelendirdikleri bitkinin yesil halini numune olarak kullanarak
hashas bitkisinin alkoloid igerigine, antioksidanlarina ve ¢esitli kisimlarinin sitotoksik
aktivitelerini incelemislerdir. P. somniferum bitkisini ¢esitli kisimlara ayirip (yapraklar,
saplar, kokler, kapsuller, cicekler, tohumlar) alkaloid bilesimlerini ve biyolojik
aktivitelerini arastirmayr amaclamistir. Alkoloid bakimindan ele alindiginda papaverin,
kodein, morfin, meconin ve B-hidroksidamaskon degerlerini tespit etmislerdir. Hashas
bitkisinin kapsiil kistminda ¢ok fazla morfin, papaverin ve kodein bulundugunu tespit
etmislerdir. P. somniferum alkaloid ekstresi giiglii bir antioksidan etki gosterdiginden
dolay1 DPPH, ABTS ve FRAP yontemlerinide uygulamislardir. DPPH radikali i¢in 35.1
- 157.6 pg/mL ve ABTS+ radikal suptrtict igin 138.5 - 306.3 ug/mL arasinda degisen
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ICso degerleri rapor edilmistir. Hashas bitkisinin ¢igek 6ziitii kismi, en yiksek antioksidan
ozellikleri sergilemis ve bu siray1 tohum ve kapsiil (tohumsuz) kisimlari takip etmistir.
En yiksek fenolik madde miktar1 yaprak ve gigeklerde, sirasiyla 2.0 g ve 1.9 g CAE/100
g FW bitki materyalinde tespit edilmistir. Flavonoidler 0.03 g ile 0.34 g QE/100 g FW
arasinda degismektedir. Yapraklar en yiikksek miktarda toplam flavonoid
icermektedir(0.34 g QE/100 g FW).

Gevenkiris (2006) Tiirk menseli hashas tohumlarinda toplam fenolik madde
miktarini 3.05 - 4.44 mg GAE (gallik asit esdegeri)/g olarak bildirmistir; Ishtiaque ve ark.
(2013) ticari hashas tohumlarindaki toplam fenolik ve flavonoid igerigini sirasiyla 193.7
ve 67.6 mg QE/g olarak bildirmistir. Fenol hidroksil gruplar1 nedeniyle fenolikler,
antisiyaniirler ve flavonoidler yiliksek antioksidan aktiviteler sergiledigini ifade
etmislerdir. Ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri ile karsilik gelen DPPH,
ABTS ve FRAP aktiviteleri arasindaki korelasyon, fenollerin ve flavonoidlerin
antioksidan etkilerden sorumlu ana bilesenler oldugunu ¢ikariminda bulunmuslardir.
Ayrica hashas Oziitleri yliksek oranda antioksidatif alkaloid icermektedir ve alkaloid
0zt gliglii antioksidan etki sergiledigi ¢ikariminda bulunmuslardir. Alkaloid ekstresi
calisilan insan tiimor hiicre hatlarina karsi aktif oldugunu gézlemlemislerdir. Metanol
ekstresi, ¢alisilan kanser hiicre hatlarinin ¢coguna kars1 belirgin bir sitotoksisite sergiledigi
cikariminda bulunmuslardir. Ayrica, morfin tiimdr biiylimesinin bir diizenleyicisi olarak
tartisilmasi gerektigi sonucuna varmiglardir.

Inan ve ark. (2016) tarafindan yapilan incelemede, hashas bitkilerinin tohum ve
kapsiil verimi agisindan yerel g¢esidin yan1 sira TMO3, Afyon95 ve Ofis3 ¢esitleri ele
alimmustir ve bu ¢esitlerin morfin degerlerinin yiiksek oldugundan dolay1 kis i¢in hashas
ekimlerine uygun oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 zamanda deneyler sonucunda tzerinde
calistigt haghas cesitlerinin Denizli ilinde ekiminin yapilabilecegi belirtmistir.
Calismasinda kullandigi hashas cesitlerinde yer alan kapsiillerde morfin degerleri
kullanilan genotiplere, iklim kosullarmna ve Kkiiltiirel siireclere bagli olarak
degisebilecegini belirtmislerdir.

Todorova ve ark. (2014) tarafindan Papaver rhoeas (misir hashasi) ekstraktinin
DPPH antioksidan yonteminde en yiikksek antioksidan aktivite g0osterdigini
kesfetmislerdir. Papaver rhoeas bitkisinin antimutajenik 6zellikleri bulundugunu ayni

zamanda gida katki maddesi olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir.
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Abudak (2014) tarafindan yapilan incelemelerde hashas yagi ve morfin kalitesinin
degiskenlik gdsteren bir ¢esidin olmadigini, yag ve morfin oranlarinin ise ters orantilt
degiskenlikler gosterdiginin ¢ikariminda bulunmustur.

Saeed-Abadi (2012) yaptigi g¢alismada, Papaver rhoeas ekstraktinin fareler
tizerinde gerceklestirdigi deneyde akut fazini, opioiderjik glutamaterjik ve nitrir
mekanizmalarini inhibe edebilecegini kesfetmistir.

Hasplova ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Papaver rhoeas
ciceginin ekstrakti incelendiginde DPPH radikal giderme yonteminde %85 temizleyici
ozellik gosterdigini bulmustur. Ayrica insan lenfoblastoid hiicre hattinda bulunan TK6
hlcrelerinde gucli sitotoksik ve genotoksik etkileri oldugunu ifade etmisler. Etkili doz
aliminda yarar ve zarar arasindaki dengesinin iyi hesaplanmasi konusunda da uyarilarda
bulunmuslardir.

Kadioglu (2011) tarafindan yaptigi ¢calismasinda, elle ekim gergeklestirildiginde
tohumlarda renk karisiminda, gimlenirken ve olgunluga erisirken ¢esitlilik oldugunu
vurgulamistir. Farkli renklerde ekilen tohumlarin ayni tarlada degisik zamanlarda
olgunlagtigi1 gozlemlemis. Ekimde makinali ve tek renkten olusan tohumlar
kullanildiginda ¢imlenme ve olgunlagmay: arttirdigi; ayni zamanda makineli tarimin
kullanilmastyla is¢ilik tasarrufuna ve maliyetlerin disiiriilmesine neden oldugu
¢ikariminda bulunmustur. Ciftciler i¢in verimi arttirmak i¢in haghas tohumu alaninda
uzmanlagmis modern bir yaghanenin kurulmasi gerektigi tavsiyelerinde bulunmustur.

Ozcan ve Atalay (2006) calismasinda Afyonkarahisar kosullarinda hashas
cesitlerinin tohum agirligi 0.29-0.42 g, nem %3.39-4.76, ham protein %11.94-13.58, ham
kil %4.92-6.25, ham lif %22.63-30.08, HCI-¢6ziinmeyen kil %0.72-1.68, ham enerji
6367-6740 kcal/g ve ham yag icerigi %32.43-45.52 arasinda degiskenlik gosterdigini ve
temel yag asitleri olarak stearik, palmitik, oleik, linoleik ve linolenik yag asitlerinin yer
aldigin1 vurgulamiglardir.

Isler ve ark. (2005) calismalarinda hashas ekimleri gergeklestirilen arazilerde
kapstil verimleri iizerine calismislardir. Ulkemizde yillik ortalama hasat oranlar dikkate
alindigimda dekara tahmini 50-60 kg kapsiil iiretildigi tespit etmislerdir. Ancak modern
tarim teknikleri uygulandiginda ve sulama yontemleri ile desteklendiginde bir dekar
alandan 150 kg civarinda kapsiil elde edilebilecegi sonucuna varmiglardir.

Pourmotabbed ve ark. (2004) yaptiklar fareler {izerindeki ¢alismada, Papaver
rhoease ekstraktinda morfine bagli olarak farelerde yoksunluk sendromunu

tyilestirebilecegi ¢ikariminda bulunmuslardir.
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Sarthan (2004) yaptigi ¢alismada hashas bitkisinin verimi ve bazi1 6zelliklerine
gore gibberellik asidin farkli doz ve uygulama zamanlarini etkisini ele almistir. Yaptig
incelemelerde su verileri elde etmistir: Morfin oranlar1 % 0.388-0.963 degerleri arasinda
degiskenlik gosterdigini vurgulamustir. Dekara kapsul verimi; 54.250-150.525 kg/da
arasinda, dekara tohum verimi ise 52.200-164.450 kg/da arasinda oldugunu belirtmistir.

Kaya ve Lockwood (1999) tarafindan tag yaprak renkleri farkli, bes farkli Papaver
somniferum tohumlarindan doku Kkiiltiirleri alinarak alkaloid sentezi {izerine
calismiglardir. Sonug olarak dragendorff belirtecinden yararlanarak alkaloidlerin mevcut
oldugunu leke testi ile kesfetmisglerdir.

Atakisi (1991) tarafindan hashas hasadi gergeklestirme metotlarini ele almistir.
Hashas hasat edildiginde triinlerin temiz bezle ya da temiz zeminde ezilerek tohumlarin
toplandin1 ardindan kalan tohumlarin dis kisminda bulunan kabuk kisimlarinin halk
arasindaki tabir olan kalbur ile elenerek temizlenebilecegini ifade etmistir. Bu islemler
karsilikli doner valsli harman makinalarinda da kapsiilleri kiran ve tohumlar1 ayiran
aletlerle de gerceklestigini belirtmistir.

Garnock ve Scholes (1990) tarafindan Yeni Zellanda’da yetistirilen Papaver
somniferum subsp. setigerum ve subps. somniferum bitkileri tirlerinin allokoidlerini
incelemisglerdir. Yaptiklar1 ¢alismada HPLC ile analiz metodundan yararlanarak biitiin
bitki tirindede kodein, morfin, narkotin ve tebain oldugunu bulmuslardir. Ancak
Papaver somniferum subsp. setigerum tlriinde kodein orani daha fazla oldugunu, subsp.
somniferum tirinde ise az bir miktar bulundugunu degerlendirmislerdir. Kendiliginden
yetisen subsp. setigerum’ da ise alkaloid miktarnin fazla oldugunu digerlerinde ise daha

az oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Kullamlan bitkisel materyal

Calisma icin kullanilan hashas (Papaver somniferum L.) bitkisi Usak Universitesi
Ziraat Fakultesi Tarla Bitkileri Boliminden Prof. Dr. Erciment Osman SARIHAN

tarafindan temin edilmis ve sistematik kimliklendirilmesi yapilmistir.

Sekil 3.1. Hashag bitkisi ve kisimlar1

3.1.2 Kullanilan kimyasal maddeler

Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin antioksidan madde etkilerini
belirlemek icin gerceklestirilen bu yiiksek lisans tez ¢aligmalarinda kullanilan kimyasal
maddeler ile arag-gereclerin tedariki Mus Alparslan Universitesi Bilimsel Arastirmalar-
Yaymlar ve Projeler Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan BAP- 22-SBF-4902-01
nolu projeyle desteklenmistir. Calismada antioksidan aktivite tayini icin 2,2-azino-bis-3-
etilbenzo-tiyozin-6-siilfonik asit (ABTS) katyon radikal giderme aktivitesi, 1,1-difenil-2-
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pikril-hidrazil (DPPH) serbest radikal giderme aktivitesi, Fe*3-Fe*2 indirgeme kapasitesi
(FRAP) ve kuprik iyonlar1 indirgeme kapasitesi (CUPRAC) metotlar1 yapilmistir. Ayrica
asetilkolin esteraz enzimi tizerine bu bitkinin ekstreleri incelenmistir. Bu ¢alismalarda
BHT (butillenmis hidroksi toluen), askorbik asit, a-tokoferol, neokuprin (2,9-Dimethyl-
1,10-phenanthroline), tris-HCI, asetilkolin esteraz enzimi, asetilkolin iyodur (ACHI),
DTNB kimyasallar1 kullanilmistir. Cozelti hazirlarken CuClz, KsFe(CN)s, FeCls, TCA
(triklor asetik asit), potasyum persulfat, tris-HCI, potasyum fosfat kimyasal maddeler ile
etanol ve saf su ¢oziculeri de kullanilmistir. Bu kullanilan maddeler Sigma Aldrich ve
Merck firmalarindan satin alinmistir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yOntemi ile de fenolik bilesik
analizleri gerceklestirilmistir. Standart olarak kullanilan fenolik bilesikler ve kimyasallar
Merkezi laboratuvar biimyesinde dnceden temin edilmis ve HPLC cihazi kiitiiphanesine

kaydedilmistir.

3.1.3 Yararlanilan alet ve cihazlar

» Arastirma i¢in numunelerimiz Scaltec SBA 41 marka analitik hassas terazi ile
tartilmistir.

» Enzimin muhafazasi i¢in ve hazirlamis oldugumuz numuneler Arcelik marka
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

» Hazirlanan bitki ekstrelerinden numunelerin pipetlenmesinde tekli otomatik
mikropipetler: Brand (0-100 pL,100-1000 pL) Eppendorf Research® plus(100-1000 pL)
ve ¢oklu otomatik mikropipetler: Brand Transferpette® S 8 Cok Kanalli Dijital Pipet(20-
200 pL) markali mikropipetler kullanilmistir.

» Hazirlamis  oldugumuz  ekstrelerden  aldigimiz  numunelerin  ¢dziiciilerini
uzaklastirmak i¢in Heidolph Hei VAP Advantage Rotary 94200, Bioblock Scientific
marka ve model evaporator kullanilmustir.

» HPLC cihazi: Agilent Technologies 1260 Infinity Il markadan fenolik bilesik analizi
yapilmistir.

> Inkibator: Elektro-Mag (0-300 °C) marka cihaz kullanilmustir.

» Bitki materyalinin kisimlarin1 parcalamak i¢in laboratuvar blender: olarak
Conair™ Waring™  Laboratory Blenders: Two Speeds, Commercial marka
kullanilmastir.

» Hazirlamis oldugumuz bitki ekstreleri igin liyofilizator olarak Heidolph Scientific

marka kullanilmistir.
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» Hazirlamis oldugumuz ¢ozeltiler igin magnetik karistirict Glassco Heat&Stir,
HeidolpH MR Hei-Tec Stuart Scientific marka kullanilmistir.

» Hazirlamis oldugumuz tampon ¢ozeltilerde pH’1n1 belirlemek i¢in pH metre olarak
Thermo Scientific ELITEPH Pocket Type pH Meter (Elite) (1.0 - 15.0 pH) marka
kullanilmistir.

» Hazirlamis oldugumuz numunelerin analizi i¢in spektrofotometre olarak c¢oklu
numune icin Thermo Scientific, Multiskan Go ve tekli numune i¢in Shimadzu, UV-1800
markalarindan spektrofotometreler kullanilmistir.

» Spektrofotometre kiiveti olarak Quartz kivetler kullanilmistir.

» Enzim calismasinda karistirmak igin vorteks olarak Four E's Scientific Vortex Mixer
marka kullanilmistir.

» Distile su cihazi olarak Liston A 1210 (Rusya) markadan yararlanilmistir.
3.1.4 Kullamilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.4.1 DPPH metodu i¢in kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi

1. DPPH ¢ozeltisi (1 mM) hazirlamak icin, bir erlen veya behere 39 mg DPPH (zerine
100 mL etanol eklendi, etrafi ve agiz kismi1 aliiminyum folyo ile kapatilarak 12 saat

magnetik karistirict ile karistirildi. Bu sekilde DPPH serbest radikali ¢ozeltisi elde edildi.

3.1.4.2 CUPRAC metodu igin kullamlan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1. CuCl cozeltisi (0.01 M ) elde etmek igin, 170.45 mg CuCl; tartilip bir erlene
aktarilarak 100 ml saf suda ¢ozulda.

2. Neokuprin (7.5 mM) ¢ozeltisi elde etmek i¢in; 156 mg neokuprin katt maddesi tartilip
bir erlende 100 ml etanol eklenerek ¢ozuldu.

3. Asetat tampon cozeltisi (1 M) elde etmek igin; 27.2 g KH2PO4 katt maddesi tartilip bir
erlene alinarak 200 mL destile su ilave edilerek ¢ozuldi. HCI kullanilarak pH metre ile

cozeltinin pH:6.0” ya ayarlandu.

3.1.4.3 ABTS metodu i¢in kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1. Fosfat tampon c¢ozeltisi (0.1 M, pH:6.6) elde etmek icin, 13.6 g KH2PO4 kimyasal
maddesi tartilip bir beher igerisine aktarilip Uizerine 100 mL saf su ilave edilerek pH metre

ile pH:6.6 ya ayarlandu.
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2. Potasyum persulfat ¢ozeltisi (2.45 mM) elde etmek icin; 66.25 mg K>OgS; (potasyum
persilfat) 0.1 M fosfat tamponunda (pH= 7.40) tamamen ¢Ozuntnceye kadar manyetik
karistirict ile karistirildi ve hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak ¢dzelti hazirlandi.
3. ABTS cozeltisi (2 mM) elde etmek icin; 110 mg ABTS kat1 maddesi hassas terazide
tartildiktan sonra erlene aktarilip {izerine 100 mL destile saf su eklendi, oda sicakliginda
manyetik karistiricida karistirilarak ¢ézelti hazirlandi.

4. Potasyum persulfat ¢ozeltisi ve ABTS ¢6zeltisinden 100’er mL alinarak manyetik
kanstiricida karistirildi. Olusan ¢ozelti hi¢ 151k almayacak sekilde aliiminyum folyo

kapatildiktan sonra 6 saat oda sicakliginda bekletildi.

3.1.4.4 FRAP metodu icin kullamilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

1. Fosfat tamponu (0.2 M) elde etmek icin; 13.6 g KH2PO4 katt maddesi hassas terazide
tartildiktan sonra erlene aktarilip tizerine 500 mL destile saf su ilave edildi. Erlen Uzerine
etiketlendirme yapildi. Coziinme homojen olmasi igin erlen manyetik karistiriciya konur
ve igerisine magnetik karigtirict miknatisi ilave edilerek oda sartlarinda manyetik
karistiricida karistirildi. HCI ¢6zeltisinden yararlanilarak pH’s1 6.4’e ayarlandi.

2. KsFe(CN)s cozeltisi (%1) elde etmek icin; 2.5 g kati KsFe(CN)s maddesi hassas
terazide tartilarak erlen icerisine konularak 250 mL destile saf su ilave edildi. Erlen
izerine etiketlendirme yapildi. C6ziinme homojen olmasi i¢in erlen manyetik karistiriciya
konur ve igerisine magnetik karistirict miknatisi ilave edilerek oda sartlarinda manyetik
karistiricida karistirildi.

3. TCA cozeltisi (%10) elde etmek igin; 20 g TCA kati maddesi hassas terazide
tartildiktan sonra erlen igerisine 200 mL destile saf su ilave edildi. Erlen zerine
etiketlendirme yapildi. C6zlnme homojen olmasi i¢in erlen manyetik karistirictya konur
ve igerisine magnetik karigtirict miknatist ilave edilerek oda sartlarinda manyetik
karistiricida karistirildi.

4. FeCl3 gozeltisi (% 0.1) elde etmek i¢in; 166 g FeCls-6H.0 kati maddesi hassas terazide
tartildiktan sonra 100 mL destile saf suda ilave edilir. Erlen (izerine etiketlendirme yapildi
Coziinme homojen olmasi i¢in erlen manyetik karigtiriciya konur ve igerisine magnetik

karistirict miknatisi ilave edilerek oda sartlarinda manyetik karistiricida karistirildi.
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3.1.4.5 Asetilkolinesteraz enzimi aktivite dl¢ciimlerinde kullamlan ¢ozeltilerin

hazirlanmasi

1. Tris-HCI tamponu (1 M, pH: 8.0) elde etmek icin; hassas terazide 12.1 g Tris
tartildiktan sonra 80 mL destile su ilave edilerek ¢oézildi. 0.1 M HCI cozeltisinden
yararlanilarak pH:8.0 olarak ayarlandi ve son hacim saf su ile 100 mL ye tamamlandi.
2. Asetilkolin Iyodat c¢ozeltisi (10 mM) elde etmek icin; hassas terazide 0.136 g
Asetilkolin iyodat 50 mL destile saf suda ¢ozuldu.

3. DTNB (Ellman's Reagent) (5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi (10 mM) elde
edilmesi i¢in; hassas terazide 0.01 g DTNB ve 0.5 g sodyum nitrat, 50 mL destile saf suda

cozalda.
3.2 Yontem

3.2.1 Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan hashas (Papaver somniferum L.) bitkisi gilines 1sinlarina
direkt maruz birakilmadan, oda sartlarinda kok, sap, yaprak ve kapsiil seklinde dort kisim
halinde ayr1 ayr1 kurutulmustur. Haghas (Papaver somniferum L.) bitkisinin kisimlari
laboratuvar blender pargalayicisi ile pargalanarak toz haline getirilmistir. Hashas
(Papaver somniferum L.) bitkisinin etanol ekstresi Cizelge 3.1. de verilen miktarlarda

gr/mL olarak hazirlanmigtir.

Cizelge 3.1. Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan bitki agirliklar: ve etanol miktarlari

Hashas Bitkisinin Kisimlari Miktar (gr) Etanol miktari(mL)
Kok 15.05 150.5
Sap 10.35 103.5
Yaprak 11.48 114.8
Kapstl 15.00 150

Yukaridaki ¢izelgede hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin kisimlar1 toz
haline geldikten sonra analitik hassas terazide tartilarak beherlere eklenmislerdir.
Beherlere belirtilen miktarda etanol (1/10: w/v) eklenerek manyetik karistiric ile ayri
ayr karistirllmis ve 30 dk. bekletilmistir. Karigimlar daha sonra balon jojeye stizgeg
kagidi yardimiyla siiziilmis ve sizintiler bir evaporatorde 82°C’de etanol
uzaklastirilmistir. Haghas (Papaver somniferum L.) bitkisinin kalintilarindan olan kdk

kismina 24.7 mL etanol, sap kismina 33 mL etanol, yaprak kismima 12.3 mL etanol ve
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kapsil kismina ise 15 mL etanol eklenerek konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde bitki

ekstresi hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. Bitki ekstrelerinin evaporatorden gectikten sonraki net agirliklar

Evaporatérden
Hashas bitkisinin Balon joje bos gectikten sonraki Net agirhik
o Net agirhk(g)
kistmlar: agirhk(g) balon jojenin (mg)
agirhgi (g)

Kok 125.297 125.544 0.247 247
Sap 180.932 181.262 0.330 330
Yaprak 143.686 143.809 0.123 123
Kapsiil 157.008 157.167 0.159 159

Sekil 3. 2.Bitki numuneleri i¢in etanol ekstresi hazirlama asamalar:



23

3.2.2 Bitki numunelerinin antioksidan aktivite tayinleri
Antioksidan tayin yontemlerinde kullanilmasi i¢in konsantrasyonlart 10 mg/mL
olacak bitki ekstraktlar1 hazirlandi. Hazirlamis oldugumuz ekstraktlar standart olarak

kullanilan BHT, askorbik asit ve a-tokoferol ile antioksidan aktiviteleri kiyas edildi.

3.2.2.1 DPPH serbest radikali giderme aktivitesi tayini

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikalinden yararlanilarak, dogal
veya sentetik maddelerin radikal suptruct (giderici) aktivitelerini 6l¢gmede kullanilan en
yaygin yontemlerden birisidir. Blois yonteminin (Blois, 1958) gelistirilmis versiyonunda
DPPH serbest radikal temizleme aktivitesinde yararlanilmistir (Bursal ve ark., 2021).
DPPH radikali, 517 nm'de absorbe edebilen ve antioksidan bilesiklerle reaksiyona girerek
radikal olmayan DPPH-H haline gelebilen, organik yapiya sahip mor bir maddedir.
DPPH-H 517 nm'de absorbans iiretmediginden, absorbanstaki azalmaya gore serbest
radikal temizleme aktivitesi ve antioksidan aktivite hesaplanmaktadir. Bu metodun
esasinda DPPH radikalinin potansiyel antioksidan 6zelliklere sahip maddelerin veya bitki
ekstraktlarinin reaksiyona girmesine izin verilir. Reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan sar1 renk,
DPPH radikallerini sar1 difenil pikril hidrazine indirgeyen antioksidanlardan
kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismanin sonucunda 517 nm'de absorbans degerindeki azalma
reaksiyondan kalan DPPH (radikal) soliisyonu miktarini vermektedir ve bu deger serbest
radikal slipirme aktivitesi olarak adlandiriimaktadir (Bursal ve ark., 2021).

Hashas bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsiil olmak iizere 4 kisimdan elde edilen
ekstrelerin antioksidan aktivite tayinibu yontemin giincellenmis haline goére yapildi.
Oncelikli olarak bu yontemde 39 mg DPPH maddesi 100 mL etanolde ¢oziilerek ve 12
saat magnetik karistiricida karistirilarak 2 mM  DPPH  serbest radikal c¢ozeltisi
olusturuldu. DPPH serbest radikal ¢ozeltisinden 300 uL DPPH ¢o6zeltisi otomatik pipetler
araciligi ile alinarak deney tiiplerine konuldu. Daha sonra 1700 pL de etanol pipetlenerek
DPPH serbest radikali kontrol ¢6zeltisi hazirlandi. 517 nm’deki absorbans 1.50+0.25
olacak sekilde etanol ile ayarlama yapildi. Stok yani numunelerden olusturdugumuz
ekstrelerin ve standart olarak kullanilan antioksidanlarin (BHT, askorbik asit ve a-
tokoferol) farkli konsantrasyonlarda (10-50 pg/mL) numuneleri deney tiplerine ilave
edilerek toplam hacimleri 2 mL olacak sekilde etanol eklenerek numune c¢ozeltileri
hazirlandi. Etanolik DPPH ¢0zeltisinden 1 mL alinarak her bir numuneye eklendi ve 30
dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede 517 nm’de

absorbanslar Olcllerek kaydedildi. Elde edilen absorbans sonuglar1 kullanilarak yiizde
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DPPH serbest radikali giderme aktivitesi ve 1Cso degerleri hesaplanarak grafige
dontstiiriildii. Absorbansta olusan diisiis giderilmis olan DPPH radikali miktarini

gOstermektedir.

3.2.2.2 CUPRAC metoduna gore indirgeme kapasitesi tayini

Hashas bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlarinin etanol ekstraktlarinin
kuprik iyonu (Cu*?) indirgeme kapasitesi tayini Apak ve arkadaslar1 (2006) taraflarindan
gelistirildigi kuprak yontemine degisik bir versiyonuna gore gergeklestirilmistir. Deneyde
kullanilan deney tiplerine otomatik pipetleme kullanilarak 0.01 M’ lik CuCl
cozeltisinden 0.25 mL aktarildi. Daha sonra etanolde ¢6zlinen 7.5 mM’ lik neokuprin ve
1 M’lik amonyum asetat tamponundan 0.25 mL eklendi. Deney tlpleri calkalandiktan
sonra farkli konsantrasyonlarda (10-50 pg/mL) bitki ekstraktlar1 veya standartlar ilave
edildi. En son hacimler destile saf suyla 1 mL’ye tamamlandi. Yarim saat sonra bir
inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbanslari sistematik olarak olgiiliip kayit edildi.

Tepkimenin artan absorbansi kuprik iyonlarinin indirme kapasitesini ifade etmektedir.

3.2.2.3 FRAP ybdntemine gdre indirgeme kapasite tayini

Oyaizu (1986) metodunun gelistirilmis bir versiyonuna gore hashas bitkisinin
kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlarma su ve etanol ekstreleri ferrik iyonlarini (Fe®")
indirgeme kuvveti yontemine gore gergeklestirildi. Stok ¢Ozeltilerinin  degisik
derisimlerini iceren numuneler deney tiiplerine otomatik pipetleme yardimiyla eklendi ve
destile saf su ile hacimler 2 mL’ye tamamlandi. Deney tiplerine 500 pL fosfat
tamponundan (0.2 M; pH:6.4) ve 500 pL potasyum ferrisiyaniir (%1°lik) ilave edildikten
sonra etlivde 50°C* de 20 dakika inkibe edildi. Inkiibasyon islemi ardindan tepkime
cozeltisi deney tlplerine 500 pL %10’luk triklorasetik asit (TCA) eklendi. Olusan
cozeltiden 1.5 mL alinip 375 mL destile edilmis su ve 125 pL FeClz (%0.1°1ik) ¢ozeltileri
eklendikten sonra spektrofotometrede 700 nm’de absorbans degerleri sistematik olarak
Olgilup kayit edildi.

Kullandigimiz yontemde, hazirlamis oldugumuz ¢ozeltilerin renklerinin ortamda
bulunan ve antioksidan Ozellik gosterdigi maddelerin indirgeme kabiliyetlerinin
olmasindan dolayr kompleks hale geldiklerinde ¢ozeltilerin yesil renklerinin tonlari

ortaya ¢ikmast ve spektrofotometrede kaydedilen absorbanslarina uzanmaktadir.
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3.2.2.4 ABTS katyon radikali giderme aktivitesi tayini

ABTS metodu yaygin olarak kullanilan radikal giderme yontemlerinden birisidir.
ABTS" radikali giderme aktivitesi, bitki ekstrelerinin ya da saf maddelerinin yapilarinda
bulunan katyonlar1 gidermede kullanilan bir tahlil metodudur (Bursal, 2009).

Hashas bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlarmin etanol ekstraktlarinin
ABTSradikal temizleme aktivitesi, Aras ve arkadaglarinin gercgeklestirmis olduklari
calismaya gore belirlendi (Aras ve ark., 2017). ABTS katyon radikali 734 nm'de
absorbans veren renkli organik bir maddedir. Antioksidanlarla reaksiyona girdikten sonra
ABTS radikalielektron transferi yoluyla radikal olmayan ABTS'ye doniistiiriiliir.
Spektrofotometrede 734 nm’deki absorbansta azalma, antioksidan aktiviteyi gosterir.

Bu metot gergeklestirilirken oncelikle ABTS maddesinin ABTS* radikal formuna
doniligsmesini saglamaktir. Bu yiizden ¢alismada 0.1 M K2S>Og (perstlfat) ve 2 mM ABTS
karisimlart karistirlldi. Karigtirilan ¢6zelti karanlikta oda sicakliginda on iki saat
magnetik karistirici ile karistirildi. Hazirlanan ABTS™ ¢ozeltisinin kontrol numunesinin
spektrofotometrede 734 nm’de absorbansi 1.00+0.20 degeri olacak sekilde ayarlandi.
Edinilen sonuglarin ortalamasi kontrol absorbansi olarak kullanildi. Deney tuplerine
ABTS ¢0zeltisi ile 10-50 pL arasinda bitki ekstreleri eklenerek deney tiipleri hazirlandi.
Numuneler normal oda sartlarinda, giines 15181 almayan bir ortamda 30 dakika
bekletildikten sonra absorbanslar1 734 nm de 6l¢uldi. Absorbans degerlerindeki azalma

miktar1 ortamdan giderilmis ABTS" radikal miktarini verir.

3.2.2.5 Asetilkolinesteraz enzimi aktivite yontemi

Asetilkolinesteraz enzimi asetilkolinin hidrolizini katalizleyerek asetilkolinin
tiyokolin ve asetata doniigmesini saglayan bir enzim olarak bilinmektedir. inhibisyon
caligmalarinda kullanilan DTNB ise tiyokolin ile reaksiyonu sonucunda 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit meydana gelmektedir. 412 nm’de olusan sar1 renkli bilesigin renk
siddeti 6l¢iilmustiir (Ellman ve ark., 1961). Yaptigimiz ¢alismada 1 M Tris-HCI tampon
cOzeltisinden 20 pL alinarak deney tiipiine aktarilir. Uzerine 200 pL destile saf su
derisimleri farkli bitki ekstrelerini 10-50 pL arasinda eklenip 10 mM DNTB c¢ozeltisiile
enzim cozeltileri eklenerek hafifce calkalanir. Inkiibasyon igin etliv 30°C ayarlanir ve 5
dk. etiivde inkiibe edilir. Daha sonra tizerine 10 mM’lik asetilkolin iyodur ¢ozeltilerinden
10 uL eklenerek spektrofotometrede 421 nm’de absorbans degerleri 6lgllur ve kaydedilir.
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3.2.2.6 HPLC ile fenolik bilesiklerin icerik analiz yontemi

Yiiksek performansli sivi kromotografisinin (HPLC) ¢alisma prensibi hazirlanan
cozeltilerde bulunan ¢6ziinen maddenin uygun cozelti icerisinde ¢cdziinmesi ve ylksek
basing altinda yogun bir sekilde kolon kismindan gegirilmesi temeline dayanmaktadir
(Bingdl ve ark., 2018). HPLC cihaz1 kullanilarak, ¢alisma i¢in hazirladigimiz bitki
ekstrelerinde bulunan fenolik bilesiklerin tespiti ¢aligsmalar1 yapilmistir. Bu metotta
uygulanacak olan parametre standartlar1 olarak Cozlict gradientleri, ¢ozlcu tirleri, akis
hiz1, sicaklik, kolon sartlar1 ayarlanmistir. Hashas bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsil
kisimlarinin etanol ekstrelerinden HPLC metoduna gére numuneler cihaza yiiklenmistir.
Asagidaki cizelgede yer alan parametreler cihazda ¢aligiimistir.

HPLC cihazinda bulunan mobil faz olarak Solvent A %1’lik asetik asit ve Solvent
B %100 asetonitril ¢oziculerinden olusmaktadir. HPLC metodu uygulanirken cihaz agilir
ve bu iki ¢oziicii sisteme takilir. Tlk basta gazlarin pompadan gikmasi saglanir. Daha sonra
sisteme A solventi ve B solventi giris yapmasi saglanarak sistemin dengelenmeye
ulagmasi saglanir. Kolonlarin dengelenme islemi dogru yani diiz kromatogram (baseline)
halini alana kadar surmektedir.

Ayn1 zamanda bir yandan da kolonlara yiklemek igin numune ¢ozeltileri
haziranir. Numune hazirlanirken %1 asetik asit ve asetonitril (9:1) iceren 10 mL ¢6ziicl
karisimi hazirlandi ve bu karistm 10 mL metanol ile karistirilarak ekstrelerin
hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziicli hazirlandi. Haghas bitkisinin kapsiil, yaprak sap ve
kok kisimlarinda 10 mg numuneler alinmistir. Bu ekstreler bu 1 mL ekstre ¢6ziclsunde
¢0Ozlndr ve enjektérden numune alinarak filtreden stizullir yani viale numune aktarilmis
olur. Numuneler otosamplere konur ve cihaz yiiriitiiliir. HPLC cihaziyla yapilan bu analiz
Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlar1 Uygulama ve Arastirma

Merkezinde gerceklesmistir.
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Cizelge 3.3. HPLC analizleri igin kullanilan deneysel kosullar

HPLC kosullar: Gradient elusyonu

Model ﬁgilent Technologies 1260 Infinity zaman(dK) A(%) B(%)

Kolon ACE 5 C18 (250x4.6 mm id) 0 90 10

Kolon firnt G7130A 25 60 40

Dedektor 1260 DAD WR 39 40 60

Pompa 1260 Quat Pump VL 50 10 90

Mobil faz A: %1 Asetik asit 55 90 10
B: Asetonitril

Dalga boylari 272, 280 ve 310 nm

Otosampler 1260 Vialsampler

Akis hizi 1 ml/min

Kolon sicakligi 28°C

Enjeksiyon miktar1 20 ml

3.2.2.7 Molekuler doking ve in silico analizler

Bilgisayar tabanl teknoloji ile birlikte biyoinformatik yaklasimlari icerisine alan
in silico analizler proteinler ile molekiller arasi etkilesimin belirlenmesine olanak
saglanmaktadir (Demirel, 2021) .

AChE hedef enziminin aktif bolgeleri ile bitkinin fenolik bilesiklerin arasindaki
molekdler etkilesimi incelemek i¢in Chimera ve AutoDock Vina hesaplama yazilimlar
kullanildi (Bursal ve ark., 2021). AChE enziminin (insan, PDB id: 4EY7) kimyasal yapisi

Protein Veri Bankasi internet sitesinden (https://www.rcsh.org/structure/4EY7)

indirilmistir.

AChE enziminin yapis1 Discovery Studio Visualizer programinda optimize edildi.
Optimize edilen enzim yapis1 pdb formatinda kaydedilerek Chimera yazilimina yiiklendi.
Bilesiklerin yapilari ChemAxon'un Marvin Sketch yazilimiyla c¢izildi. Yapilar pdb
formatinda kaydedildi ve Avogadro gorsellestirme uygulamasinda optimize edildi.
Optimize edilen yapilar pdb formatinda kaydedildi ve ligand olarak yiiklendi. Daha sonra
Chimera yazilimi baglatildi (Shapovalov ve Dunbrack, 2011). En iyi doking molekdler
etkilesim enerji degerleri ve baglanma etkilesimleri Discovery Studio Visualizer'da analiz
edildi.


https://www.rcsb.org/structure/4EY7

28

4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1 Bitki Numunelerinin Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Haghag (Papaver somniferum L.) bitkisinin kok, sap, yaprak ve kok kisimlar
laboratuvar blender yardimiyla 6giitiiliip toz haline geldikten sonra kok kismindan 10.05
gr, sap kismindan 10.35 gr yaprak kismindan 11.48 gr ve kapsiil kismindan 15.00 gr
tartilarak beherlere aktarildi ve etiketlendirme yapilarak iizerlerine kok kismina 100 mL
etanol, sap kismina 150 mL etanol, yaprak kismina 110 mL etanol, kapsiil kismina ise
100 mL etanol eklenerek manyetik karistirict ile 30 dk karistirilmis ve beklenilmistir.
Karigimlar daha sonra balon jojeye siizge¢ kagid1 yardimiyla siiziilmiis ve siiziintiiler yesil
renginin tonlarinda elde edildi. Daha sonra karisimlar evaporator yardimiyla 82°C
sicaklikta etanollerinden uzaklastirildi ve balon jojelerin agirliklari tartildi ve net
agirliklart hesaplandi. Kok kismindan 0.247 g, sap kismindan 0.330 g, yaprak kismindan
0.123 g ve kapsiil kismindan ise 0.159 g elde edildi. Boylece kok kismi % 1.64 verim,
sap kismi1 % 3.18 verim, yaprak kismi % 1.07 verim ve kapsiil kism1 ise % 1.06 verim
elde edildi. En yiiksek verimi sap kism1 vermistir. Balon jojeden bitki kalintilari kazinarak
kok kismindan 247 mg, sap kismindan 330 mg, yaprak kismindan 123 mg ve kapsil
kismindan 150 mg tartilarak konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde kok kismina 24.7
mL etanol, sap kismina 33 mL etanol, yaprak kismina 12.3 mL etanol ve kapsiil kismina
ise 15 mL etanol eklenerek bitki ekstreleri hazirlandi.

Sekil 4.1. Elde edilen bitki ekstreleri
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4.2. Bitki Numunelerinin Antioksidan Aktivite Tayinleri

Gida, ilag Uretim ve tip alanlarinda kullanilmakta olan bitkilerin ve saflagtirma
yontemleri ile ortaya ¢ikan bitki biyoaktif bilesenlerinin biyolojik aktivitelerini
belirlemek i¢in antioksidan tayin metotlar1 siklikla tercih edilip genis Kkitlelerce
kullanilmaktadir. Siklikla kullanilan tayin metotlar1 arasinda Total antioksidan aktivite
metodu, FRAP, CUPRAC, Demir selatlama kapasitesi, DPPH serbest radikali giderme
yontemi ve ABTS katyon radikali giderme yontemi gelmektedir (Bursal, 2009). Bu
calismamizda da hazirlamis oldugumuz ekstraktlardan antioksidan aktivite tayini
belirlemek i¢in farkli in vitro yontemler kullanildi. Bu kapsamda FRAP, CUPRAC,
DPPH, ABTS yontemleri kullanildi ve elde edinilen sonuglar BHT, askorbik asit ve a-
tokoferol gibi antioksidan aktivitesi bilinen standart antioksidanlarla stok c¢ozeltiler

hazirlanarak kiyas edildi.

4.1.1 ABTS yontemi sonuglari

ABTS yontemi, radikal giderme yontemleri icerisinde en fazla tercih edilen
yontemlerden biridir. Bitki ekstresi ya da saf maddelerin radikal siipiirmesi i¢in yaygin
olarak tercih edinilen ve uygulanan bir analiz yontemidir (Bursal, 2009). Absorbans
degerlerindeki azalma miktar1 ortamdan giderilmis ABTS" radikal miktarin1 vermektedir.

ABTS yonteminde ilk olarak ABTS radikalleri hazirlandi. Hazirlanan ABTS
radikal cozeltisinin spektrofotometrede 734 nm’de absorbansi alinmis ve kontrol
numunesinin absorbansit 1.0+0.2 degeri olacak sekilde ayarlandi. Mikroplate
kuyucuklarina hashasin kok, sap, yaprak ve kapsiil ekstrelerinden 10-50 pL arasinda
mikropipetler yardimiyla alind1 ve standart olarak kullanilacak antioksidanlarin (BHT,
askorbik asit ve a-tokoferol) uzerine 200 puL ABTS radikal ¢ozeltisi ve distile su
eklenerek son hacim 1000 pL’ ye tamamlandi. Inhiibe edildikten sonra numunelerin
absorbanslar1 spektrofotometre de 734 nm oOlgullerek absorbans degerleri kayit edildi.
Kayit edilen absorbans verilerinin Microsoft Excel programindan yararlanarak grafikleri
cizilerek ICso degerleri pg/mL cinsinden hesaplandi. Absorbans degisim grafigi Sekil
4.2°de verildi.
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ABTS Metodu
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Sekil 4.2. Hashas bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlarimin etanol ekstrelerinin farkl:
derisimlerinin (10-50 pg/mL) ABTS+ giderme aktivitelerinin gosterimi

ABTS+ giderme aktiviteleri grafigine gore; azalan absorbans miktar1 katyon
radikal giderme aktivitesini ve dolayisiyla antioksidan aktivitesini verir. ABTS™ aktivitesi
sonuglarina gore standart olarak kullanilan BHT, askorbik asit (C vitamini) ve a-tokoferol
(E vitamini) bitki ekstraktlarina gore daha guclu bir radikal giderme aktivitesi sergiledigi
goraldi. Sekil 4.2°ye gore en iyi etkiyi 50 pg/mL de BHT sergilerken, bunu sirasiyla
askorbik asit (C vitamini), hashas kapsiil, a-tokoferol (E vitamini), hashas yaprak, hashas
kok ve hashas sap ekstreleri izledi. Hashas bitkisinin kapsil kisiminin absorbans
degerlerinde ciddi bir azalma go6zlenirken yaprak kismimin ¢ok az bir miktar azalma
gosterdigi, KOk ve sap kisminin ise absorbans degerinde yani konsantrasyonunda artis
oldugu goriilmektedir. Yani hashag bitkisinin kapsul ekstraktinda yuksek miktarlarda
neredeyse standart antioksidanlar kadar ABTS" radikali giderme aktivitesi gosterdigi ve

1yi bir antioksidan 6zelliklerine sahip oldugu anlasilmaktadir.

4.1.2 DPPH yontemi sonuglari

DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) yontemine gore de hashas bitkisinin kok, sap,
yaprak ve kapsiil kisimlarindan edinilen ekstrelerin antioksidan potansiyelleri 6lguldu.
Serbest radikal olarak DPPH'in 0.1 mM' lik ¢6zeltisi kullanildi. Bunun i¢in 39 mg DPPH
100 mL etanolde bir giin boyunca etrafi aliminyum folyo ile kapatilarak manyetik
karistirict ile tamamen ¢6ziiniinceye kadar karistirildi. Bitki ekstrelerinden 10 mg/mL

konsantrasyonunda ¢dOzeltiler olarak hazirlandi. Deney tiiplerine ayr1 ayri
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olusturdugumuz ekstraktlarin farkli konsantrasyonlardaki (10-50 pg/mL) numuneleri ve
standart olarak kullanilan antioksidanlar (BHT, askorbik asit, a-tokoferol) ilave edilerek
herbirinin Gzerine DPPH ¢ozeltisinden 300 uL ilave edildi. Toplam hacimleri 2000 uL
olabilecek sekilde etanol eklendi. 30 dakika normal sartlarda karanlikta inkiibe edildikten
sonra mikroplate kuyucuklarina her bir numuneden 200 pL eklenerek UV-Vis
spektrofotometrede 517 nm’de absorbanslari dlciilerek kaydedildi. Kontrol grubu olarak
ise 1700 pL etanol cozeltisi pipetlenerek 300 uL DPPH ¢6zeltisi kullanildi. Kontrol
absorbansinin 1,500-2,000 arasinda olmasi i¢in etanol ile seyreltilme islemi yapilarak
DPPH radikali orani ayarlandi. Kayit ettigimiz absorbans verilerini Microsoft Excel
programindan yararlanarak grafikler ¢izildi. Absorbansta olusan diisiis serbest giderilmis

olan DPPH radikali miktarin1 gostermektedir.

DPPH Metodu
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Sekil 4.3. Hashas bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlariin etanol ekstrelerinin farkli
derisimlerinin (10-50 pg/mL) DPPHe giderme aktivitelerinin gosterimi

DPPH serbest radikal giderme grafiginde verilen sonuclara gére standart olarak
kullandigimiz (E vitamini), BHT, askorbik asitin (C vitamini) ekstraktlara gore daha
gucli bir DPPH radikal giderme aktivitesi sergiledigi goriildii. Sekil 4.3’e gore en iyi
etkiyi 50 pg/mL de a-tokoferol sergilerken, bunu sirasiyla BHT, askorbik asit, hashas
kapsiil, haghas sap, hashas yaprak ve hashas kok izledi. Bu ekstreler orta diizeyde DPPH
serbest radikalleri ortamdan gidermislerdir. Haghas bitkisinin kapsiil kisminda absorbans

degerlerinde azalma gozlenirken; Kok, sap ve yaprak kisimlarinin ise ¢ok az bir miktar
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azalma gosterdigi gorilmektedir. Bu durumda hashas bitkisinin kapsiil kisminin iyi bir

antioksidan 6zelliklerine sahip oldugu anlasilmaktadir.

4.1.3 FRAP yontemi sonuglari

FRAP indirgeme aktivitesi ¢alismalarinda 700 nm’de artan absorbans degerleri
yuksek antioksidan aktivitesini vermektedir. Bu yonteme gorehazirlanan numunelerin
spektrofotometrede dalga boyu 700 nm’de absorbanslar1 6lgllerek absorbans degerleri
kayit edildi. Bu absorbans verileri Microsoft Excel programindan kullanilarak grafikler

cizildi.
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Sekil 4.4. Haghas bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlari etanol ekstrelerinin farkli

derisimlerinin (10-50 pg/mL) ferrik iyonlarini indirgeme kuvveti tayini

FRAP indirgeme aktivitesi grafigine gore Standartlarin indirme aktivitesi hashas
bitkisinin kisimlarma gore ¢ok daha yuksek oldugu, absorbans degerlerinin daha fazla
yiikselmesinden anlagilmaktadir. Bu artma gugclii antioksidan etkisini gostermektedir.
BHT etkisi en fazla bulunan antioksidan olup daha sonra sirayla askorbik asit (C
vitamini), a-tokoferol (E vitamini), hashas kapsiil, hashas kok, hashas sap ve hashas
yaprak ekstreleri takip etmistir. Haghas bitkisinin farkli kisimlarinda konsantrasyon artisi
cok fazla gozlenmemistir. FRAP yontemine gore bu ektrelerin 6nemli bir oranda

antioksidan 6zelikleri tasimadigi veya ¢ok az bir miktar 6zellik tasidigini géstermektedir.
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4.1.4 CUPRAC yontemi sonuglar:

CUPRAC indirgeme aktivite ¢aligmalarinda 450 nm’de artan absorbans degerleri
gucli antioksidan aktivitesini  vermektedir. Deney tlplerine veya mikroplate
kuyucuklariin her birine ayr1 ayr1 bitki ekstraktlari ile standart maddelerin numuneleri
yontemdeki gibi eklendi. Cozeltilerin 30 dk. inkiibasyon isleminden sonra UV-Vis
spektrofotometrede dalga boyu 450 nm’de Olgiilerek absorbans degerleri kayit edildi.

Kayit edilen absorbans verilerini Microsoft Excel programindan yararlanarak grafikler

cizildi.
CUPRAC Metodu
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Sekil 4.5. Hashas bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlari etanol ekstrelerinin farkl

derisimlerinin (10-50 pg/mL) kuprik iyonlarini indirgeme kuvveti tayini

CUPRAC indirgeme aktivitesi grafigine gore Standartlarin indirme aktivitesi
hashas bitkisinin kisimlarina gore daha yiiksek ¢ikmustir. Standartlarin absorbans
degerleri artan konsantrasyon ile daha fazla artmistir. Bu artma antioksidan etkisini
gostermektedir. BHT etkisi en fazla olup daha sonra sirayla askorbik asit (C vitamini), a-
tokoferol (E vitamini), hashas kapsiil, hashas kok, hashas sap ve hashas yaprak ekstreleri
takip etmistir. Ancak hashas bitkisinin kapsiil kisminin absorbans degeri, a-tokoferol
absorbans degerine yakin oldugu goriilmektedir. Hashas bitkisinin kisimlarinda

kontastrasyon artigi ¢ok fazla gézlenmemis olup bu da CUPRAC yo6ntemine uygun
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antioksidan Ozelikleri gostermedigi veya ¢ok az bir miktar Ozellik tasidigim

belirtmektedir.

4.1.5 Asetilkolinesteraz enzimi aktivite yontemi sonuglari

Yapilan bu ¢alismada yontemde belirtildigi gibi mikroplate kuyucuklarinin her
birine reaktantlar ve bitki ekstre numuneleri eklendi. Absorbans 6l¢timleri her 1 dakikada
kayit edilecek sekilde 5 dakika boyunca takip edilerek spektrofotometrede dalga boyu
421 nm’de absorbans degerleri Olctlip kaydedildi. Absorbans verilerini Microsoft Excel
programindan yararlanarak Aktivite %- [numune konsantrasyonu (uM)] grafigi ¢izildi.
Elde edilen verilere gore bitki ekstraktlariin asetilkolinesteraz enzimini kaydadeger

olarak inhibe etmedigi hatta bir miktar aktivite ettiginden dolayr 1Cso degerleri

hesaplanamadi.
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Sekil 4.6. Hashas bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlarmin AChE inhibisyonu

Bu calismada AChE inhibisyon ylzdeleri 5 pg/mL - 25 pg/mL konsantrasyonlari
araliginda ol¢iilmistiir. AChE enziminin standart inhibitor( olan takrinle kiyaslandiginda
hashas bitkisinin sap kismu 20 pg/mL konsantrasyonunda en yiksek inhibisyonu
gosterdigi bulunmustur. Ancak, hashas bitkisinin diger kisimlar1 ise asetilkolinesteraz
enzimini inhibe etmedigi aksine aktive ettigi bulunmustur. Sonuglara gore hashas
bitkisinin kok sap, yaprak ve kapsiil kisimlarinin AChE aktive ettigi i¢in inhibitor
olmayip aktivatdr potansiyellerine sahip oldugu ¢ikmistir. Ancak bu sonuglarin farkli

aktivite yontemleri ve farkli konsantrasyonlar kullanilarak farkli deneysel kosullar ile
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desteklenmesi gerekmektedir. Sonug olarak haghas bitkisinin bu kurutulmus kisimlarinin

ACHhE iizerine etkisi net olarak belirlenememistir.

4.1.6 HPLC ile Fenolik Bilesik Tayinleri

Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin kok, sap, yaprak ve kapsil
kisimlarinin etanol ekstraktlariin organik bilesik tayinleri HPLC yontemi ile belirlendi.
Bunun igin on vyedi (17) standart bilesik kullanilarak bitki ekstrelerimizdeki
kromatogramlar karsilastirilmis ve icerikler kantitatif olarak belirlenmistir. Bitki
ekstrelerinin 272 nm, 280 nm ve 310 nm’deki ayr1 ayr1 6l¢cimleri incelenmistir.

Elde edilen sonuglara gore hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin kapsul

kisminin etanol ekstresinin organik bilesikleri Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hashas bitkisinin kapsiil kismi etanol ekstresinin HPLC yéntemiyle tespit edilen

organik bilesikleri

S.No Standart Bilesikler RT(dk) Area[mAU*s] Miktar(ug/mL)
1 Askorbik asit 3.82 1583 3.87£0.2
2 Gallik asit 541 ND ND

3 3,4-Dihidroksibenzoik 7.05 31.6 ND

asit

4 4-Hidroksibenzoik asit ~ 11.19 44.5 3.50£0.2
5 trans-p-kumarik asit 2217 362.2 1.8620.2
6 Mirisetin 2217 82.0 5.81+0.2
7 Absisik asit 24.00 34.73 8.6820.2
8 Quersetin 27.51 48.6 2.1020.2
9 Apigenin 31.16 17.3 1.47+0.1
10 Kaemferol 32557 24.0 6.38+0.2
11 Kurkumin 42.31 228 3.45+0.1
12 Katekol 12.99 49.6 2.89+0.2
13 Vanillin 16.81 28.3 ND

14 Kafeik asit 15.35 15.3 ND

15 Sinnamik asit 18.48 82.0 1.56+0.2
16 Rosmarinik asit 21.54 535.11 1.3440.2
17 Salisilik asit 24.63 64.46 ND

N.D.;Tespit edilemedi.
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Elde edilen sonuglara gore hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin kapsiil kisminin

etanol ekstresinin organik bilesiklerinin HPLC kramatogramlar1 Sekil 4.7°de verilmist
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Sekil 4.7. Haghas bitkisinin kapsiil kism1 etanol ekstresinin HPLC kromatogramlari

Cizelge 4.1 verileri ve Sekil 4.7°deki HPLC kromatogramlarindan goriildiigi gibi
hashas bitkisinin kapsiil kisminin etanol ekstresinde kullanilmis olan toplam 17 standart
bilesikten en fazla absisik asit bulundugu belirlenmistir. Hashas bitkisinin kapsiil
kisminin etanol ekstresinin HPLC kramatograminda ilk basta 272 nm’de askorbik asit (C
vitamini) sirasiyla 3,4-dihidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, trans-p-kumarik
asit, mirisetin, absisik asit, quersetin, apigenin, kaemferol, kurkumin, 280 nm’de katekol,
vanillin ve 310 nm’de ise kafeik asit, sinnamik asit, rosmarinik asit, salisilik asit

kromatogramlar1 gérilmektedir.
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Benzer sekilde elde edilen sonuglara gore hashas (Papaver somniferum L.)

bitkisinin yaprak kisminin etanol ekstresinin organik bilesikleri Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Hashas bitkisinin yaprak kismi etanol ekstresinin HPLC yontemiyle tespit edilen

organik bilesikleri

S.No  Standart Bilesikler RT(dk) Area [mAU*s] Miktar (pg/mL)
1 Askorbik asit 3.79 56.3 4.50+0.2
2 Gallik asit 5.30 89.1 ND

3 3,4-Dihidroksibenzoik asit 8.03 ND ND

4 4-Hidroksibenzoik asit 11.27 ND ND

5 trans-p-kumarik asit 16.63 13.0 1.03+0.1
6 Mirisetin 22.18 28.1 8.7620.2
7 Absisik asit 24.57 25.6 8.86+0.2
8 Quersetin 28.09 711 2.25+0.2
9 Apigenin 3157 ND ND

10 Kaemferol 32.59 ND ND

11 Kurkumin 42.32 406.1 2.62+0.1
12 Katekol 13.05 ND ND

13 vanillin 17.02 45.8 ND

14 Kafeik asit 13.06 ND ND

15 Sinnamik asit 18.70 45.2 2.24+0.2
16 Rosmarinik asit 21.57 23.6 3.48+0.2
17 Salisilik asit 24.57 28.9 ND

N.D.;Tespit edilemedi.

Elde edilen sonuglara gore hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin yaprak

kisminin etanol ekstresinin organik bilesiklerinin HPLC kramatogramlart Sekil 4.8’te

verilmistir.
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Sekil 4.8. Hashas bitkisinin yaprak kisminin etanol ekstresinin HPLC kromatogrami

Cizelge 4.2 verileri ve Sekil 4.8’deki HPLC kromatogramlarindan goriildiigii gibi
hashas bitkisinin yaprak kisminin etanol ekstresinde kullanilmis olan toplam 17 standart
bilesikten en fazla mirisetin ve absisik asitin bulundugu belirlenmistir. Hashas bitkisinin
yaprak kisminin etanol ekstresinin HPLC kramatograminda ilk basta 272 nm’de askorbik
asit yani C vitamini sirasiyla gallik asit, trans-p-kumarik asit, mirisetin, absisik asit,
quersetin, kurkumin, 280 nm’de vanillin ve 310 nm’de ise sinnamik asit, rosmarinik asit,
salisilik asit pikleri gortilmektedir.

Benzer sekilde elde edilen sonuglara gore hashas (Papaver somniferum L.)

bitkisinin sap kisminin etanol ekstresinin organik bilesikleri Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Hashas bitkisinin sap kismu etanol ekstresinin HPLC ydntemiyle tespit edilen

organik bilesikleri

S.No Standart Bilesikler RT(dk) Area[mAU*s] Miktar(pg/mL)
1 Askorbik asit 3.82 264.4 3.99+0.2
2 Gallik asit 5.41 ND ND

3 3,4-Dihidroksibenzoik asit 8.23 8.6 ND

4 4-Hidroksibenzoik asit 11.28 202.2 1.78x0.2
5 trans-p-kumarik asit 16.47 61.0 3.4310.2
6 Mirisetin 21.89 47.9 6.90+0.2
7 Absisik asit 24.15 17.42 9.18+0.2
8 Quersetin 27.58 223.9 2.48+0.2
9 Apigenin 31.57 ND ND

10 Kaemferol 32.59 ND ND

11 Kurkumin 43.50 154 3.87+0.1
12 Katekol 13.31 481.2 3.06+0.2
13 Vanillin 16.93 198.4 ND

14 Kafeik asit 13.31 3155 3.54+0.3
15 Sinnamik asit 18.57 83.6 1.54+0.2
16 Rosmarinik asit 21.33 97.8 1.78+0.2
17 Salisilik asit 24.48 159.24 1.34+0.2

N.D.;Tespit edilemedi.

Elde edilen sonuglara gore hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin sap

kisminin etanol ekstresinin organik bilesiklerinin HPLC kramatogramlar1 Sekil 4.9°da

verilmistir.
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Sekil 4.9. Haghas bitkisinin sap kisminin etanol ekstresi HPLC kromatogramlari

=

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.9°da verilen verilere gore hashas bitkisinin sap kisminin
etanol ekstresinde kullanilmis olan toplam 17 standart bilesikten en fazla absisik asit ve
mirisetin bulundugu belirlenmistir. Hashas bitkisinin sap kisminin etanol ekstresinin
HPLC kromatograminda ilk basta 272 nm’de askorbik asit yani C vitamini sirasiyla 3,4-
Dihidroksibenzoik asit, 4-Hidroksibenzoik asit, trans-p-kumarik asit, mirisetin, absisik
asit, quersetin, kurkumin, 280 nm’de katekol, vanillin ve 310 nm’de ise kafeik asit,

sinnamik asit, rosmarinik asit, salisilik asit pikleri gérilmektedir.
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Benzer sekilde elde edilen sonuglara gore hashas (Papaver somniferum L.)

bitkisinin kok kisminin etanol ekstresinin organik bilesikleri Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Haghas bitkisinin kdk kismi etanol ekstresinin HPLC yontemiyle tespit edilen

organik bilesikleri

S.No Standart Bilesikler RT(dk) Area[mAU*s] Miktar(ug/mL)
1 Askorbik asit 3.77 ND ND

2 Gallik asit 5.52 223.99 3.54+0.3
3 3,4-Dihidroksibenzoik asit /-89 854 1.05£0.4
4 4-Hidroksibenzoik asit 11.20 405.3 1.530.2
5 trans-p-kumarik asit 16.35 259.28 1.98+0.2
6 Mirisetin 21.07 44.11 7.13+0.2
7 Absisik asit 23.82 259.07 8.25+0.2
8 Quersetin 28.03 75.93 2.27£0.2
9 Apigenin 31.98 16.43 1.45+0.1
10 Kaemferol 3281 174.76 4.56+0.2
11 Kurkumin 43.13 31.97 3.20+0.1
12 Katekol 12.92 627.43 3.06+0.2
13 Vanillin 16.81 446.74 5.22+0.3
14 Kafeik asit 12.887 195.75 ND

15 Sinnamik asit 18.38 40.59 2.41+0.3
16 Rosmarinik asit 21.62 56.12 2.18+0.2
17 Salisilik asit 24.51 1371.30 3.06+0.2

N.D.;Tespit edilemedi.

Elde edilen sonuglara gére hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin kok

kisminin etanol ekstresinin organik bilesiklerinin HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.10°da

verilmistir.
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DAD1 A, Sig=272.4 Ref=olf (Ercan_Hoca_24112022\Ercan_Hoca_24112022 2022.11-24 15-59-06\H-kok D)
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Sekil 4.10. Hashas bitkisinin kok kisminin etanol ekstresi HPLC kromatogrami

Cizelge 4.4 verileri ve Sekil 4.10°daki HPLC kromatogramlarindan gériildigi gibi
hashas bitkisinin kok kisminin etanol ekstresinde kullanilmig olan toplam 17 standart
bilesikten en fazla absisik asit ve mirisetin bulundugu tespit edilmistir. Hashas bitkisinin
kok kisminin etanol ekstresinin HPLC kromatograminda ilk basta 272 nm’de gallik asit,
3,4-Dihidroksibenzoik, 4-Hidroksibenzoik asit, trans-p-kumarik asit, mirisetin, absisik
asit, quersetin, apigenin, kaemferol, kurkumin, 280 nm’de katekol, vanillin ve 310 nm’de
ise kafeik asit, sinnamik asit, rosmarinik asit, salisilik asit pikleri gértilmektedir.

Sonug olarak HPLC verilerine gore bitkinin kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlarinin
hepsinde de tespit edilen en fazla miktarda bulunan organik bilesik absisik asit olmustur.
Bunun yaninda en fazla bulunan ikinci bilesik kapsiil kismi harig ii¢ kistmda da mirisetin,
kapsiil kisminda ise kaemferol olarak tespit edilmistir. Fenolik bilesik igerik tespiti ile
biyolojik aktivite birbiri arasinda iligkilidir. Bu baglamda bitkinin farkli kisimlarimin
fenolik bilesik icerik analizi birbirleri ile uyumlu oldugu ve antioksidan aktivitesi

sonuglari ile de korelasyonel bir iliskisi oldugu tespit edilmistir.
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4.1.7 Molektler doking ve in silico ¢alismalar

Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin igerik analizleri HPLC ile belirlenmis
olup bitkinin kok, sap, yaprak ve kapstil kisimlarinin hepsinde de kantitatif olarak tespit
edilen en fazla miktarda bulunan organik bilesik absisik asit olmustur. Bunun yaninda en
fazla bulunan ikinci bilesik kapsiilde kaemferol diger li¢ kisimda da mirisetin olarak tespit

edilmistir.

Bu baglamda in silico enzim inhibisyonunun tespiti icin AutoDock Vina
bilgisayar programi kullanilarak AChE enzimi ile absisik asit, mirisetin ve kaemferol

bilesikleri arasindaki molekiiler etkilesimler bulunmustur.

Molekiiler doking ¢aligsmalari sonuglarina gore analiz edilen organik bilesiklerin
baglanma enerji seviyeleri belirlenmistir. Molekiiler baglanma enerj seviyeleri AChE
enzimini standart inhibitori olan takrin molekiili ile karsilastirilmastir. Bitki ekstrelerinde
en fazla miktarda bulunan fenolik bilesikler olan absisik asit, miricetin ve kaemferol

bilesiklerinin molekiiler doking enerji seviyeleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Hashas bitkisinin major fenolik bilesikleri ile AChE enzimi arasindaki molekiiler

etkilesimler

Bilesik ad1 | Affinite (Enerji) | Etkilesim bag tiirii Etkilesim Rezidiisii
Konvansiyonel Hidrojen Bag1 | TYR A:121

Absisik asit . . TRP A:83; TYR A:328; PHE

-7.9 kcal/mol Pi-Alkil A:329: HIS A:438
Pi-Sigma TYR A:332
Konvansiyonel Hidrojen Bag1 | TYR A:69
S Karbon-Hidrojen Bagi VAL A:285

Mirisetin -9.2 kcal/mol PiPi TRP A277: TYR A:332
Dondr-Donor PHE A:286
Konvansiyonel Hidrojen Bag1 | TYR A:121; PHE A:286
Karbon-Hidrojen Bagi TRP A:277, VAL A:285

Kaemferol | -9.3 keal/mol . TYR A328; PHE A:329; TYR
Pi-Pi A:332

Bu sonuglara gore major bilesik olan absisik asit i¢in baglanma enerjisi -7.9
kcal/mol, mirisetin igin -9.2 kcal/mol ve kaemferol i¢in -9.3 kcal/mol bulunmustur. Ayn1
yontem ile standart inhibitor takrin i¢in bu deger -8.7 kcal/mol olarak 6l¢iilmiistiir. Burada
diisiik enerji seviyesi enzim ile molekiil arasindaki daha yiiksek baglanma etkilesimini
gostermektedir. Bitkide bulunan bu major fenolik bilesikleri ile AChE enziminin standart
inhibitdrii olan takrinin birbirlerine yakin baglanma enerjileri belirlenmistir.

Bu sonuglara gore baglanma etkilesim seviyeleri sirastyla kaemferol, miricetin,

absisik asit, takrin seklinde olmustur. Genel olarak baglanma tiirleri Konvansiyonel
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hidrojen baglari, Karbon-Hidrojen, Pi-Pi baglar1 ve diger baglarin detayli olarak 2D ve
3D goriintiileri sekillerde gosterilmisgtir.

Bu sonuglara gore bitkinin major fenolik bilesigi olarak tespit edilen absisik asit ile
AChE enzimi arasindaki molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D goriintiileri Sekil 4.11°de
gosterilmistir. Bu sekilden de anlasilacagi Uzerine absisik asit molekulli AChE enzimin
aktif bolgesinin amino asit rezidiileri arasindaki etkilesimler; Konvansiyonel Hidrojen
Bagi (TYR A:121), Pi-Alkil (TRP A:83; TYR A:328; PHE A:329; HIS A:438) ve Pi-
Sigma (TYR A:332) seklinde bulunmustur.

£329 Tyri21

HIS TYR
A43s A328

H-Bonds
Donor
Interactions
[:| Conventional Hydrogen Bond Pi-Akyl
- Pi-Sigma
— Acceptor S8

Sekil 4.11. AChE ile absisik asit arasinda molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D goriintiileri

Bu sonuglara gore bitkinin ikinci sirada major fenolik bilesigi olarak tespit edilen
mirisetin ile AChE enzimi arasindaki molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D goriintiileri Sekil
4.12°de gosterilmistir. Bu sekilden de anlasilacagi iizerine mirisetin molekiili AChE
enzimin aktif bolgesinin amino asit rezidiileri arasindaki etkilesimler; Konvansiyonel
Hidrojen Bagi (TYR A:69), Karbon-Hidrojen Bagi (VAL A:285), Pi-Pi bagi (TRP A:277;
TYR A:332) ve Dondr-Donér (PHE A:286) seklinde bulunmustur.
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Sekil 4.12. AChE ile mirisetin arasinda molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D goriintiileri

Bu sonuglara gore bitkinin diger major fenolik bilesigi olarak tespit edilen
kaemferol ile AChE enzimi arasindaki molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D gorintuleri
Sekil 4.13’te gosterilmistir. Bu sekilden de anlasilacagi ilizerine kaemferol molekili
AChE enzimin aktif bolgesinin amino asit rezidiileri arasindaki etkilesimler;
Konvansiyonel Hidrojen Bagi (TYR A:121; PHE A:286), Karbon-Hidrojen Bagi (TRP
A:277; VAL A:285) ve Pi-Pi (TYR A:328; PHE A:329; TYR A:332) seklinde

bulunmustur.

VR
328
: H-Bonds
Donor.
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - P Stacked
"] Carbon Hydrogen Bond I P Tsheped Acceptor B

Sekil 4.13. AChE ile kaemferol arasinda molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D goriintiileri
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisi, iilkemizde ve diinyada saglik sektoriinde
siklikla kullanilmaktadir. Ayrica gida sanayisinde de kullanilmasina ragmen ekimi ve
ziraat1 sinirh gergeklestirilen geleneksel bir kiiltiir bitkisidir. Eski ¢aglardan giiniimiize
kadar yetistirilmesinin sebebi tohumlarinin yiiksek yag orani igermesi ve yumru
kapstllerinin alkoloid bakimindan zengin igerige sahip olmasidir. ilag sanayisinde
hashasin kapsiillerinden ve kamis ¢ubugundan yararlanilirken; hashasin yumru
tohumlarindan ise firincilik triinlerinde yararlanilmaktadir (Bernarth, 1998). Hizl
kuruma 6zelligine sahip yaglardan olup sanayi, ressamcilik ve sabun imalatinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Hashas tohumlarinin yagi cikarildiktan sonra kalan posa
hayvanlara yem olarak degerlendirilmektedir (Ozer, 2004). Bu posa dzellikle biiyiikbas
hayvanlar i¢in ¢ok faydalidir. Bu posayi tiiketen hayvanlarin siitiinden 6zellikle meshur
Afyon kaymag elde edilmektedir (Kiguk,1996).

Dogal ve aromatik bitkiler besin kaynagi olmalarinin yanisira antioksidan,
antimikrobiyal, antibakteriyel gibi pek c¢ok biyolojik aktiviteye de kaynak olacak
iceriklere sahiptirler. Simdiye kadar pek cok bitkinin serbest radikalleri gidererek
antioksidan 6zellikler sagladigi belirlenmistir (Bing6l ve Bursal 2018; Aras ve ark., 2018;
Yilmaz ve ark., 2021).

Serbest radikaller olusurken, insan saglifina zarar verip c¢esitli hastaliklarin
gelismesine neden olmaktadir. Antioksidanlar, gida endiistrisinde oldukga yaygin ve
kolay erisilebilinen maddelerdir. Tiiketmekte oldugumuz hazir gidalarin bir¢ogunda katk1
maddesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Antioksidanlar, yiyeceklerin erkenden
kiflenmemesine, bozulmamasina ve uzun siire sakli kalma da 6nemli role sahiptirler
(Bursal ve ark., 2021). Antioksidan maddeler, lipid peroksidasyon zincir tepkimelerini
meydana gelmesinde aktiftirler. Serbest radikaller ise bu reaksiyonu 6nlemede aktiftirler.
Antioksidan molekiiller, serbest radikalleri temizler ve etkisiz hale getirirler. Gunimizde
hastaliklarin 6nlenmesi igin, bitkisel besinler sentetik maddelere kiyasla daha giivenilir
ve tercih edilmektedir. Bu yiizden dogal antioksidan maddelerin onemi giin gectikce
artmaktadir ve insan saglig1 iizerine olumlu etkileri arastirilmaya devam etmektedir.

Bu sebepten dolay1 bu ¢alismada hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin
antioksidan aktiviteleri belirlemek hedeflenmistir. Antioksidan tayinler igin ABTS
radikal giderme aktivitesi, DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderme
aktivitesi, FRAP (ferrik iyonlar1 indirgeme giicii) ve CUPRAC (kuprik iyonlar1 indirgeme
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kapasitesi) in vitro biyoanalitik yontemler olarak calisildi. Antioksidan caligmalarda
sonuglar standart antioksidanlar BHT, askorbik asit (C vitamini) ve a-tokoferol (E
vitamini) ile karsilastirildi.

Hashas bitki kisimlarinin antioksidan tayininde kullanilan yontemlerden olan
ABTS ve DPPH yontemleri maddelerin veya ekstrelerin radikal bilesikleri giderme
esasina dayanmaktadir.

ABTS" radikali giderme yontemine gore hashas bitkisinin kapsiil ekstresinde
yuksek miktarlarda neredeyse standart antioksidanlar kadar katyon radikal giderme
aktivitesi gosterdigi ve iyi bir antioksidan 6zelliklerine sahip oldugu goriilmektedir. Diger
ekstrelerin ise kayda deger oranda antioksidan aktivite gostermedigi belirlenmistir.

DPPH serbest radikal giderme yontemine gore ise de hashas bitkisinin kok, sap
ve yaprak kisimlariin orta diizeyde antioksidan etki gdsterdikleri goriilmektedir. Ancak
hashas bitkisinin kapsiil kisminin ise diger ekstrelere gore daha iyi bir antioksidan
Ozelliklerine sahip oldugu anlasilmaktadir.Radikal giderme yontemlerinin ikisinin de
sonuclarinin birbiriyle anlamli oldugu ve kapsiil kisminin daha iyi antioksidan aktivite
sergiledigi sonucu ¢ikmaktadir.

Hashas bitki kisimlarinin antioksidan tayininde kullanilan yontemlerden FRAP ve
CUPRAC yontemleri ise maddelerin veya ekstrelerin radikal ve reaktifleri elektron
vererek indirgeme giicii esasina dayanmaktadir.

FRAP yontemine gore hashas bitkisinin kisimlarindan elde edilen ekstrelerin
konsantrasyon artis1 ile absorbans artisi ¢ok fazla gézlenmemistir bu da c¢ok giiglii
antioksidan Ozellikleri tagimadigini veya az bir miktar Ozellik tasidigi anlamina
gelmektedir.

CUPRAC yontemine gore de FRAP yontemi gibi hashas bitkisinin ekstrelerinin
konsantrasyon artisi ile absorbans artis1 ¢ok fazla gézlenmemistir. FRAP ve CUPRAC
indirgeme yontemlerinin ikisinin de sonuglarinin birbiriyle anlamli oldugu ve hashas
bitkisinin orta diizeyde antioksidan aktivite sergiledigi sonucu ¢ikmaktadir.

Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin igerik analizleri HPLC ile belirlenmis
olup bitkinin kok, sap, yaprak ve kapsiil kisimlarinin hepsinde de kantitatif olarak tespit
edilen en fazla miktarda bulunan major organik bilesik absisik asit olmustur. Bunun
yaninda en fazla bulunan ikinci bilesik kapsiil kismi harig {i¢ kisimda da mirisetin, kapsiil
kisminda ise kaemferol olarak tespit edilmistir.

Bu c¢alisma sonuglarina gore hashas bitkisinin kok sap yaprak ve kapsul

kisimlarinin etnaol ekstrelerinde hem kalitatif hem de kantitatif olarak ¢ok fazla miktarda
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fenolik igerige sahip oldugu bulunmustur. Bitkisel kaynakli dogal antioksidanlarda yer
alan etkin madde analizi i¢in fenolik bilesik igerigi tespiti olduk¢a 6nem arz etmektedir.
Fenolik bilesik igerik tespiti ile biyolojik aktivite birbiri arasinda iliskilidir. Bu baglamda
bitkinin farkli kisitmlarinin fenolik bilesik igerik analizi birbirleri ile uyumlu oldugu ve
antioksidan aktivitesi sonuglari ile de korelasyonel bir iligkisi oldugu tespit edilmistir
(Kuskoski ve ark. 2005).

Enzim c¢alismalar1 i¢in sinir sisteminde 6nemli fonksiyonlar1 olan AChE
(asetilkolinesteraz) enzimi kullanilmistir. Alzheimer i¢in kullanilan ve amaglanan ilaglar,
asetilkolin dizeylerini diizenlemek i¢in kullanilmaktadir ve buna goére gelistirilmektedir
(Heinrich ve Teoh 2004). Hashas (Papaver somniferum L.) bitkisinin kisimlarinin
ekstrelerinin AChE enzimi Gzerine etkisi in vivo ve in silico olarak belirlenmistir.

In vivo enzim inhibisyonu calismasinda asetilkolinesteraz enzimi igin siklikla
kullanilan biyoanalitik bir prosediir uygulanmistir. Calismada AChE inhibisyon yuzdeleri
5 ug/mL-25 pg/mL konsantrasyonlari araliginda dl¢iilmiistiir. AChE enziminin standart
bir inhibitori kabul edilen takrinle kiyaslanmig ve hashas bitkisinin sap kismi 20 pg/mL
konsantrasyonunda en yiiksek inhibisyon yiizdesine sahip olmustur. Hashas bitkisinin
diger kisimlarinin ekstrelerinin asetilkolinesteraz enzimini aktive etmis olup inhibe
etmedigi sonuclardan goriilmektedir. Sonug olarak haghas bitkisinin kok, sap, yaprak ve
kapsiil kisimlarinin AChE inhibitor potansiyeline sahip olmadig: aksine aktivator olma
potansiyelinin daha yiiksek oldugu anlagilmaktadir.

Haghas bitkisinin asetilkolinesteraz enzim inhibisyonunun farkli deney kosullar
ve yontemleri ile yapilmasmnin gerektigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bunun yaninda
hashas bitkisinin farkli hastaliklara neden olan farkli enzimler iizerinde de enzim
inhibisyon etkileri detayl1 arastirilabilir.

In silico enzim inhibisyonunun tespiti i¢in AutoDock Vina bilgisayar programi
kullanilarak AChE enzimi ile absisik asit, mirisetin ve kaemferol bilesikleri arasindaki
molekiiler etkilesimler bulunmustur. Absisik, mirisetin ve kaemferol fenolik
bilesiklerinin baglanma enerjileri olarak sirasiyla -7.9 kcal/mol, -9.2 kcal/mol ve -9.3
kcal/mol belirlenirken standart olarak bilinen takrin bilesiginin baglanma enerjisi -8.7
kcal/mol bulunmustur.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi verilerine gore hashas bitkisinin orta diizeyde
antioksidan aktiviteye sahip oldugu anlasilmaktadir. HPLC analizleri sonucunda da
bitkinin zengin fenolik iceriklere sahip oldugu anlasilmaktadir. Bu fenolik bilesiklerinin

bitkinin antioksidan aktivitesinin yaninda pek cok biyolojik aktivitesinin de kaynagi
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oldugu diistinilmektedir. Haghas bitkisinin ekstrelerinin veya etken maddelerinin farkli
enzimler lizerine inhibisyon etkisinin incelenmesi ¢alismalarinin degerli oldugu ve bu

alana katk1 sunacagi diisiiniilmektedir.
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