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Taxus species in different parts of the world prevent the formation of hepatoprotective,
anticoagulant, antiulcerogenic, anti-coagulant, antifungal and tumour cells. In this study, biological
activity studies were performed on the leaves, branches and fruits of the methanol extract of Taxus
baccata L. species collected from Sivash district of Usak province. The methanol extract of the
T.baccata species, the total amount of phenolic content of the sample was found to be 14.76 mg
GAEQ/1g dry sample in the highest leaves. In T.baccata methanol extract, the maximum amount of
flavonoid content was 0.468+mg QE/g dry sample. Antioxidant activity value as DPPH radical; %
inhibition value was found as 93.21%. Based on the results; It can be concluded that the leaves of
T.baccata have higher antioxidant activity than fruits and branches. Future studies need to explore
the chemical components contained in the T.baccata species to determine and investigate in further
detail.
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Usak ili’nden Toplanan Taxus baccata Tiiriiniin Metanol Ekstresinin Yaprak,
Dal ve Meyvesinde Biyolojik Aktivitenin Belirlenmesi
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Anahtar Kelimeler:
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Taxaceae

Usak

Diinyanin degisik bolgelerinde Taxus tiirlerinin pihtilagsmay1 Onleyici, karaciger koruyucu, anti-
iilserojenik, antifungal ve tiimor hiicrelerinin olusmasini ya da biiylimelerini onleyici dzellikleri
oldugu anlagilmistir. Bu galisma da Usak ili Sivasli ilgesinden toplanan Taxus baccata L. tiirliniin
metanol ekstresinin yaprak, dal ve meyvesinde biyolojik aktivite ¢aligmalar1 yapilmistir. T.baccata
tiiriiniin metanol ekstresinde, numunenin toplam fenolik igerik miktar1 en yiiksek yapraklarda 14,76
mg GAEQ/1g kuru 6rmek olarak bulunmusgtur. T.baccata metanol ekstresinde, toplam flavonoid
icerik miktar1 en yliksek yapraklarda 0,468+mg QE/g kuru numune olarak belirlenmistir. DPPH
radikali olarak antioksidan aktivite degeri; yaprakta % inhibisyon degeri %93,21 olarak
bulunmustur. Elde edilen bulgulara gére; T.baccata bitkisinin yapraklarinin meyve ve dallara
nazaran daha yiiksek antioksidan aktivite gdsterdigi soylenebilir. Ileri arastirmalarda T.baccata
tiirtiniin icerdigi kimyasal bilesenlerin belirlenmesinin ve daha detayli arastirtlmasinin gerekli
oldugu sonucuna varilmistir.
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Giris

Taxus cinsinden porsukgiller (Taxaceae) familyasina ait
igneli agag tiirlerine Porsuk denmektedir. 20 metreye kadar
boylanabilen bir aga¢ veya boylu ¢alidir. Govde kabugu
kirmizimsi kahverengi, yash fertlerde pul ve seritler halinde
ayrilir ve soyulur. Geng siirgiinler yesil, igne yapraklarin {ist
ylizli koyu yesil, altta yesil serit belirgin degildir. Karadeniz
Bolgesi'nde, Sultan Daglarinda, Kaz Daglarinda,
Amanoslarda, Akdeniz Kiy1 Ormanlarinda rastlanmaktadir
(Wani ve ark., 1971). Diinyadaki ve Tiirkiye’deki dogal
yayiligi ise Dogu Asya, Anadolu, Kuzey Afrika, Avrupa ve
Kuzey Amerika’y1 kapsamaktadir. Porsuklarmn (Taxus L.)
dogal olarak yetisen 8 tiirii bulunmaktadir. Ancak bu tiirlerin
arasindaki morfolojik farkliliklarin ¢ok az oldugu ileri
stiriilmektedir (Angin, 2001; Jovanovié, 1970). Tirkiye’de
yetisen dogal tiirii Taxus baccata L.’dir. Taxus tiirlerinin
yapisinda bulunan lignanlarin, steroidlerin, flavonoidlerin ve
fenolik bilesiklerin antibakteriyel, antifungal (Erdemoglu ve
ark., 2004; Krauze-Baranowska ve Wiwart, 2004), enzim
inhibitérii ve antioksidan aktivite (Kucukboyaci ve ark.,
2010), anti-iilserojenik (Gurbuz ve ark., 2004) ve kansere
karst (Yuan, 1998; Sadeghi-aliabadi ve ark., 2003; Emami
ve ark., 2005; Baji¢ ve ark., 2010; Kucukboyaci ve Sener,
2010) etkili oldugu yapilan calismalar neticesinde
anlagilmistir. Taxus yapraklar geleneksel tipta hamileligin
sonlandirilmasinda, astim ve sitma tedavilerinde
kullanilmistir  (Firinciahmetoglu, 2010). Erdemoglu ve
Sener (1999), yapmis olduklari ¢aligmada; Taksoliin, Taxus
brevifolia Nutt. (Taxaceae) kabuklarindan izole edilen
taksan tipi diterpenoit yapisinda kuvvetli bir antikanser
bilesik oldugunu belirlemislerdir. Taksol, Taxus cinsinin
diger tiirlerinde de bulunmaktadir. Dogal kaynaginda az
miktarda olmasi nedeniyle, taksol iiretimi igin alternatif
metotlarin  gelistirilmesi  gerekmektedir. Bu nedenle,
kompleks diterpenoit yapisindaki taksolii meydana getiren
biyosentez yollari iizerinde yogun ¢aligmalar yapilmaktadir
(Erdemoglu ve Sener, 1999). Farkli yiikseltilerden alinan
porsuk igne yapraklarinda yapilan ¢alisma sonucunda 29
bilesik tespit edilmistir. Bu bilegenlerden 7 tanesi teshis
edilmistir. Teshis edilen bilesikler Hex-2(E)-enol, Hexanal,
Hex-3(Z)-enol, Hexanol, Octanol, Octen-3-ol, Myrtenol’diir
(Firinciahmetoglu, 2010).

Bu caligmada Usak ilinin Sivasli ilgesinden toplanan T.
baccata tiiriiniin metanol ekstresinde biyolojik aktivitenin
arastirilmast amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bitki Materyalleri

Bu ¢alisgmada kullanilan T.baccata, Ekim 2017’de
Usak 1li, Sivash Tlcesi, Yeni Erice Koyii’niin 5 km
kuzeyinden toplanmistir.  Bitkinin toplanmasi ve
tanimlanmasi, Dr. M. Karcioglu tarafindan yapilmistir.
Bitki 6rnegi Usak Universitesi Herbaryumunda muhafaza
edilmistir. Yapraklar1 ve dallar1 oda sicakliginda on bes
gilin boyunca karanlik bir odada kurutuldu. Kurutulmus
yapraklar ve dallar, ekstraksiyondan 6nce 80-100 mikron
tane boyutunda dgiitiildii. Tiim deneylerde kullanilan tiim
kimyasallar analitik dereceydi. Tiim ¢ozeltileri filtrelemek
i¢in 0,45 um membranlar (Millipore, Bedford, MA, ABD)
kullanildz.

Kullanilan Kimyasallar

Tiim deneylerde kullanilan kimyasallar ve ¢oziiciiler
analitik safliktaydi. Kromatografik amaglar igin kullanilan
tiim kimyasallar HPLC safligindaydi. Tiim solventler 0.45
pm filtre (Millipore, Bedford, MA, ABD) kullanilarak
stiziildii. Galantamine hydrobromide, Gallic,
protocatechic, vanilic. Coffeic, syringic, rosmarinic acid ve
catechin standardi1 Sigma Chemical Co.’dan satin alind1.

Ultrasonik Destekli Bitki Ekstraksiyonu

Ultrasonik destekli ekstraksiyonu, 50 kHz frekansinda
Bandelin Sonorex marka ultrasonik banyo kullanilarak
gerceklestirildi. Incelenecek olan kurutulmus bitki
orneklerinin yaprak ve soganlarindan 1’er gr tartildi ve her
bir bitki 6rnegi ayr1 ayr1 30 mL %70 lik metanol ile 30 dk
ekstrakte edildi. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra
karisgm  Whatman marka beyaz bant filtre kagidi
kullanilarak filtre edildi ve analiz edilinceye kadar +4°C
buzdolabinda saklandi. Toplam fenolik madde, toplam
flavonoid madde ve antioksidan kapasite analizlerinde bu
ekstraktlar kullanildi.

Toplam Fenolik Madde Tayini

Ekstraktlardaki fenolik igerikler Elzaawely ve Tawata
tarafindan modifiye edilen Folin-Ciocalteu ydntemi
kullanilarak belirlenmistir (Elzaawely ve Tawata, 2012).
10 mL.lik tiiplere 7250 pL deiyonize su, 500 plLekstrakt,
250 pL Folin-Ciocalteu reagent eklenip karistirilip, 5 dk
karanlik ortamda bekletilmistir. Uzerine 2000 uL (%7,5)
Na,CO3; eklendikten sonra hacim 10 mL’ye tamamlandi ve
oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dk. inkiibasyona
birakilmistir. Inkubasyondan sonra &rneklerin Shumadzu
marka UV-1800 spektrofotometre cihazinda 765 nm dalga
boyunda absorbans degerleri Ol¢lilmistir. Gallik asit
standart olarak kullanildi ve sonuglar mg gallic asit
esdegeri (GAE)/1 g kuru agirlik (DW) olarak ifade edildi.

Toplam Flavonoid Madde Tayini

Ekstraktlardaki toplam flavonoid igerigi aliiminyum
kloriir kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir (Chang ve
ark., 2002). 10 mL’lik test tiipiine 50 pL ekstraktlarindan
alind1 ve tizerine 950 pl metanol eklendikten sonra 6400 Ml
deiyonize su ve daha sonra da 300 plL%5’lik NaNO;
¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi. Karigimin tizerine 300 uL
%10’luk AICI; ¢ozeltisi ilave edildi ve tekrar karigtirildi. 5
dakika inkiibasyonun ardindan 2000 pL. 1 M NaOH ¢dzeltisi
ilave edildi ve karistmin toplam hacmi 10 mL’ye
tamamlandi. Karisim 15 dk. inkiibasyona birakildi ve 510
nm’de Shumadzu marka UV-1800 spektrofotometre
cihazinda absorbans degeri dl¢iildii. Standart olarak catechin
kullanild1 ve toplam flavonoid igerigi kuru agirlik basina mg
catechin esdegeri olarak ifade edildi.

Antioksidan Aktivite Analizi

Ekstrenin antioksidan aktivitesi, daha &nce bazi
modifikasyonlarda tarif edildigi gibi 1,1-difenil-2-pikril-
hidrazil (DPPH) testi ile belirlendi (Villano ve ark., 2007).
Kisaca her ekstraktin 200 pL’si (100-500 pg/mL) 3,8 mL
DPPH soliisyonu ile karigtirildi ve karanlikta oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Karigimin absorbansi 517
nm’de Ol¢iilmistiir. Askorbik asit, pozitif kontrol olarak
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kullanildi. Numunenin DPPH radikalini giderme kabiliyeti
asagidaki formiillerle belirlenmistir:

D P P H (% inhibasyon): [(AKOntrol_AOrnek)/AKontrol] X 100

Axontrol kontroliin absorbansi ve Aomek test bilesiginin
absorbansidir.

%50 inhibisyon saglayan numune konsantrasyonu
(IC50), numunenin konsantrasyonlarma karsi inhibisyon
ylizdeleri ¢izilerek hesaplandi.

Bulgular

Toplam Fenolik Icerik Tayini

Bunun i¢in bes farkli konsantrasyonda Gallik Asit
standart soliisyonu (125, 250, 375, 500 ve 625 ppm)
hazirlanarak UV Spektrofotometre cihazinda absorbansi
Olgiildii. Gallik asit standart egrisi Sekil 1’de verilmistir.
Ekstraktlarin fenolik igerikleri Cizelge 1°de verilmistir.
Toplam fenolik igerik yapraklarda en yiiksek (14,76 mg
GAEQ/1 gr Numune) belirlenmisken, meyve
ekstraktlarinda en disiik olarak (3,55 mg GAEQ/1 gr
Numune) belirlenmistir.

Cizelge 1 Ekstraklarin toplam fenolik miktar
Table 1 Total phenolic content of extracts

Toplam Flavonoid Icerik Tayini

Bunun igin bes farkli konsantrasyonda Catechine
standart soliisyonu (50, 100, 150, 200 ve 250 ppm)
hazirlanarak UV Spektrofotometre cihazinda absorbansi
Olglildi.  Catechine standart egrisi  Sekil 2’de
gosterilmigtir.Ekstraktlarin  flavonoid igerikleri Cizelge
2’de verilmistir. Toplam flavonoid igerik yapraklarda en
yiiksek (0,468 mg GAEQ/1 gr Numune) belirlenmisken,
meyve ekstraktlarinda en diisiik olarak (0,109 mg GAEQ/1
gr Numune) belirlenmistir.

Antioksidan Aktivite Analizi

Bunun i¢in numune ekstraktlarin % inhibisyon
degerleri hesaplanmis ve Cizelge 3’de gosterilmistir.
Kontrol igin Askorbik asit standard: kullanildi. En yiiksek
%  inhibisyon  degerleri  yaprak ekstraktlarinda
belirlenmigken, en diisiik % inhibisyon degeri meyve
ekstraktlarinda belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan
Askorbik asitin % inhibisyon degeri %96,82 olarak
belirlenmis, yaprak ekstraktlarinin % inhibisyon degeri
%93,21 olarak belirlenmistir.

Numune | Absorbansl  Absorbans2  Absorbans3  Ortalama TPC ppm  TPC mg GA EQ/ 1 gr Numune
Dal 1,977 2,002 1,900 1,960 357,50 10,73
Yaprak 2,689 2,720 2,687 2,699 491,87 14,76
Meyve 0,643 0,651 0,639 0,644 118,35 3,55

Cizelge 2 Ekstraktlarin toplam flavonoid miktarlar
Table 2 Total flavonoid amounts of extracts

Numune | Absorbansl Absorbans2  Absorbans3 Ortalama TFCppm  TFC mg CATECEQ/1 gr Numune
Dal 0,133 0,127 0,129 0,130 5,60 0,168
Yaprak 0,183 0,184 0,184 0,184 15,60 0,468
Meyve 0,119 0,118 0,120 0,119 3,63 0,109
Cizelge 3 Ekstraktlarin DPPH degerleri
Table 3 DPPH values of extracts
Numune Absorbansl Absorbans2 Absorbans3 Ortalama Absorbans % Inhibisyon
Dal 0,094 0,100 0,099 0,098 91,12
Yaprak 0,071 0,075 0,078 0,075 93,21
Meyve 0,606 0,616 0,621 0,614 44,15
Askorbik Asit 0,035 0,036 0,034 0,035 96,82
Kontrol 1,100
4 Gallik Asit Standardi Egrisi
3,5 =
3 —
A
2 25
—
s 2 — y = 0,0055x - 0,0066
8 15 ’/ R2=10-0000
-2 ’1 4/ i
0’5 /
0
0 100 200 300 400 500 600 700

Konsantrasyon mg/L

Sekil 1 Gallik asit standartt1 egrisi
Figure 1 Gallic acid standard curve
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Catechine Standardi1 Egrisi
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Sekil 2 Catechine standart egrisi
Figure 2 Catechine standard curve

Tartisma ve Sonug¢

Organizmanin serbest radikallere ve onlarn toksik
etkilerine karst kendini korumak i¢in kullandig1 savunma
mekanizmasina antioksidan sistem denilir. Bunlar hiicre i¢i
ve disinda, enzim ve nonenzim ajanlardan olugsmaktadir
(Fridovich, 1976; Sevindik, 2018a; Sevindik ve ark.,
2018). Bu antioksidan ajanlar viicutta sentezlenebildigi
gibi diyetle disaridan da alinabilirler. Sistem metabolik
siireglerde iretilen endojen antioksidanlar ve disaridan
alman ekzojen antioksidan maddelerle galisir (Giilgin,
2009; Sevindik, 2018b).

Fitokimyasallar, kendisi besin olmayan, besin gibi
yarar ve iglevlere sahip olan fonksiyonel, diizenleyici,
tibben faydali, bitkisel kaynakli biyolojik aktif bilesiklere
denilir. Temel islevleri arasinda; serbest radikalleri tutmak,
inaktif hale getirmek, immiin sistemi uyarmak,
detoksifikasyonda yer alan enzimleri aktive etmek, hormon
metabolizmasint regiile etmek, seliller ve interseliiler
ortamda antibakteriyel ve antiviral etkileri diizenlemek
apopitozla ilgili gen ekspresyonunda yer almak gibi
faaliyetlerde bulunurlar. (Aksoy, 2007; Diindar, 2001;
Sevindik ve ark., 2017).

Fenoller, hidroksil gruplari icerdikleri i¢in radikalleri
yok etme kabiliyetine sahip bilesiklerdir. Bu énemli bitki
bilesenleri, hidrojen atomlarini hidroksil gruplarindan
radikallere birakirlar ve stabil fenoksil radikallerini
olustururlar. Bu nedenle, antioksidan aktivitesinde 6nemli
bir rol oynarlar. Bunun igin, bitki ekstraktlarinin
antioksidan kapasitesini belirlemek igin fenolik bilesiklerin
miktarinin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir.

Asirt serbest radikal olusumu hiicresel hasara neden
olmus ve insanlarda ateroskleroz, miyokard enfarktiisii,
kanser ve norodejeneratif bozukluklar gibi birgok islev
bozukluguna neden olmustur (Pehlivan ve Sevindik, 2018;
Mohammed ve ark., 2018) Ancak, dogal antioksidan
bilesikler, hiicrelerde serbest radikal olusumunu onarmak
ve cesitli kronik hastaliklar1 yonetmek icin faydalidir.
Antioksidan testler son derece spesifik, sicakliga ve
inkiibasyon siiresine duyarlidir. Ayrica, numunenin
fizyokimyasal 6zellikleri, antioksidan 6zelliklerin analizi
icin ¢ok onemlidir.

Literatiirde T. baccata tiiriiniin antioksidan aktivitesi
hakkinda ¢ok az veri varken, T.baccata'dan tiiretilen
bilesenlerin antioksidan ve diger biyolojik aktivitelerini
iceren verilerin fazlalig1 dikkat c¢ekicidir.

Milena ve arkadaglar,T.baccata tiiriiniin tohum ve
yapraklarinda antioksidan ve antikanser aktiviteyi

incelemisler, toplam fenolik igerigi 8,23 ile 210,01 mg
Ga/g arasinda, antioksidan aktiviteyi; IC50 degerini 25,24
ile 533,66 pg/mL arasinda bulmusglardir (Milutinovi¢ ve
ark., 2015). T. baccata tiiriiniin yapraklarnin giicli
antioksidan kapasite gosterdigini savunmuslardir. Bu
caligmada da yapraklardaki antioksidan etkinlik, kabuk ve
dallara gore daha yiiksek olarak bulunup literatiirle
uyumluluk géstermektedir.

Igne yaprakl1 agag tiirleri iizerine yapilan bir ¢aligmada
(Abies bornmulleriana, Picea pungens, Juniperus
communis, Cedrus libani, T. baccata, and Cupressus
sempervirens var. horizantalis) antioksidan etkinlik
arastirtlmigtir. Calisma sonucunda T.baccata tiiriiniin,
antioksidan aktiviteye katkida bulunabilecek fenol
icerigine sahip oldugunu belirlenmistir (Senol ve ark.,
2015).

20 Tibbi bitkinin metanol ekstraktlarinda in vitro
antioksidan aktiviteleri iizerine yapilan bir diger ¢caligmada
ise, T.baccata tiiriiniin yapraginin toplam fenolik igerigi
69,96+2,73mg GAEQ/lg kuru ornek olarak, DPPH
radikalini yakalama kapasitesi 5,46+0,20 mg/mL olarak
bildirilmistir. Ayrica ¢alisilan bitkilerden T. baccata ve
Syzygium cumini tiirlerinin antioksidan aktivitelerinin
yiiksek oldugu belirlenmistir (Guleria ve ark., 2013).
Yaptigimiz ¢alismada ise T.baccata tiriiniin yaprak
ekstrelerinin DPPH radikalini siipiirticii aktivitesinin %
inhibisyon degeri %93,21 olarak belirlenmistir. Ayrica
kullanilan standart olan Askorbik asit i¢in % inhibisyon
degeri 96,82 olarak belirlenmistir. Yaprak numunesinin
degerlerinin giiglii bir antioksidan olan askorbik asit
degerlerine yakin ¢ikmasi tiiriin yaprak kisminin, meyve ve
dallarina gore daha giiglii antioksidan etkinlige sahip
oldugunu géstermektedir.

T.baccata tiirii igerisinde ariciresinol, taxiresinol, 3'-
demetilizolariciresinol-9'-hidroksiizopropileter,
isolariciresinol ve 3-demethylisolariciresinol lignanlari
kromatografik yontemler kullanilarak belirlenmistir.
Lignanlarin 6zellikle anti-enflamatuar, antinosiseptif, anti-
alerjik, antifungal ve enzim inhibe edici 6zelliklere sahip
oldugu arastiricilar  tarafindan  tespit  edilmistir.
(Kucukboyaci ve Sener, 2010).

Taxus cuspidata tiiriiniin fenolik bilesenleri izole
edilerek antioksidan potansiyelleri arastirilmistir. Yapilan
calisma sonucunda polifenollerin yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Veselova ve ark., 2007).
Ayrica 13 tibbi bitkinin tohum ekstrelerinin antioksidan
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aktivitelerinin belirlendigi diger bir ¢aliymada ise T.
cuspidata tiirtinin  toplam flavonoid ve polifenol
aktiviteleri yiiksek olarak belirlenmistir (Jeong ve ark.,
2007).

Yaptigimiz  ¢alismada T. baccata  bitkisinin
yapraklarinda  diisiik  diizeyde flavonoid igerik
belirlenmistir. Buna karsilik 6nemli miktarda fenolik igerik
tespit edilmis ve antioksidan Ozellik gosterdigi
belirlenmigtir. Daha 6nce yapilan ¢caligmalar baz alinarak
yiiksek antioksidan ve antikanser 6zellige sahip taksol de
yaptigimiz ¢calismada kullanilan materyalde belirlenmistir.

Sonu¢ olarak T. baccata bitkisinin farmakolojik
dizaynlarda dogal kaynak olarak kullanilabilecegi
belirlenmistir.
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