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MAKALE TARIHI Ozet: Diinya genelinde, Ephedra bitkisi geleneksel alternatif tipta kullanilan en eski
Alinan tarih: 27 Aralik 2024 sifali bi.tkilerdenv birid.i.r. Tibbi (;e§ijqer,.soguk 21.1g.|n1|§|, brongiyal astim, éksUqu,
ates, grip, bas agrisi, 6dem ve alerjilerin tedavisinde uyarici ve astim karsiti ajan
Kabul tarihi: 3 AGustos 202 yjarak kullanilir. Calismamizda, Ephedra cinsine ait Ephedra major ve Ephedra
equisetina tirlerinin 6n fitokimyasal bilesimini belirlemek ve bunlarin antioksidan
ANAHTAR KELIMELER ile DNA koruyucu aktivitelerini belirlemek amagclandi. Ephedra major'un
flavonoidler ve tanenler gibi bilesenler icerdigi bilinir ve orta diizeyde efedrin
igerigi vardir ve geleneksel olarak solunum yolu hastaliklarmin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ote yandan Ephedra equisetina, daha yiiksek efedrin ve diger
biyoaktif bilesikler igerir ve geleneksel tipta astim, bronsit ve alerjik reaksiyonlarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Calisma bulgularina baktigimizda, her iki bitki
Fitokimyasal analiz. tirinin toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar her iki testte de yakmn
seviyelerde belirlenmis ve fenolik ve flavonoid maddeler igerdigi, antioksidan
aktivite ve DNA koruma etkisi oldugu goriilmistir. Ayrica, ortamda Fenton
varolusunda 0,5 mg/mL konsantrasyonda DNA koruma etkisi oldugu
gozlemlenmistir.
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1. GIRIS

Bitki tiirleri, biyoaktif bilesiklerin degerli kaynaklaridir. Giinlimiizde, gida, kozmetik ve ilag
tireticileri tarafindan yiiksek talep goriilmiis dogal triinlerin kullanimina yonelik artan bir
egilim gozlemlenmektedir; ¢linkli bitki 6zlerinde bulunan fitokimyasallar genellikle diistik
toksisite gosterir ve mikromolar konsantrasyonlarda etkilidir (Gonzalez-Juarez ve ark., 2020).
Ayrica, birgok bitki diinya genelinde geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu bitkiler arasinda, Ephedra cinsi (Ephedraceae familyasinda)
insanlik tarafindan bilinen en eski sifali bitkilerden biridir (Hollander ve ark., 2010).
Ephedraceae familyasi, diinya ¢apinda yaklasik 50 tiirden olusan tek bir cins olan Ephedra
spp..'ye sahiptir (Mellado ve ark., 2019; Dousari ve ark., 2022). Ephedraceae familyasi, 1liman
ve subtropikal bolgelere 6zgelidir
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Asya, Avrupa, Orta ve Kuzey Amerika bolgeleri (Elhadef ve ark., 2020). Ephedra cinsinin farkl
tiirlerinde en az 247 farkli kimyasal bilesik bulunmustur; bunlar arasinda ¢ok ¢esitli alkaloid ve
alkaloid olmayan cesitli alkaloid bulunmustur. (Osmik ve digerleri, 2024). Bitki, efedrin,
pseudoefedrin, norefedrin ve metilefedrin gibi alkaloidlerin karisimina sahiptir (Ibragic &
Sofi¢, 2015; Hung ve ark., 2021). Ephedra , Cin'de birkag bin yildir tibbi amagclarla kullanilan
bir c¢ali bitkisidir (Dewick ve ark., 2002). Birgok Ephedra tiiriiniin tiim bitkisini veya hava
kisimlarini igerir . Bu bitkilerin tibbi ve terapotik etkileri, efedrin, psddoefedrin, norefedrin ve
metilefedrin gibi alkaloidlerle iliskilidir ve ayrica tanen ve flavonoidler igerir (Dousari ve ark.,
2022). Farmakolojik ve toksikolojik etkiler, bireysel efedrin alkaloid tipine, enantiomerik
formuna ve reseptor baglanma ozelliklerine baghdir. Efedrin, kalp atis hizim1 uyarir, kan
basincini artirir, bronkodilatasyonu tesvik eder ve adrenerjik reseptorlere baglanarak merkezi
sinir sistemi (MSS) tizerinde belirgin etkiler yaratir. Pseudoefedrine benzer sekilde calisir,
ancak daha az CNS etkisi gosterir (Ibragic & Sofi¢, 2015). MSS iizerinde uyarict etkisi olan
birgok bitki, katekolaminerjik etkileri artirabilen ve/veya adrenoreseptorler iizerinde etkili
olabilen feniletilamin veya ksantin yapilar1 iceren maddeleri sentezler (Carlini ve ark., 2003).
Gecmiste, efedrin alkaloidleri astim, burun tikanikligi, omurga anestezisinden kaynaklanan
hipotansiyon ve idrar kacirma gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve/veya profilaksisinde
kullanilmistir (Ibragic & Sofi¢, 2015). Ayrica, Ephedra cinsine ait bitkilerde alkaloidler
(amfetamin tipi, imidazol, kinolin, pirrolidin ve digerleri), flavonoidler (flavonoller,
dihidroflavonol, flavanon, flavonoller, flavonollar, antosiyanin), taninler (proantosiyanidinlerin
dimmer, trimmer ve tetramerleri), lignanlar, naftalinler, esterler, terpenoidler, fenolik asitler ve
kinonlar gibi ¢esitli ikincil metabolitler rapor edilmistir. Ancak, baz1 Ephedra tiirleri anti-
inflamatuar, antiviral, hepatoprotektif, antibakteriyel ve antifungal aktivitelerin yani sira
antikanser etkilerine sahiptir (Zhang ve ark., 2018; Mellado ve ark., 2019; Zhu ve ark., 2023).

Calismalara bakilirken, ¢esitli Efedra tiirlerinin tibbi ve terapotik Ozellikleri farmakolojik
arastirmalarla degerlendirildi. Bu ¢alismanin amaci, Tiirkiye'de yetisen ana konak tiirii olan
Ephedra ve Kazakistan'da endemik olarak biiyliyen Ephedra equisetina Bunge tiirlerindeki
bilesik icerigini c¢esitli fitokimyasal analizlerle belirlemek ve DNA koruma faaliyetlerini
incelemekti.

2. YONTEM

2.1. Bitkisel Malzemeler ve Ekstraksiyon Siireci

Ephedra equisetina: Kazakistan, Almati, Kungei Alatau (Kolsai) N 42°59'43,1" D 78°19'36,7".
Ephedra major: Tirkiye, Van, Giirpinar, Tagdondiiren koyli yol kenarlar1t N 38°16'59" E
43°48'52,90". Dr. Murat Unal her iki tiirii de tammlamustir. Bitki 6rnekleri kurutulup ezilerek
cikarildi. 350 mL metanol yaklasik 7 g maddeyle birlestirilerek ekstrakt olusturuldu ve ekstrakt
oda sicakliginda ve karanlikta saklanarak 10 giin boyunca manyetik olarak karistirildi. Cozelti
daha sonra filtre kagidi kullanilarak filtrelendi. Metanol, bir evaporatdr cihazi kullanilarak
buharlastirildi. Ortaya ¢ikan 6rnekler su adreste korundu

-40°C kullanilana kadar.

2.2. Reaktifler

Folin-Ciocalteu Reaktifi, Sodyum karbonat (Na2CO3), Gallik asit, Quercetin, Trolox, Sodyum
nitrit (NaNO.), Aliiminyum kloriir (AICI3), Sodyum hidroksit (NaOH), CuCl,, etanolik
neocuprine, Amonyum asetat, Sodyum asetat, FeCl3, DPPH, Etanol, Metanol, pPBR322 plazmid
DNA, askorbik asit, FeCls, Hidrojen peroksit. Kullanilan tiim kimyasallar Sigma Aldrich
tarafindan temin ediliyordu.

2.3. Ekstraktlarin Hazirlanmasi ve Biyokimyasal Analizler

Kuru bitki 6rnekleri ezildi. 4 gram 6rnek, 350 rpm'de doner bir silkeleyicide 40 mL metanol
kullanilarak 3 giin boyunca karistirildi. 5000 devirde 10 dakika santrifiij yaptiktan sonra
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0,45 um membran filtresinden gecerek, taretli siselere siiziildii. Daha sonra, ¢6ziicii 40°C'de bir
evaporator yardimiyla buharlastirildi.  Ekstraktlar %1 DMSO ile 1 mg/mL konsantrasyonda
¢Oziindiiriildii ve daha ileri analiz i¢in kullanildi.

2.3.1. Toplam fenolik madde miktar

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi, Folin-Ciocalteu reaktifinin indirgenmesiyle
olusan mavi rengin emilimi Olciilerek yapilir (Slinkard & Singleton, 1977). Olusan renk
yogunlugu, fenolik madde konsantrasyonuyla dogrudan orantilidir. Bdylece, analiz edilen
ornekteki toplam fenolik madde miktar1 hesaplanir. Bu yontemde, 0,5 N Folin-Ciocalteu reaktifi
ve %10 konsantrasyon Naxcos hazirlanir. 1 g bitki 6zlerini 46 ml damitilmis suda ¢6ziip 1 ml
Folin-Ciocalteu reaktifi ekleyin. Ug¢ dakika sonra iyice birlestirin. 3 ml %10 sodyum karbonat
(Na2CO3) eklenin ve karigimin periyodik ¢alkalanmayla 1 saat beklemesine izin verin, ardindan
760 nm dalga boyunda emilimi 6l¢iin (Singleton & Rossi, 1965). Fenolik bilesik gallik asit
standart tablonun hazirlanmasinda kullanilir. Metanol i¢indeki farkli gallik asit
konsantrasyonlar1 (10.0-8.0-6.0-4.0-2.0-1.0-0.5-0.25-0.1 mg/mL) hazirlandi ve emilimleri
okundu. Sogurma ile konsantrasyon arasindaki bir grafik ¢izildi. Grafige gore, 6rneklerin toplam
fenolik madde miktar1 Gallik asit esdegeri olarak belirlenmistir.

2.3.2. Toplam flavonoid igerigi

Toplam flavonoid miktarinin belirlenmesinde, flavonoid miktarinin konsantrasyonuyla dogrudan
orantili olarak pembe renk olusumu gozlemlenir. Bdylece, analiz edilen 6rnekteki toplam
flavonoid miktar1 hesaplanir. Bu yontemde, ekstraktlarin 1 g1 1,5 mL etil alkolde ¢dziiniir,
ardindan esdeger miktarda AICl; (100 mL metanolde %10) eklenmistir. Orneklerin emilimi 15
dakikalik kulugkadan sonra 510 nm olarak okundu.

Quercetin standart grafigin hazirlanmasinda kullanilir. Metanol igindeki farkli quercetin
standard1 konsantrasyonlar1 (1-2.5-5.0-10.0-20.0-40.0 mg/mL) hazirlanmis ve absorbanslari
okunmustur. Konsantrasyona karsi sogurma grafigi ¢izildi. Cizilen grafige gore, 6rneklerin
toplam flavonoid miktar1 quercetin esdegeri olarak belirlenmistir (Park ve ark., 2008).

2.3.3. DPPH yontemiyle antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Benvenuti ve ark. tarafindan 6nerilen yontem. (2004), DPPH yontemiyle antioksidan aktivite
belirlemek i¢in kullanilmistir. Yontem, DPPH radikalinin 517 nm dalga boyunda
inhibisyonundan kaynaklanan renk azalmasini 6l¢meye dayanir. Numunenin 10 pL'sine 140 pL
etanol eklendi ve 50 uL. 1 mM DPPH radikali eklenerek oda sicakliginda karanlikta 15 dakika
kulugka edildi. Orneklerin absorbans degerleri, 517 nm dalga boyunda bir UV-Vis
Spektrofotometre ile kaydedildi.

Etanollii farkl1 Trolox konsantrasyonlari (0.2-0.5-1.0-2.0-4.0 mg/mL) standart olarak hazirlandi,
sogurma degerleri kaydedildi ve sogurma ile konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Grafige gore,
orneklerin antioksidan aktivitesi Trolox esdegeri olarak belirlenmistir.

2.3.4. CUPRAC yontemiyle antioksidan aktivitenin belirlenmesi

CUPRAC yontemiyle antioksidan aktivitenin belirlenmesi, Cu+2 iyonlar1 indirgenmesi ilkesine
dayanir. Konsantrasyon miktarlari, Apak ve digerlerinin yontemine gore degistirildi. (2007).
Bu yontemde, 0,015 M etanolik neokuproin etanolde ¢6ziildii. 0,02 M CuCI2 ve 2 M Amonyum
asetat tamponu saf suda ¢oziindii ve tampon pH 6,5'e ayarlandi. Etanol ile Trolox'un farkli
konsantrasyonlari (9.0-6.0-3.0-1.8-1.4-1.0-0.6-

0,3 mg/mL) standart olarak hazirlandi ve 1/2 saat sonra sogurma degerleri kaydedildi (A450)
ve sogukkans ile konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Grafige gore, 6rneklerin antioksidan aktivitesi
Trolox esdegeri olarak belirlenmistir.
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2.3.5. Orneklerin DNA koruma etkinligi

Bitki 6zlerinin pBR322 (Termo Bilim) plazmid DNA's1 {izerinde koruyucu etkisi olup olmadigi
arastirildi. Orneklerin DNA korumast ve DNA kirilmasi etkileri, Akkemik ve ark. yontemine
gore belirlendi. (2022). Kisaca, bitki 6zleri metanol (%10) ve su (%90) karisimindan olusan bir
¢Ozeltide hazirlanmistir. Her bitki i¢in iki farkli ekstrakt konsantrasyonu (0,5 mg/mL ve 1
mg/mL) uyguland1 ve deneysel tasarim i¢in negatif (sadece plazmid DNA) ve pozitif kontrol
(Fenton + plazmid DNA) gruplar1 olusturuldu. Inkubasyon reaksiyonu karisimlari, 3 pL pBR322
plazmid DNA's1, 5 pL Fenton ¢ozeltisi (30 mM Hz02, 50 mM askorbin asit ve 80 mM FeCls) ve

5 pL bitki 6zlerinden (0,5 mg/mL ve 1 mg/mL) olusuyordu; toplam hacim damitilmis su
kullanilarak 20 pL'ye ayarlandi. Karigim daha sonra 37°C'de 30 dakika kulugka altina alindi.
Inkubasyon sonrasi, 5 uL 6x yiiklemeli boya reaksiyon karisimina eklendi. 10 uL karigim
cikarild1 ve etidiyum bromid ile boyanmis %0,8 agaroz jel iizerine uygulandi. Agararoz jeli
100 voltta 60 dakika elektrofore edildi. Jel goriinti, jel goriintiileme cihazi kullanilarak cekildi.

3. SONUCLAR VE TARTISMA
3.1. Ephedra equisetina ve Ephedra major i¢in toplam fenolik ve toplam flavonoid igerigi

Bitkilerden elde edilen flavonoidler ve fenolikler gibi fitokimyasallarin bir¢ok hastalik iizerinde
olumlu etkileri oldugu bildirilmistir (Kumar & Goel, 2019; Sankaranarayanan ve ark., 2019).
Fitokimyasal agisindan zengin bitkilere olan 6énem ve ilgi, sadece tibbi ve ila¢ endiistrilerinde
degil, ayn1 zamanda kozmetik, i¢ecek, boya ve gida sektorlerinde de her gegen giin artmaktadir.
Ephedra cinsi geleneksel tipta yaygin olarak kullanilsa da, efedrin igerigi nedeniyle potansiyel
yan etkiler ve bagimlilik riskleri tagir (Osmic ve ark., 2024). Bu nedenle, modern tipta kontrollii
ve dikkatli bir sekilde kullamilmalidir. Farmakolojik aktivite potansiyeli ile bitki 6zlerinin
fitokimyasal bilesimi arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak dnemlidir.

Literatiir, Ephedra sp.'nin toplam polifenol, toplam flavonoid ve toplam antosiyanin icerigini
Olcen calismalarin  standart bilesikler olarak gallik asit ve siyanidin-3-lukosid (krizantemin,
12) kullandigini, quercetin veya katekin esdegeri olarak ifade edildigini gostermektedir. Ephedra
tiirlerinin ana bilesenlerinin yaklasik %0,29 'u flavonoidler, flavanoller, dihidroflavonoller,
dihidroflavonoidler, flavonoller ve antosiyaninlerden olusuyordu. (Elhadef ve ark., 2020;
Shuang-Man ve ark., 2020; Dousari ve ark., 2022). Ephedra tiirleriyle yapilan baska bir
caligmada ise en yiiksek alkaloid igerigi E. equisetina'da bulundu (Chen ve ark., 2019).

Orneklerin toplam fenolik miktar1, Tablo 1'de gosterildigi gibi Gallik asit olarak belirlenmistir.
Gallik asit kullanilarak olusturulan standart grafik Sekil 1'de gdsterilmistir. Orneklerin toplam
flavonoid miktari, Tablo 1'de gdsterildigi gibi Quercetin cinsinden belirlenmistir. Quercetin
kullanilarak olusturulan standart grafik Sekil 2'de gosterilmistir. Tablo 1'e gore flavonoid
miktarina bakildiginda, E. major tiriniin E. equisetina tiiriinden daha yiiksek oldugu
belirlendi. Yine, Tablo 1'e bakildiginda, E. equisetina bitkisinin E. major'dan daha yiiksek
fenolik madde miktarina sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 1. Orneklerin toplam fenolik ve flavonoid madde miktari.

TPC TFC
mg GAE/mL mg QE/mL
Ephedra equisetina 0.262 = 0.009 0.184 = 0.007
Ephedra major 0.248 £ 0.010 0.185+0.014
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Sekil 2. Quercetin standart tablosu.

3.2. Ephedra equisetina ve Ephedra ana érneklerinin antioksidan aktivitesi

Bitkiler, dogal antioksidanlarin ana kaynagidir. Bitkiler, igeriklerinde bulunan fenolik asitler,
flavonoidler, terpenler, vitaminler ve azotlu bilesiklerle gii¢lii antioksidan potansiyeline
sahiptir. Bu antioksidan bilesenlerin etkilerini degerlendirmek i¢in g¢esitli yoOntemler
gelistirilmistir ve DNA koruma faaliyetleri ortaya ¢ikmaya baslamistir (Zheng ve ark., 2023).

Orneklerin DPPH ve CUPRAC antioksidan aktiviteleri, Tablo 2'de gdsterildigi gibi Trolox
cinsinden belirlenmistir. Trolox kullanilarak olusturulan standart grafik Sekil 3'te gosterilmistir.
Tablo 2 , DPPH ve CUPRAC antioksidan aktivitelerinin E. equisetina'da E. major'a gére daha
yiiksek oldugunu gostermektedir.

Tablo 2. Orneklerin antioksidan aktivitesi.

DPPH CUPRAC

mg TE/mL mg TE/mL
Ephedra equisetina 0.498 = 0.031 2.718 £0.128
Ephedra major 0.457 £0.008 2.657 £0.269
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Sekil 3. Trolox standart tablosu.

3.3. Ephedra equisetina ve Ephedra ana o6rneklerinin DNA Koruma Etkinligi

DNA hidrojen peroksite (H202) maruz kaldiginda, acik uglu DNA kirilmasina ve DNA
kirilmalarina (kromatid ve kromozom kirilmasi) neden olur. Genetik bozukluklar, DNA
zincirindeki kopuklar sonucu ortaya ¢ikabilir. Geri dondiiriilemez DNA hasar1 kanser, yaglanma
ve diger dejeneratif hastaliklara yol acabilir (Tao ve ark., 2003). Bu nedenle, bitkilerin
farmakolojik olarak aktif maddelerinin DNA korumasi iizerindeki etkilerini arastirmak son
derece onemlidir. Literatlirde E. equisetina ve E. major'un genetik materyali nasil etkiledigine
dair bir ¢alisma bulunmadigindan, DNA koruyucu aktivite incelenmistir.

Form I

Form Il

Form |

Sekil 4. DNA koruma jel goriintiisi.

Not: 1-2) Ephedra equisetina (1-0.5 mg/mL), 3-4) Ephedra major (1-0.5 mg/mL), 5-6) Ephedra equisetina (1-
0.5 mg/mL) + Fenton, 7-8) Ephedra major (1-0.5 mg/mL) + Fenton, 9) Negatif kontrol (Fenton olmadan), 10)
Pozitif kontrol (Fenton ile).

E. equisetina ve E. major ekstraktlarinin plazmid pBR322 DNA'sina Fenton reaksiyonuna karsi
koruyucu/béliinme etkisi agaroz jel elektroforezi kullanilarak incelenmistir (bkz. Sekil 4).
pBR322 plazmid DNA's1, agaroz jelinde Form I ve Form II olarak galigir. Ancak, Fenton
reaksiyonu ile H202 ve Fe(Il) veya Fe(IlI) ile olusan hidroksil radikali (OH-) plazmid DNA's1
tarafindan zarar gordiigiinde, ortaya ¢ikan olusumlar (Form I siiperhelikal; Form IT gevsek, Form
IIT dogru) agaroz jelinde farkli yiiriiylis hizlarina sahiptir. Form III, hasardan sonra olusan ¢ift
zincirli kirmalari temsil eder, bu nedenle dogrusal formu olusturur ve agaroz jelinde Form I ile
Form II arasinda bulunur (Zhao ve ark., 2005). DNA hasari, siiper sarilmis DNA formlarinin
azalmasi veya oksidatif saldiridan sonra gevseklesmis veya dogrusal DNA formlarinin
artmasiyla karakterize edilir.
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DNA Jel goriintiisii 1-4 kuyularinda incelendiginde, E. equisetina ve E. major ekstraktlarmin
DNA hasarina neden olmadig1 ve negatif kontrol kuyu no. 9'a benzedigi goriillmektedir. Fenton
iceren kuyulara baktigimizda, pozitif 10 numarali kuyuda goriillen Form III 5-8 numarali
kuyularda tespit edilmedi. Bu, E. equisetina ve E. major ekstraktlarinin Fenton reaksiyonu ile
olusan dogrusal DNA formunun olusumunu engelledigini ve boylece DNA hasarinin olusmasini
onledigini gosterir. 5 ve 7. kuyularda, Fenton varliginda 1 mg/ml ekstraktin plazmid DNA'sinin
kuyudan ¢ikmasina izin vermedigi, jelin i¢inde daha diisiik konsantrasyonlarda yiirlimenin daha
kolay oldugu ve koruyucu etkinin daha diisiik konsantrasyonlarda devam ettigi gosterilmistir.

4. SONUC

Ephedra tiirlerinin hem geleneksel hem de modern tibbi uygulamalarda etkinlik ve giivenlik
agisindan bilingli kullanimini saglamak igin, bu bitkilerin fitokimyasal icerigini anlamak biiyiik
Ooneme sahiptir. Bu baglamda, calismamizin amact Ephedra equisetina ve Ephedra majorun 6n
fitokimyasal bilesimini belirlemek ve DNA koruyucu aktivitelerini belirlemekti. Bu yonde
yapilan analizler sonucunda, Ephedra cinsine ait her iki tiiriin fenolik ve flavonoid maddeler
icerdigi, antioksidan aktivite ve DNA koruma etkisine sahip oldugu goriilmiistiir. Ephedra
tirlerinin fitokimyasal profili ve DNA koruyucu etkisi , bu bitkilerin geleneksel tip
uygulamalarinda degerlendirilebilecegini gostermistir. Ancak, ilag olarak giivenli kullanimlarini
belirlemek i¢in daha fazla arastirma yapilmalidir.

Tesekkiirler

Bu ¢alisgmanin bir boliimii, 22-24 Agustos tarihlerinde Erzurum'da diizenlenen 7. Euroasian
Biodiversity Sempozyumunda sozlii sunum olarak sunuldu.

Celiskili Cikarlar ve Etik Bildirgesi

Yazarlar ¢ikar catismasi olmadigini belirtmektedir. Bu arastirma c¢alismasi, arastirma ve
yaymcilik etigine uygundur. [JSM'de yayimlanan el yazmalarinin bilimsel ve hukuki
sorumlulugu yazarlara aittir.
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