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Giris ve amag: Ureaz enzimi, Helicobacter pylori nedenli peptik lserin tedavisi igin yeni ilag adayi bilesiklerin hedeflerinden biri haline
gelmistir. Bu galismada Rize’den toplanan alti yabani bitkinin [Daphne pontica L., Lotus corniculatus L., Lythrum salicaria L., Medicago sativa
L., Potentilla reptans L. ve Senecio leucanthemifolius subsp. vernalis (Waldst. & Kit.) Greuter] (ireaz enzimini inhibe edici aktivitesinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bununla birlikte peptik Ulserin énlenmesinde rol oynayan mekanizmalardan biri olan antioksidan aktiviteleri
belirlenmis, toplam fenol ve flavonoit icerikleri de tespit edilmistir.
Yontem: Bitkiler Rize Merkez ve ikizdere ilgesinden toplanip %80’lik etanol ekstreleri hazirlanmis ve iireaz enzimini inhibe edici aktiviteleri
belirlenmistir. Hazirlanan ekstrelerin antioksidan aktivitesi DPPH, ABTS ve CUPRAC testleri ile tespit edilmis, toplam fenol ve flavonoit miktar
tayinleri yapilmistir.
Bulgular: in vitro testler sonucunda S. leucanthemifolius subsp. vernalis’in %80 etanol ekstresi lireaz enzimini diisiik oranda inhibe ederken
(%13,7) diger ¢alisilan ekstrelerin daha kuvvetli (% 24,6 ve %31,3 arasinda degisen oranlarda) inhibe ettigi gortlmustur. Calisilan ekstrelerin
genel olarak kuvvetli antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. En ylksek toplam fenol ve flavonoit igerikleri sirasiyla L. salicaria ve
L. corniculatus’da tespit edilmistir.
Sonug: Calismaya dahil edilen bitkilerin genel olarak lireaz enzimini belirli bir dlizeyde inhibe ettigi belirlenmistir. D. pontica, L. salicaria ve P.
reptans yuksek antioksidan aktivite, toplam fenol ve flavonoit igerikleri ile 6ne ¢ikmistir.
Anahtar kelimeler: Ureaz, Daphne pontica, Lotus corniculatus, Lythrum salicaria, Medicago sativa, Potentilla reptans

ABSTRACT
Introduction: The urease enzyme has become one of the targets of new drug candidate compounds for the treatment of peptic ulcer caused
by Helicobacter pylori. In this study, it was aimed to determine the urease enzyme inhibitory activity of six wildly grown plants [Daphne
pontica L., Lotus corniculatus L., Lythrum salicaria L., Medicago sativa L., Potentilla reptans L. and Senecio leucanthemifolius subsp. vernalis
(Waldst. & Kit.) Greuter] collected from Rize. In addition, their antioxidant activities, one of the mechanisms that play a role in the prevention
of peptic ulcer, and total phenol and flavonoid contents were also determined.
Methods: Plants were collected in Rize Center and ikizdere district, 80% ethanol extracts were prepared from their aerial parts and their
urease enzyme inhibitory activity was determined. The antioxidant activities of the prepared extracts were determined with DPPH, ABTS and
CUPRAC tests, and their total phenol and flavonoid amounts were determined.
Results: As a result of in vitro tests, 80% ethanol extract of S. leucantemifolius subsp. vernalis was seen to inhibit urease enzyme at a low rate
(13,7%); while other studied extracts moderately inhibited it more strongly (at rates varying between 24,6% and 31,3%). It was determined
that studied extracts generally have strong antioxidant activity. The highest total phenol and flavonoid contents were detected in L. salicaria
and L. corniculatus, respectively.
Conclusion: It was determined that the plants included in the study generally inhibited the urease enzyme at a certain level. D. pontica, L.
salicaria and P. reptans stood out with their high antioxidant activity, total phenol and flavonoid contents. Although very strong urease
inhibitory activity was not observed with extracts; compounds, that could be isolated by bioactivity guided fractionation studies or their
derivatives, could possibly show strong urease inhibitory activity and new urease inhibitory compounds could be found.
Key words: Urease, Daphne pontica, Lotus corniculatus, Lythrum salicaria, Medicago sativa, Potentilla reptans
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Giris

Gastrit, peptik Ulser ve mide kanseri gibi hastaliklarla iliskili oldugu bilinen Helicobacter pylori, diinya
nifusunun neredeyse yarisini etkileyen en yaygin enfeksiyona neden olan bakteridir.! Bu bakteri duodenal
ulser etiyolojisinin %95’inden; gastrik lilser etiyolojisinin ise %70-85’inden sorumlu olup Diinya Saglk Orgiiti
tarafindan tip-1 kanserojen olarak belirlenmistir.? H. pylori ayrica B12 vitamini eksikligi, aciklanamayan demir
eksikligi anemisi ve idiyopatik trombositopenik purpura gibi hastaliklarin sebebi de olabilmektedir.?
Bakterinin Urettigi (ireaz enziminin bobrek tasi, pyelonefrit gibi hastaliklarin olusumunda da rol oynadigi
belirlenmistir. H. pylori ile enfekte ve semptom gézlenen hastalarin ilk basamak tedavisinde proton pompasi
inhibitorleri, antibiyotik kombinasyonlari ve bizmut bilesikleri kullanilirken, semptom gézlenmeyenlerde kisa
zamanda yeniden enfekte olma riski nedeniyle genellikle tedaviye gerek duyulmamaktadir. Oldukga sik
rastlanilan H. pylori enfeksiyonu, tim bu tedavi seceneklerine ragmen antibiyotik direnci nedeniyle halen
dnemli bir saghk sorunudur.?

H. pylori’'nin midedeki kuvvetli asit pH’da yasamini sirdirebilmesi icin mukus tabakasina ulasmasi
gerekmektedir. Bakterinin sahip oldugu kamgi ve salgiladigi lGreaz enzimi mukus tabakasina ulasmasini
saglamaktadir.! Ureaz enzimiyle mide epitel hiicreleri tarafindan salgilanan iireyi amonyaga parcalar ve aciga
¢tkan amonyak midenin pH’sinda artisa neden olup bakterinin yasamasi icin uygun bir ortam saglar. 2 Yani
Ureaz enzimi H. pylori’nin mide dokusunda yasamasi ve kolonizasyonu icin hayati Gneme sahiptir. Dolayisiyla
Ureaz enzimi H. pylori nedenli peptik llserin tedavisi igin yeni ilag adaylarinin hedeflerinden biridir. Bu
nedenle etkili, ucuz, yan etkisi olmayan veya ¢ok daha az olan Ureaz inhibitorlerinin kesfi, yeni antillser
ilaglarin gelistirilmesi icin dnemli bir arastirma konusudur.

H. pylori disindaki bazi bakterilerin Uirettigi Greaz enziminin de insan viicudunda yine gesitli saglik sorunlarina
yol actigi bilinmektedir. Ornegin agiz boslugunda yasayan bir bakteri olan Streptococcus salivarius tarafindan
da Uretilen Ureaz, dis plag ve dis tasi olusmasinda rol oynamaktadir. Ayrica zatlirre, bobrek tasl, idrar yolu
enfeksiyonlarina neden olan Klebsiella pneumoniae ve Proteus mirabilis gibi Ureolitik bakteriler de lreaz
Uretmektedir.® Ureaz inhibitorleri insan saghgi disinda tarimda mahsul veriminin arttirilmasi agisindan da
onemlidir. Topraktaki bakteriler veya bitkiler tarafindan Uretilen lreaz nedeniyle agiga ¢ikan amonyak,
bitkilere ve topraga zarar vermektedir. Bunu dnlemek amaciyla tarimda N-(n-butil) tiyofosforik triamit (NBPT)
gibi Gireaz inhibitorleri kullaniimaktadir.® Dolayisiyla yeni iireaz inhibitdrlerinin kesfi, bu alandaki kullanim igin
de 6nemli bir alternatif olabilecektir.

Yapilan ¢alismalar sonucu fosforodiamidatlar, hidroksamik asit tlrevleri ve imidazol yapisinda lireaz enzimini
inhibe eden bilesikler bulunsa da bunlarin klinik kullanima uygun olmadiklari tespit edilmistir. Bu nedenle
reaz inhibitdrleri arayisi son zamanlarda hiz kazanmistir.” Ureaz inhibitérii arastirmalarinda sentez
kimyasinin yani sira, bitkiler tahmin dahi edilemeyecek kadar zengin ve cesitli fitokimyasal icerikleri ile son
derece 6nemli bir kaynak teskil etmektedir. Oncelikle uygun yéntemlerle bitkiler (izerinde aktivite tarama
¢ahismalariyapilarak ireaz inhibitora etkilerinin arastirilmasi gereklidir. Tarama ¢alismalarindan elde edilecek
sonuglar i1s1ginda, yeterli dlizeyde aktivite gorilen bitkilerde bu aktiviteden sorumlu bilesik veya bilesiklerin
ozellikle biyoaktivite ile yonlendirilen fraksiyonlama teknikleri kullanilarak tespit edilmesi gereklidir. Boylece
yeni Ureaz inhibitorlerini elde edilmesi miimkindir. Ardindan yapilacak detayh arastirmalarla bulunan
bilesiklerin daha ileri kademelere tasinmasi ve boylece ilag olarak tedavide yer almasi muhtemeldir.

Reaktif oksijen turleri normal metabolik siirecte oksijenin kismi indirgenmesiyle olusan siperoksit anyonu,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi kararsiz molekdllerdir. Miktarlarinin normalden yliksek olmasi veya
hiicresel antioksidan kapasitede azalma gibi durumlarda lipid peroksidasyonuna ve doku hasarina yol
acabilmektedir. Yapilan calismalar bu oksidatif hasarin gastrik Ulser patojenezinde de 6nemli role sahip olup
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antioksidan etkili bilesiklerin gastrik tlserlerde koruyucu role sahip olduklarini géstermistir.®° Dolayisiyla
Ureaz inhibitori aktivitenin antioksidan aktivite ile desteklenmesi tercih edilen bir durumdur.

Anlasilacagi gibi temel ve kritik kademe, Ureaz inhibitorl aktivite tarama calismalarinin yapilmasidir. Bu
anlamda Rize’den toplanan 6 bitkinin [Daphne pontica L., Lotus corniculatus L., Lythrum salicaria L., Medicago
sativa L., Potentilla reptans L. ve Senecio leucanthemifolius subsp. vernalis (Waldst. & Kit.) Greuter] etanol
ekstresi hazirlanarak (ireaz enzim inhibitori aktiviteleri in vitro olarak arastiriimistir. Ayrica peptik tlser basta
olmak tizere pek ¢ok hastaligin 6nlenmesinde rol oynayan mekanizmalardan biri olan antioksidan aktiviteleri
de yine in vitro yontemlerle belirlenmis, toplam fenol ve flavonoit igerikleri tespit edilmistir.

Gereg ve Yontem
Kimyasallar

Jack bean treaz (Tip-lIl toz, 15.000-50.000 Unite/g kati, Sigma-Aldrich), etanol (96% Tekkim), Gire (ACS, Reag.
Ph Eur., Merck), EDTA (susuz, kristal BioReagent, hiicre kiiltlirii igin uygun, Sigma-Aldrich), lityum klorit (ACS
reagent 299%, Sigma-Aldrich), fenol (ACS Reag. Ph Eur, GR for analysis, Merck), sodyum nitroprussit dihidrat
(purrum p.a. 298,0%, Fluka), sodyum hipoklorit (%6-14 aktif klorit, Merck), tiyoire (Reagent Plus® > 99,0%,
Sigma-Aldrich), sodyum dihidrojen fosfat (Emprove® expert. Ph Eur, BP, USP, Merck), disodyum hidrojen
fosfat (Ph. Eur, BP, 98,5-101%, Sigma-Aldrich), rutin (Merck), gallik asit (97,5-102,5%, Sigma-Aldrich), bakir(ll)
klorit (ACS reagent, 299,0%, Merck), sodyum karbonat (ACS reagent, susuz, 299,5% Sigma-Aldrich),
aliiminyum klorit (reagent grade, 98%, Sigma-Aldrich), Folin Ciocalteu reaktifi (Sigma-Aldrich), 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (97%, Sigma-Aldrich), potasyum persilfat (ACS reagent, 299,0%, Merck), amonyum asetat
(EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur Merck), neokuproin (=98% Sigma-Aldrich), 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
silfonik asit) diamonyum tuzu (298% Sigma-Aldrich).

Bitki materyali

Bitkiler Rize’nin Merkez ve ikizdere ilcelerinden temin edilmis, toplanma tarihleri, toplandigi lokaliteler Tablo
1’de verilmistir. Bitkilerin bilimsel isimlerinin tayini Prof. Dr. Hayri Duman (Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi)
tarafindan yapilmis ve herbaryum &rnekleri Gazi Universitesi Eczacilik Fakiltesi Herbaryumu’nda (GUEF)
muhafaza edilmektedir.

Tablo 1. Calismada yer alan bitkiler, GUEF numaralari, toplandiklari lokalite ve toplanma tarihleri.

GUEFno  Toplandigi

Bitki Familya I Lokalite
tarih

Daphne pontica L. Thymelaeaceae 3636 04.07.2020 A8; Rize, ikizdere, Asagl Anzer Yaylasi
(Cigekli Koyu) Rakim: 2800 m

Lotus corniculatus L. Fabaceae 3638 04.07.2020 AS8; Rize, Ikizdere, Asagi Anzer Yaylasi
(Cicekli Koyi) Rakim: 2800 m

Lythrum salicaria L. Lythraceae 3647 02.07.2020 A8; Rize, Merkez, Gulbahar Mah.,
Rakim: 20-25 m

Medicago sativa L. Fabaceae 3651 02.07.2020 A8; Rize, Merkez, Gilbahar Mah.,
Rakim: 20-25 m

Potentilla reptans L. Rosaceae 3643 04.07.2020 A8; Rize, ikizdere, Asagl Anzer Yaylasi
(Cigekli Koyl) Rakim: 2800 m

Senecio  leucanthemifolius  Asteraceae 3633 04.07.2020 A8; Rize, ikizdere, Asagl Anzer Yaylasi

subsp. vernalis (Waldst. & (Cigcekli Koyi) Rakim: 2800 m

Kit.) Greuter

Ekstraksiyon yontemi

Bitkilerin toprak Ustl kisimlari golgede kurutulmus ve bitki degirmeninde kaba toz olacak sekilde
ogutulmustir. Daha sonra her bitki 6érneginden 1’er gram alinmis ve 15’er mL %80'lik etanolle orbital
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calkalayicida 24 saat boyunca calkalanarak masere edilmistir. Siire sonunda ekstreler siziilmis ve
maserasyon islemi ayni sekilde 10’ar mL %80’lik etanolle ikiser kez daha tekrar edilmistir. Her bitkiden ayri
ayri elde edilen ekstreler kendi icinde birlestirilip algcak basing altinda 45°C’yi gegcmeyen sicaklikta evapore
edilerek kurutulmustur.

Ureaz inhibe edici aktivite tayini

Ureaz aktivitesi, indofenol yéntemi kullanilarak amonyak tiretiminin dlciilmesi ile tespit edilmistir. ilk olarak
mikroplakanin kuyucuklarina 25’er uL jack bean treaz enzim solisyonu (10 U/mL) ve 5’er pL test 6rnegi (%80
etanol icinde) konulup 30°C’de 15 dakika inklibe edilmistir. Daha sonra tiim kuyucuklara 55’er uL 100 mM
Ure iceren tampon (0,01 M K;HPO4, 1 mM EDTA ve 0,01M LiCl) ilave edilip tekrar 30°C’de 15 dakika inkiibe
edilmistir. inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 45’er pL fenol reajani (%1 a/h fenol ve %0,005 a/h sodyum
nitroprusit) ve 70’er uL alkali reajani (%0,5 a/h NaOH ve %0,1 aktif klorit tasiyan NaOCl) ilave edilmis ve 50
dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 630 nm’de absorbansdaki artis Ol¢lilmustir. Kontrol ve
referans deneylerinde test 6rnegi yerine sirasiyla %80’lik etanol ve tiyolire kullanilmistir. Deneyler (g tekrar
olacak sekilde yapilmistir.® Yiizde inhibisyon asagidaki formiil ile hesaplanmistir:

% inhibisyon= (Axontrol “Atest) / Akontrol X 100

Atest: Test 6rneginin absorbansi

Axontroi: Kontrollin absorbansi

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal stipiiriicii aktivite tayini

Mikroplakanin kuyucuklarina test 6rneginden (%80’lik etanol icinde) 150°ser pL ve 1x103 M DPPH
¢Ozeltisinden (metanol icinde) 50’ser pL konulup 30 dakika karanlkta, oda sicakhginda inkiibe edilmistir.
inkiibasyonun ardindan absorbanslar 517 nm’de él¢iilmiistiir. Kontrol deneyinde test érnegi yerine %80’lik
etanol konulmustur. Standart antioksidan ajan olarak gallik asit (%80’lik etanol iginde) kullaniimistir. Her
deney (¢ kez tekrarlanmistir. Yiizde inhibisyonlar asagidaki formiilden hareketle hesaplanmistir. !

Ylzde inhibisyon= [(Ao — An)]/( Ao) x 100
Ao, kontroliin absorbansi; A,, 6rnegin absorbansi
Bakir (1) indirgenme antioksidan kapasitenin (CUPRAC) tayini

ilk olarak standart antioksidan bilesik olarak kullanilan gallik asitten seri diliisyon (%80’lik etanol iginde)
hazirlanmistir. Mikroplakanin kuyucuklarina 27’er pL test ornegi (%80’lik etanol icinde) veya farkh
konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltilerinden gerekli olan konulmustur. Daha sonra her bir kuyucuga
sirastyla 27’er plL su, 50’ser puL 102 M CuCl; ¢cdzeltisi, 50’ser uL amonyum asetat tamponu (1 M, pH 7,0), 50 pL
neokuproin ¢dzeltisi (7,5 x 102 M, %96’lik etanol icinde) konulmus ve 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
inkiibasyonun ardindan 450 nm’deki absorbanslar kére karsi 6l¢tilmistir. Deney sonucunda gallik asit
¢Ozeltileri ile elde edilen absorbanslar konsantrasyona karsi grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi
hazirlanmistir. Orneklerin deney sonucunda verdigi absorbans ve gallik asit ile hazirlanan kalibrasyon egrisinin
egiminin denkleminden hareketle sonuclar “mg gallik asit esdegeri (GAE)/g kuru ekstre” cinsinden
hesaplanmistir. Her deney (¢ kez tekrarlanmistir.?

ABTS [2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)] radikal katyonu renk giderici aktivitenin tayini

ilk olarak 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,4) icerisinde 2 mM ABTS ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢ézeltiye
2,45 mM’lik potasyum persiilfat ilave edilip manyetik karistiriciile 12 saat karistirihp ABTS radikali Gretilmistir.
Hazirlanan ABTS radikal ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce 3:1 oraninda fosfat tamponu ile seyreltilmistir. Standart
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antioksidan olarak kullanilan gallik asitten (%80’lik etanol icinde) seri dillisyonlar hazirlanmistir.
Mikroplakanin kuyucuklarina 100’er ulL test 6rnegi (%80’lik etanol icinde) veya farkli konsantrasyonlardaki
gallik asit ¢ozeltisi ve 100’er pL ABTS ¢ozeltisi konulmustur. Kontrol olarak test drnegi/gallik asit ¢ozeltisi
yerine %80’lik etanol kullaniimistir. 30 dakika oda sicakliginda karanhkta inklbe edildikten sonra
absorbanslari 734 nm’de okunmus ve gallik asit ¢Ozeltileri ile elde edilen absorbanslar konsantrasyona karsi
grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Orneklerin deney sonucunda verdigi absorbans ve
kalibrasyon egrisinin egiminin denkleminden hareketle sonuglar “mg GAE/g kuru ekstre” cinsinden
hesaplanmistir. Her deney (i¢ kez tekrarlanmigtir.

Toplam flavonoit miktar tayini:

Toplam flavonoit miktarinin tayini "aluminyum kloriir kolorimetrik ydntemi" ile belirlenmistir.** Bu yéntemde
ilk olarak rutinden (%80 etanol iginde) bir seri dillisyon hazirlanmistir. Test 6rnekleri %80 etanolde
¢Ozllmustir. Mikroplakanin kuyucuklarina 20’ser uL test 6rnegi veya farkli konsantrasyondaki rutin
cozeltilerinden gerekli olan konulmustur. Uzerine 60’ar uL %75’lik etanol, 10’ar pL %10’luk aluminyum klordir,
10’ar uL 0,4 M sodyum asetat cozeltisi ve 100 uL distile su ilave edilip oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edilmistir. inkiibasyonun ardindan 415 nm’deki absorbanslar 6lctilmis ve rutin diliisyonlari ile elde edilen
absorbanslar konsantrasyona karsi grafige gecirilip kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Rutin ile hazirlanan
kalibrasyon egrisinden hareketle 6rneklerin toplam flavonoit miktari “mg rutin esdegeri (RE)/g ekstre”
cinsinden hesaplanmistir. Her deney ¢ kez tekrar edilmistir.X*

Toplam fenol miktar tayini:

Gallik asitten (%80 etanol icinde) seri dilisyonlar hazirlanmistir. Test 6rnekleri %80 etanolde ¢ozlilmustr.
Mikroplakanin kuyucuklarina 10’ar pL érnek veya gallik asit ¢dzeltisi konulmustur. Uzerine 150’ser uL su, 10’ar
pL Folin Ciocalteu reaktifi, 30’ar uL %20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenip 40°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. inkiibasyonun ardindan 765 nm’deki absorbanslar él¢iilmiis ve gallik asit ¢dzeltileri ile elde edilen
absorbanslar konsantrasyona karsi grafige gecirilip kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Gallik asit ile
hazirlanan kalibrasyon egrisinden hareketle test 6rneklerinin toplam fenol miktari “mg GAE /g ekstre”
cinsinden hesaplanmistir. Her deney ¢ kez tekrar edilmistir.®

Bulgular ve tartisma

Bitkilerden elde edilen %80’lik etanol ekstrelerinin miktarlari, verimleri, toplam fenol ve flavonoit icerikleri
Tablo 2’de verilmistir. En yiksek toplam fenol igerigi L. salicaria’da (157,1 + 0,9 mg GAE /g), toplam flavonoit
icerigiise L. corniculatus’da (114,7 + 1,1 mg RE/g) tespit edilmistir (Tablo 2). Calisilan ekstrelerin Ureaz inhibe
edici aktiviteleri ise Tablo 3’te sunulmustur. Tablo 3’ten anlasilacagi lizere tim ekstrelerde Ureaz inhibe edici
etki gortlmis olmakla birlikte en disuk etki S. leucanthemifolius subsp. vernalis’den hazirlanan ekstrede
gorilmastir (Tablo 3).

Tablo 2. Calisilan bitki ekstrelerinin miktarlari, ekstraksiyon verimleri, toplam fenol ve flavonoit igerikleri.

Bitki Ekstre miktari (mg)  Ekstre verimi (% g/g) Toplam fenol® Toplam flavonoit®
D. pontica 2519 25,2 120,3+1,1 81,1+0,8

L. corniculatus 285,0 28,5 56,7+1,2 114,7+1,1

L. salicaria 225,0 22,5 157,1+0,9 18,1+1,5

M. sativa 194,5 19,5 26,7+1,1 199+1,4

P. reptans 266,0 26,6 91,3+1,1 97,1t+1,4

> = PPl 27,2 33,3+1,1 293+1,1

subsp. vernalis
amg GAE /g * standart sapma (n=3)
b mg RE /g + standart sapma (n=3)
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Tablo 3. Calisilan bitki ekstrelerinin Greaz inhibe edici ve antioksidan aktivite sonuglari.

Ureaz inhibe edici Antioksidan aktivite

Bitki aktivite? (%1S.S.b) DP'_)H - . LGS
(% inhibisyon + S.S.)¢ (mg GAE/g £S.S.) (mg GAE /g+S.S.)
D. pontica 29,2 £ 1, 1%**x* 89,2 £ 0,6**** 105,4 £ 3,2 108,0+5,9
L corniculatus 24,6 £ 0,4%*** 79,8 + 0,9%*** 50,3+4,8 48,7+ 1,8
L. salicaria 28,1+ 0, 2%**x* 89,6 £ 0,5**** 122,4+1,1 163,5+9,7
M. sativa 31,3 £1,1%%** 43,1 +£1,7%*** 18,3+2,9 15,9+0,9
P. reptans 26,1+ 0,6**** 89,4 £ 0,5**** 62,1+1,1 69,3+9,4

S. leucanthe'emlfollus 13,7 + 1.4 65,6 +0,7%%** 18,1+ 1,7 28,1+3,2
subsp. vernalis

Tiyotre? 100,0 + 0,0%*** ) ] )
ICso: 64,4 £ 0,9 UM
Gallik asit - 100,0 + 0,0**** - -
2100,0 pg/mL konsantrasyondaki % inhibisyon
bStandart sapma (n=3)
€ 1000 pg/mL konsantrasyondaki inhibisyon
d Standart Gireaz inhibitérd, 25 ug/mL konsantrasyonda

[*p < 0,05; ****p < 0,0001]

Ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin tespitinde DPPH, CUPRAC ve ABTS yontemleri kullaniimistir (Tablo 3).
Bunlardan DPPH, metanolde ¢6zlindliglinde 517 nm’de maksimum absorbansa sahip mor renkte ¢ozelti
meydana getiren oda sicakhginda kararl bir serbest radikaldir. Ancak bir antioksidan molekilin varliginda
indirgenerek mor rengini kaybeder.'® Calisilan ekstreler bu yontemde genel olarak kuvvetli antioksidan
aktiviteye sahip olup DPPH radikalini %43,1 ile %89,6 arasinda degisen oranlarda inhibe etmistir (Tablo 3).
Benzer sekilde ABTS yonteminde, mevcut ABTS radikal katyonunun antioksidan ile etkilesimi sonrasi 414, 417,
645, 734 veya 815 nm'deki maksimum absorbsiyonundaki azalma tespit edilir.l’ CUPRAC ydntemi ise,
kromojenik bis (neokuproin) bakir (Il) kompleksinin polifenoller gibi antioksidanlar tarafindan bakir(l)-
neokuproine indirgenmesiyle 450 nm’deki absorbanstaki artisin 6élciilmesine dayali bir ydontemdir.®
Bitkilerdeki flavonoitler, fenolik asitler, tanenler gibi fenolik bilesikler hidrojen donori olarak davranarak
DPPH, ABTS radikallerini ve bis (neokuproin) bakir (ll) kompleksini indirgeyebilmektedir. Dolayisiyla
bitkilerdeki fenol ve flavonoit icerigindeki artisla bakir (1) indirgenme antioksidan kapasitenin, DPPH ve ABTS
radikalini stiplriicu aktivite ile paralel olmasi beklenmektedir.'® ¥ 1 Bu calismada da daha disiik fenol ve
flavonoit igerigine sahip oldugu tespit edilen M. sativa ve S. leucanthemifolius subsp. vernalis’in, denenen
tim antioksidan aktivite tayini yontemlerinde dusik aktivite gdstermesi bunu tamamen destekler
niteliktedir. Diger bitkilerden hazirlanan ekstreler ise yine toplam fenol ve toplam flavonoit tayini sonuglari
ile uyumlu olarak uygulanan tim antioksidan aktivite tayini yontemlerinde oldukga yiliksek aktivite
gostermistir (Tablo 2 ve Tablo 3).

Yaptigimiz literatlr taramasi sonucunda bu arastirmaya dahil olan bitkilerin tireaz enzimi tGzerindeki etkisinin
incelendigi herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Ulkemizde ‘tibbi hevhulma’ olarak bilinen? L. salicaria,
iran ve Romanya gibi farkli iilkelerde geleneksel olarak gastrointestinal hastaliklar, dizanteri, diyare, bagirsak
iltihabi gibi rahatsizliklarda kullanilmaktadir.??2 Manayi ve arkadaslari, bu bilgiden hareketle bitkinin toprak
Ustl kisimlarindan hazirladiklari %80 metanol ekstresinin H. pylori’yi 17 mm inhibisyon zonu ile diisiik oranda
inhibe ettigini belirlemistir.?® Bizim arastirmamizda da bitkinin %80 etanol ekstresi %28 oraninda lireaz
enzimini inhibe etmistir (Tablo 3). Bu bulgular, L. salicaria bitkisinin H. pylori nedenli peptik Ulserde etkili
olabilecegini distindlirmekteyse de, daha ileri deneylere ihtiyag vardir. Manayi ve arkadaslarinin, antioksidan
aktivite test sonuclari (DPPH radikalini 13,5 pg/mL ICso degeriyle inhibe ederek E vitamininden kuvvetli radikal
sUpuriich aktivite gostermistir) da bu gorlist destekler niteliktedir. Arastiricilar hazirlanan ekstrenin toplam
fenol ve flavonoit icerigini de sirasiyla 331 ug GAE/mg ve 5,8 ug kersetin esdegeri/mg olarak hesaplamistir.
L. salicaria’dan hazirlanan farkl ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, toplam fenol ve flavonoit icerikleri baska
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arastirmacilar tarafindan da incelenmistir. 2020 yilinda Sreckovi¢ ve ark.’nin yaptiklari calismada yine ayni
bitkinin toprak Ustt kisimlarinin metanol ekstresinin toplam fenol icerigi 201,5 mg GAE/g, toplam flavonoit
icerigi ise 43,3 mg kersetin esdegeri/g olarak hesaplanmistir. Calismada DPPH ve ABTS yontemleri ile yapilan
antioksidan aktivite testlerinde ise inhibisyon degerleri (ICso) sirasiyla 15,7 ile 23,4 pg/mL olarak
bulunmustur.?* Benzer bir arastirmada ayni bitkinin toprak iistii kisimlarinin metanol ekstresinin toplam fenol
ve flavonoit icerikleri sirasiyla 311,8 mg GAE/g ve 346,6 mg katesol esdegeri/g olarak hesaplanmistir. Ayrica
200 pg/mL konsantrasyonda DPPH radikalini %96,2 oraninda inhibe ettigi belirtilmistir.?> lancu 2021 yilindaki
arastirmasinda, bitkinin toprak st kisimlarinin su ekstresinin toplam fenol igerigini %16,3 bulmus, 1 mg/mL
konsantrasyonda DPPH radikalini %92 oraninda inhibe ettigini belirtmistir.?® Bir bagka calismada ise yine ayni
bitkinin toprak Ustl kisimlarinin %80 metanol ekstresinin toplam fenol iceriginin 331 pg GAE/mg; toplam
flavonoit iceriginin ise 5,8 pg kersetin esdegeri/mg oldugu hesaplanmistir.?’” Lopez ve ark. toprak (st
kisimlarinin metanol ve su ekstrelerinin antioksidan aktivitesini DPPH testi ile arastirdiginda, metanol
ekstresinin 4,8 pg /mL ICso degeriyle butil hidroksi toluen (BHT) ve askorbik asitten yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu; su ekstresinin ise 22,5 pg/mL 1Cso degeriyle BHT ye yakin antioksidan aktivite
gosterdigini tespit etmistir.’® Goriilebilecegi gibi literatiirde L. salicaria tGizerinde oldukca fazla antioksidan
etki, toplam fenol/flavanoit icerigi hakkinda veri bulunmaktadir. Ancak bu c¢alismalarin gerek birbirleri ile
gerekse de bizim sonucglarimizla kiyaslandiginda (Tablo 2 ve Tablo 3) ortaya cikan farklarin deneysel
yontem/hesaplamalarda esas alinan referans madde farkliliklar, ekstraksiyon yéntemi, bitkinin toplama
zamani ve toplama bolgesindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi akla gelmektedir.

Ulkemizde "Resatin otu, siiriiniicii besparmak otu, biiyiik hastaliklar otu" adlari ile bilinen P. reptans’in
yapraklarindan hazirlanan inflizyon, Kayseri’'nin Pinarbasi ilcesinde mide agrisinda halk ilaci olarak
kullaniimaktadir.?® Halk arasindaki bu kullanimindan yola gikilarak bitkinin antitilserojenik aktivitesi daha énce
calisma grubumuz tarafindan arastiriimis olup yapraklarinin dekoksiyonunun 870 mg/kg dozda sicanlarda
ulser olusumunu %99,4 oraninda inhibe ettigi gérilmustir.? Simdiki arastirmamizda ise bitkinin toprak tsti
kisimlarinin %80'lik etanol ekstresinin %26 oraninda lireaz inhibisyonu gosterdigi belirlenmistir (Tablo 3). Bu
sonuglar bitkinin H. pylori’'nin lireaz enzimi Gzerinde de belirli bir etki gosterdigini, farkli mekanizmalarla
peptik Ulser Uzerinde etki gosterebilecegini ve peptik Ulser tedavisinde umut vaat eden bir halk ilaci
olabilecegini ortaya koymaktadir. Uysal ve arkadaslari da bitkinin antioksidan aktivitesinin yani sira, toplam
fenol ve flavonoit igeriklerini arastirmistir. Arastiricilar toprak Ustl kisimlarindan ayri ayri hazirlanan etil
asetat, metanol ekstreleri ve dekoksiyonun toplam fenolik iceriklerini sirasiyla 42,1, 111,6 ve 135,7 mg GAE/g
olarak hesaplamistir. Toplam flavonoit iceriklerinin ise yine ayni sira ile 25,1, 37,9 ve 30,5 mg RE/g oldugu
gorilmastir. S6z konusu ekstrelerin DPPH radikalini 119,5 ile 331,9 mg troloks esdegeri/g araliginda degisen
degerlerde inhibe ettigi anlasiimistir. ABTS testinde 2,1 ile 4,5 mg troloks esdegeri/g; CUPRAC testinde ise
263,3 ile 131,1 mg troloks esdegeri/g araliginda antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.3°
Calismada kullanilan referans maddelerin bizim kullandiklarimiz ile farkli olmasi, farkh sonuglarin baslica
nedenleri arasinda gorilebilir. Bununla birlikte polarite agisindan bizim ekstremize yakin olan metanol
ekstresinin toplam fenol icerik sonucu bizim bulgularimiza yakinken, toplam flavonoit iceriginin (Tablo 2)
farkh bulunmasinin nedeninin yine bu deneyde kullanilan tayin yontemindeki farkliliktan kaynaklanabilecegi
soylenebilir.

"Gazelboynuzu, boynuzlu yonca, yalanci bezelye" gibi farkli yerel adlari olan L. corniculatus’un toprak st
kisimlarinin Dogu Anadolu Bolgesi’nde mide agrisi, karin agrisi basta olmak tizere hemoroit, bobrek agrisi gibi
hastaliklarda halk ilaci olarak kullanildigi kayitiidir.3* Ureaz enzimi iizerinde tespit ettigimiz inhibisyonun
(%24,6) (Tablo 3), halk arasinda mide agrisindaki kullanimini desteklemekle birlikte yeterli olmadigi ve bu
konuda daha ileri arastirmalarin yapilmasinin gerekliligini ortaya koydugu aciktir. Bitkinin antioksidan
kapasitesi daha 6nce arastirilmis olup toprak Ustl kisimlarindan hazirlanan etilasetat, metanol ve su
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ekstresinin toplam fenolik icerigi sirasiyla 15,5, 19,9 ve 23,2 mg GAE/g; toplam flavonoit icerigi sirasiyla 17,5,
21,1 ve 16,2 mg RE/g olarak hesaplanmistir. DPPH testinde 17,1, 31,94 ve 56,84 mg troloks esdegeri/g
antioksidan aktiviteye sahip oldugu gorulmustir. ABTS testinde 96,4, 140,3 ve 306,1 mg troloks esdegeri/g;
CUPRAC testinde ise 69,8, 80,4 ve 77,8 mg troloks esdegeri/g antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir.3? Literatiirde sonuclarin hesaplanmasinda kullanilan referans maddelerin ayni olmamasi ve
dolayisiyla kullanilan yontemlerdeki farkliliklar basta olmak (izere yukarida deginilen diger hususlar da goz
online alindiginda, yontem acisindan gereken homojenlik bulunmadigindan s6z konusu literatirle kiyaslamak
uygun gorilmemistir.

M. sativa, yine peptik ilseri akla getiren hastaliklarda etnofarmakolojik kullanimi olan bitkiler arasindadir.333*
Calismamizda yer alan diger bitkilere gore daha yiksek tireaz inhibe edici aktivite gostermistir (%31,3) (Tablo
3). Bir diger calistigimiz bitki olan D. pontica da yine benzer diizeyde (%29,2) lireaz inhibisyonu géstermistir
(Tablo 3). Bununla birlikte bu bitkilerin H. pylori Gzerindeki etkileri ve muhtemel antililserojenik aktivitesi
farklh mekanizmalarla da arastirilmaldir.

Rize’den toplanan alti bitkinin (D. pontica, L. corniculatus, L. salicaria, M. sativa, P. reptans ve S.
leucanthemifolius subsp. vernalis) lreaz inhibe edici ve antioksidan aktivitesi, toplam fenol/flavonoit
iceriklerinin tespit edildigi bu ¢alismada, hazirlanan %80’lik etanol ekstrelerinin in vitro ydntemle Ureaz
enzimini genel olarak anlamli bir derecede inhibe ettigi ilk kez belirlenmistir. D. pontica, L. salicaria ve P.
reptans yliksek antioksidan aktivite, toplam fenol ve flavonoit icerikleri ile 6ne ¢ikmistir. Ekstre bazinda ele
alindiklarinda c¢ok kuvvetli Greaz inhibe edici aktivite gbzlenmese de, ekstrelerde aktiviteye neden olan bazi
bilesik veya bilesiklerin oldugu asikardir. Aktivitenin disiik olmasi, ekstre icinde yer alan aktif bilesik veya
bilesiklerin konsantrasyonunun cok disik olmasindan kaynaklanabilir. Biyoaktivite ile yonlendirilen
saflastirma gibi daha ileri calismalarla fraksiyonlamalar esnasinda, icerikteki bilesikler farkl fraksiyonlarda
yogunlasacagl i¢in bazi alt fraksiyonlarda ¢ok kuvvetli aktivite ve bu fraksiyonlardan ¢ok kuvvetli aktif bilesik
veya bilesikler izole edilebilir. Dolayisiyla 6ncelikle aktivitenin nispeten daha yiksek oldugu M. sativa, D.
pontica ve L. salicaria lzerinde en azindan birka¢ kademeyi kapsayacak iyi planlanmis biyoaktivite ile
yonlendirilen fraksiyonlama ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bilgi
Calismada ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir. Bu calisma XXIV. Bitkisel ilagc Hammaddeleri Toplantisi’nda
(2022, Ankara) poster olarak sunulmustur.
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