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OZET

Cakmak, N. (2022). Cardopatium corymbosum Bitkisinin Cesitli Enzimleri Inhibe Edici
ve Antioksidan Etkilerinin Olgiilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Compositae familyasi, Akdeniz, Dogu Avrupa ve Kii¢iik Asya'da yaygin bir dagilima
sahip olan, yaklasik 1000 cins ve 25.000 tiirti kapsayan ¢igekli bitkilerdir. Bu tiirlerin
bazilar1 antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik potansiyellerine ek olarak, ekstreleri
(kokler, govdeler, aga¢ kabugu, yapraklar, ¢igekler, meyveler ve tohumlar) ile yapilan
arastirmalarda yiiksek antioksidan gii¢leri oldugu kanitlanmistir. Cardopatium
corymbosum (L.) Pers. bitkisi Compositae familyasina ait bir tiirdiir. Bu g¢alismanin
amaci; C. corymbosum tiiriiniin etanol, metanol ve su ekstrelerinin LC-MS/MS analizi
kullanilarak fitokimyasal i¢eriginin, antioksidan aktivitesinin ve cesitli enzimleri inhibe
edici etkisinin olgiilerek tedavi edici potansiyelinin belirlenmesidir. Ekstrelerin
antioksidan potansiyelinin belirlenmesi i¢in total fenolik ve flavonoid igerikleri, 2,2’-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal giderici aktiviteleri ve demir indirgeyici giigleri
Olgiildii. Ayrica ekstrelerin  a-glukozidaz/a-amilaz, asetilkolinesteraz (AChE)/
biitirilkolinesteraz (BChE), elastaz ve tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) enzimlerini inhibe
edici aktiviteleri Olgiilerek sirasiyla antidiyabetik, anti-Alzheimer, anti-aging ve
antikanser potansiyelleri belirlendi. Sonuglar degerlendirildiginde, C. corymbosum
ekstrelerindeki major bilesiklerinin Klorojenik asit, fumarik asit ve rutin oldugu tespit
edildi. Metanol ekstresinin en yiiksek total fenolik ve flavonoid igerige ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriildii. Tiim ekstrelerin AChE, BChE ve elastaz tlizerine diisiik
diizeyde, a-glukozidaz iizerine ortalama bir inhibisyon gosterdigi tespit edildi. Bununla
birlikte C. corymbosum ekstrelerinin giiglii TrxR inhibe edici aktiviteye sahip oldugu
bulundu. Calismamiz, C. corymbosum bitkisinin antioksidan, antidiyabetik ve
antikanser aktivitelere sahip oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar  Kelimeler: Cardopatium corymbosum, Fenolik icerik, Antioksidan,
Antidiyabet, Antikanser

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 36093
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ABSTRACT

Cakmak, N. (2022). Enzyme Inhibitory and Antioxidant Effects of Cardopatium
corymbosum. Istanbul University, Institute of Health Science, Faculty of Pharmacy,
Department of Biochemistry, Masters of Science Thesis, Istanbul.

The Compositae family which is a flowering plant that has distribution in the
Mediterranean, Eastern Europe and Small Asia, have about 1000 genera and 25000
species. In addition to their antiinflammatory, analgesic and antipyretic potential, some
of these species have been proven to have high antioxidant power in studies with their
extracts (roots, stems, bark, leaves, flowers, fruits and seeds). Cardopatium
corymbosum (L.) Pers. is a species belonging to the Compositae family. The aim of this
study is to determine the phytochemical contents, antioxidant activities and enzymes
inhibitory effects of ethanol, methanol and water extracts of C. corymbosum. To
determine the antioxidant potential of the extracts, total phenolic and flavonoid
contents, 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities and iron
reducing powers were measured. In addition a-glucosidase/a-amylase,
acetylcholinesterase (AChE)/butyrylcholinesterase (BChE), elastase and thioredoxin
reductase (TrxR) inhibitory activities of the extracts were evaluated to determine the
antidiabetic, anti-Alzheimer, anti-aging and anticancer potentials respectively. The
results showed that the major compounds in C. corymbosum extracts were chlorogenic
acid, fumaric acid and rutin. It was observed that methanol extract had the highest total
phenolic and flavonoid content and antioxidant activity. It was determined that all
extracts have low inhibitory activity on AChE, BChE and elastase, and moderate
inhibitory activity on a-glucosidase. However, C. corymbosum extracts exhibited potent
TrxR inhibitory activity. In our study, it was concluded that C. corymbosum have
antioxidant, antidiabetic and anticancer activities.

Key words: Cardopatium corymbosum, Phenolic content, Antioxidant, Antidiabetic,
Anticancer

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 36093



1. GIRIS VE AMAC

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (serbest radikallerin) tretimi ile
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengede doku hasarina yol agabilecek bir
bozukluk olarak tanimlanmistir (Betteridge 2000). Serbest radikaller, insan viicudunda
dogal olarak iiretilen reaktif bilesiklerdir. Olumlu etkiler (6rnegin bagisiklik sistemi
lizerinde) veya olumsuz etkiler (6rnegin lipitler, proteinler veya DNA oksidasyonu)
gosterebilirler (Finaud ve ark. 2006). Serbest radikaller, dig yoriingede eslesmemis bir
elektrona sahip molekiillerdir, genellikle kararsizdirlar ve ¢ok reaktiftirler. Serbest
oksijen radikallerinin 6rnekleri, sliperoksit, hidroksil, peroksil (RO2"), alkoksil (RO") ve
hidroperoksil (HO?") radikalleridir. Nitrik oksit ve nitrojen dioksit (‘"NOy) ise nitrojen
serbest radikalidir (Fang ve ark. 2002). Antioksidanlar, serbest radikallerin oksidatif
slireglerini ve zararli etkilerini azaltmak i¢in hem gidalarda hem de insan viicudunda
hayati bir rol oynamaktadir. Bir antioksidan, diger molekiillerin oksidasyonunu
engelleyebilen bir molekiildiir (Giilgin, 2020). Antioksidan aktiviteye sahip ana bilesik
smiflart; vitaminler (C vitamini ve E vitamini), karotenoidler (karotenler ve ksantofiller)
ve polifenollerdir (flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar ve stilbenler). Flavonoidler,
fenolik asitler, tanenler, C vitamini, E vitamini gibi antioksidanlar, anti-inflamatuvar,
anti-kanserojen ve anti-aterosklerotik etkiler gibi gesitli biyolojik ozelliklere sahiptir,
koroner hastaliklarin insidansini azaltir ve bagirsaklarin korunmasina katkida bulunurlar

(Oroion ve ark. 2015).

Diyabet, anormal derecede yiiksek plazma glukoz seviyeleri ile karakterize,
diyabetik noropati, retinopati ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi  major
komplikasyonlara yol agan yaygim bir metabolik hastaliktir. Ozellikle insiiline bagiml
olmayan diyabetes mellitusun tokluk hiperglisemisini azaltmak i¢in etkili yollardan biri,
sindirim organinda a-glukozidaz ve a-amilaz gibi karbohidrat hidrolize edici enzimlerin

inhibisyonu yoluyla glukoz emilimini geciktirmektir (Kumar ve ark. 2011).

Alzheimer hastaligi, bu yiizyilin en sik karsilagilan ndrodejeneratif hastaligidir
ve yasl insanlardaki bunamanin en yaygin nedenidir. Alzheimer hastalifinin tanisinda
sosyal veya mesleki islevlerde bozulma ile birlikte en az bir diger bilissel alanda
bozulma ve hafiza kaybinin klinik kanitin1 gerekmektedir (Castellani ve ark. 2010).

Alzheimer hastaligi oksidatif stres, iltihaplanma ve beynin belirli bdliimlerinde



asetilkolin seviyelerinde eksiklik ile iliskilidir. Asetilkolin olusumunu hidrolize
edebilen, asetilkolin seviyesinde azalmaya ve sinir sinyal iletiminin bozulmasina yol
acan bir serin proteaz olan asetilkolinesteraz (AChE), Alzheimer hastaliginin
olusumuna katkida bulunur. Bu nedenle AChE, Alzheimer hastaliginin tedavisinin bir
hedefi olarak tanimlanir. AChE inhibitorii bilesikleri, AChE'nin aktivitesini 6nleyebilir
ve asetilkolinin bozulmasini azaltabilir. Butirilkolinesteraz (BChE), AChE'ye bagh
bagka bir serin hidrolazdir. BChE'nin islevi heniiz tam olarak a¢iklanmamistir. BChE
inhibitorleri, asetilkolin konsantrasyonlarini arttirmak ve Alzheimer hastaligi kaynakli

anormal amiloid iretimini azaltmak i¢in tanimlanmistir.

Elastin, bag dokularina esneklik saglayan hiicre dis1 bir matris proteinidir. Cilt
dermisinde elastik lif olusturur. Elastin liflerinin hasar gormesi cilt elastikiyetinin
azalmasina neden olur. Elastaz, elastini pargalayabilen proteinaz enzimidir. Bu nedenle,
elastaz aktivitesinin inhibisyonu, cilt yaslanmasima karsi koruma saglamak igin bir

yontem olarak kullanilabilir (Kim ve ark. 2009).

Tiyoredoksin rediiktaz (TrxR), tiyoredoksin (Trx) ve NADPH’dan olusan
tiyoredoksin sistemin bir iiyesi olan TrxR, organizmada redoks reaksiyonlarinin
diizenlenmesine katilmaktadir. TrxR, hiicre ¢cogalmasi, farklilagmasi, 6liimiinti ve diger
onemli fizyolojik siiregleri kontrol eden redoks dengesinin korunmasi ve sinyal
iletiminin diizenlemesi i¢in substrat1 olan Trx ile birlikte ¢alisir. Son yillarda, yapilan
bir ¢ok calisgma TrxR’in artan aktivasyonunun timoér gelisimi ile ilgili oldugunu
gostermistir. TrxR inhibisyonu yolu gelistirilen antitimor ilaglar, kansere karsi yeni

tedavilerin gelistirilmesi i¢in biiyiik umutlar saglamaktadir (Bian ve ark. 2019).

Bitki tiirleri hala bir¢ok aktif bilesik agisindan zengin kaynaklar olarak hizmet
etmektedirler. Insanlar cesitli bulasici hastaliklar1 tedavi etmek icin ve bazi hastaliklarin
tedavisi i¢in bitkileri kullanmaktadir. Birincil tedavi igin tiim kiiltiirler sifali bitkilere
giivenmektedir (Asif 2014). Compositae familyasinin diinya ¢apinda, Akdeniz, Dogu
Avrupa ve Asya’da yaklasik 1000 cins ve 25.000 tiir olarak kabul edilen bir dagilimi
vardir. Yapilan g¢alismalarda, bu tiirlerin antioksidan, antikolinesteraz, antidiyabetik,
antienflamatuvar, analjezik, antibakteriyel, antitimor ve antipiretik potansiyelleri
oldugu gosterilmistir (Boussada ve ark. 2008; Bessada ve ark. 2015; Zengin ve ark.
2016; Eruygur ve ark. 2019).



Cardopatium corymbosum (L.) Pers Compositae familyasina ait bir tiirdiir.
Ulkemizde “cayirdikeni”, “kurtluot”, “kurtlu diken”, “diken” ve “kuskonmaz kokii”
olarak bilinmektedir ve halk arasinda cilt hastaliklarinin ve bagirsak kurtlarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Tuzlact ve Aymaz 2001; Bulut ve ark. 2017; Giines
2018). Literatiirde C. corymbosum bitkisine ait sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismada, C. corymbosum bitkisinin kimyasal igeriginin, antioksidan aktivitesinin ve
cesitli enzimleri inhibe edici etkileri dlgiilerek tedavi edici potansiyelinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amag dogrultusunda, bitkinin etanol, metanol ve su ekstrelerinin sivi
kromatografisi-sirali kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) yontemi kullanilarak fenolik
madde igerigi calisilmis ve antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Ekstrelerin, a-amilaz ve
a-glukozidaz enzimlerini inhibe edici etkileri olgililerek antidiyabetik aktivitesi,
kolinesteraz (asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz) enzimlerini inhibe edici etkileri
olgiilerek anti-Alzheimer aktivitesi, elastaz inhibe edici etkileri dlciilerek anti-aging

aktivitesi ve TrxR inhibe edici etkileri olgiilerek antikanser aktivitesi belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Antioksidanlar

Antioksidanlarin insan sagligimin korunmasi iizerindeki yararli etkisi diinya
capinda birgok bilim insaninin ilgilendigi 6nemli bir konudur. Antioksidanlar,
Alzheimer hastalig1, kanser, kalp hastaligi gibi hastaliklara neden olan oksidatif hiicre
hasarma karsi koruma saglamaktadir ve diisiik konsantrasyonda oksidatif siireci biiyiik
Ol¢iide inhibe eden veya yavaslatan, ancak sik¢a oksitlenen maddeler olarak

tanimlanmaktadirlar (Rajendran ve ark. 2014).

Oksidatif stresin hastaliklar iizerinde onemli etkileri bulunmaktadir. Oksidatif
strese neden olan reaktif oksijen tiirleri; hidroksil radikali (HO®), siiperoksit radikali
(O2*), hidrojen peroksit (H20z), singlet oksijen (*O2), hidroperoksil radikalleri ve nitrik
oksittir. Reaktif oksijen tiirleri enzimler, proteinler, lipidler, niikleik asitler ve bir¢ok
molekiille reaksiyona girerek hiicrenin farklilasmasia ve oliimiine yol agmaktadir.
Reaktif oksijen tiirleri diyabet, kanser, artrit ve immiin sistem ve endokrin bozukluklar1
gibi bir ¢ok hastaliga yol agmaktadir (Patlevic ve ark. 2016). Antioksidanlar ise reaktif
oksijen tiirlerinin birikmesini engelleyen ve viicuttan atilmasini saglayan maddelerdir

(Rajendran ve ark. 2014).
2.1.1 Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlar kaynaklarina gore dogal ve sentetik olarak iki sinifa ayrilirlar
(Sekil 2-1) (Brar ve ark. 2014).
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Sekil 2-1: Antioksidanlarin siniflandirilmasi

2.1.1.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar insan viicudunda metabolik siire¢ler sonucu sentezlenir ya
da diger dogal kaynaklardan desteklenerek sentezlenir. Aktiviteleri biiyiik oOlglide
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine ve etki mekanizmalarina baghdir. Dogal
antioksidanlar, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki

kategoriye ayrilabilir (Brar ve ark. 2014).

2.1.1.1.1 Enzimatik Antioksidanlar
Birincil Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz; Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikalini (O2*") ortadan
kaldirir ve serbest radikalden zarar gormiis viicut hiicrelerini onarir. SOD, siiperoksit

anyonlarmin hidrojen peroksite indirgenmesini kataliz eder. SOD’nin ayrica



peroksinitrit olusturmak icin nitrik oksiti inaktive eden siiperoksit anyonu i¢in nitrik
oksit ile rekabet ettigi bilinmektedir. Bu nedenle, siiperoksit anyonlarini temizleyerek

nitrik oksitin aktivitesini artirir (Brar ve ark. 2014)
202°~ + 2H"— H202 + Oy

Katalaz; Katalaz (CAT) kanda ve canli hiicrelerin ¢gogunda bulunur ve H202’yi su ve
oksijene ayristirir. Katalaz, oksijeni uzaklastirarak, meyve sularinin, yumurta sarisindan
olusan kremanin ve salatanin ticari olarak korunmasinda kullanilmaktadir (Brar ve ark.
2014).

2H,0, - 2H,0 + O,

Glutatyon Peroksidaz; Glutatyon peroksidaz (GPx) selenyum bagimli bir enzim
grubudur ve sitosolik, plazma, fosfolipid hidroperoksit ve gastrointestinal glutatyon
peroksidazdan olusur. GPx, indirgenmis glutatyon (GSH) ile H2O2’nin reaksiyonunu
katalize eder ve okside GSSG olusur (Brar ve ark. 2014).

H.O, + 2 GSH — GSSG + 2 H20
ikincil Antioksidanlar

Glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH) ikincil
antioksidanlardir. G6PDH, NADPH iretir ve ikincil enzim olan GR, NADPH
kullanarak indirgenmis glutatyonu (GSH) geri doniistiiriir (Brar ve ark. 2014).

GSSG + NADPH+H* — NADP + 2GSH

2.1.1.1.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Mineraller; Bunlarin ¢ogu antioksidan enzimlerin ko-faktorii olan selenyum, bakir,

demir, ¢inko ve manganez gibi mineralllerdir (Hamid ve ark. 2010).

Vitamin A; Beta-karoten, aktif A vitaminine doniisebilen, provitamin olarak kabul
edilen karotenoidlerin yagda ¢oziinen bir {iyesidir. En iyi singlet oksijen giderici olarak

bilinen gii¢lii bir antioksidandir (Pham-Huy ve ark. 2008).

Vitamin C; insanlarda C vitamininin alinmasi hayati dnem tasimaktadir. C vitamini bir
elektron donoriidiir ve insanlarda suda ¢oziinebilen gii¢lii bir antioksidandir. C vitamini
esas olarak meyve ve sebzelerde bulunur. Epidemiyolojik ¢aligmalar, meyve ve sebze
agirliklt diyetlerin daha diisiik kardiyovaskiiler hastalik, fel¢ ve kanser riski ve daha

uzun 6miir ile iligkili oldugunu gostermektedir (Padayatty ve ark. 2003).



Vitamin E; E vitamini, a-tokoferoliin en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip oldugu
tokoferol ve tokotrienol grubudur. E vitamini yagda ¢dziinen, zincir reaksiyonlari
antioksidanlar1 kiran bir vitamindir. Tokoferollerin gii¢lii antioksidan Ozelliklerinden
dolay1, a-tokoferoliin oksidatif stres ile iliskili oldugu diisiiniilen kronik hastaliklarin
onlenmesindeki etkisi arastirilmig ve faydali etkileri gosterilmistir (Brigelius ve ark.
1999).

Polifenoller: Bitkilerde bol miktarda bulunan organik bilesikler olan polifenoller, son
yillarda beslenmede daha fazla ilgi gormeye baslamistir. Arastirmalar, polifenol
tiiketiminin metabolizma, kilo, kronik hastalik ve hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesiyle
saglikta hayati bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Simdiye kadar 8.000°den fazla
polifenol tanimlanmistir, ancak bunlarin insan sagligi lizerine kisa ve uzun vadeli
etkileri tam olarak karakterize edilmemistir. Hayvan, insan ve epidemiyolojik
calismalar, g¢esitli polifenollerin  kardiyovaskiiler hastaliklar, norodejeneratif
bozukluklar, kanser ve obezite i¢in Onleyici ve/veya tedavi edici etkileri olabilecek
antioksidan ve antienflamatuvar 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Polifenolik
bilesiklerin stabilize kimyasal kompleksler olusturarak serbest radikalleri etkisiz hale
getirdigini ve boylece daha fazla reaksiyonu engelledigini 6ne siiren teori "biyokimyasal

stipirme teorisi” dir (Cory ve ark. 2018).
Diger Antioksidanlar

Gegis Metali Baglayici Proteinler: Albiimin, seruloplazmin, hepatoglobin ve transferrin,
insan plazmasinda bulunan ge¢is metali baglayict proteinlerdir, ge¢is metalleriyle
baglanir ve metal katalizli serbest radikallerin iiretimini kontrol eder. Albiimin ve
seruloplazmin bakir iyonu tutucularidir, hepatoglobin hemoglobin ayiricidir ve

transferrin serbest demir ayiric1 gorevi goriir (Brar ve ark. 2014).

Protein Olmayan Antioksidanlar: Bilirubin, {irik asitler ve ubiquinol, serbest radikalleri
temizleyerek oksidasyon siireglerini inhibe eden, protein olmayan antioksidanlardir
(Brar ve ark. 2014).

2.2. Diyabet
2.2.1 Diyabetin Tarihgesi
Diabetes mellitus, antik ¢aglardan beri bilinmektedir. Misir papirislerinde, eski

Hint ve Cin tip literatiirlinde ve ayrica eski Yunan ve Arap doktorlarin ¢aligmalarinda



diyabetle ilgili baz1 bilgiler bulunmustur. MS 2. yiizyilda Kapadokya’da yasamis olan
Yunan bilgini Aretaeus seker hastaliginin ilk dogru tanimini yapmustir. 17. yiizyilda
Thomas Willis, idrarin asir1 tathi tadi i¢in mellitus terimini hastalifa eklemistir. 19.
yiizyllda Fransiz fizyolog Claude Bernard’in karacigerin glikojenik etkisi {izerine
yaptig1 onemli c¢aligma, hastalik calismasinda daha fazla ilerlemeyi saglamistir. 1889
yilinda Oskar Minkowski ve Joseph von Mering, bir kopekten pankreasi gikararak
siddetli ve 6liimciil diyabete sebep olan {inlii deneylerini ger¢eklestirmislredir. 1921°de,
Frederick Banting ve Charles Best, Minkowski’nin ve Mering’in deneyini
genisletmislerdir. Insiilini pankreas adaciklarindan izole ederek tip 1 diyabet hastalarma
uygulamislar ve bdylece milyonlarin hayatin1 kurtararak diyabet tedavisinde yeni bir
cag baslatmiglardir (Karamanou ve ark. 2016; Can 2018).

2.2.2 Diyabetin Tanim ve Tanisi

Diyabet, insiilin salgilanmasindaki eksiklikten kaynaklanan metabolik bir
hastaliktir. Hastalik, genel popiilasyonda obezitede ve yasliliktaki artigla birlikte
gelismektedir. 2014 yilinda, 18 yas lizeri yetiskin niifusun %8,5’inde diyabet hastaligi
goriildiigii tespit edilmistir (Diinya Saglik Orgiitii, WHO, 2021). Insiilin salgilanmasinin
eksikliginde, kandaki glukoz seviyesi yiikselir ve bu nedenle viicutta ciddi hasarlar
meydana gelir (Wang ve ark. 2010).

Giinlimiizde diyabet, ¢ok fazla goriilmesi ve sebep oldugu zararlar nedeniyle
onemli bir saglik problemi haline gelmistir. 2019 yili itibari ile diinyadaki diyabetli
hasta sayis1 463 milyondur. Bu sayinin 2045 yilinda 700 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir. Nifus artis1, yaslanma ve hareketsiz yasam tarzinin getirdigi degisim
nedeniyle obezitenin artmasi bu yiikselisin nedenlerindendir. (IDF Diabetes Atlas. IDF
Diabetes Atlas Ninth Edition 2019, Erigim 3 Eyliil 2021,
https://diabetesatlas.org/upload/resources/material/20200302_133351 IDFATLAS9e-
final-web.pdf#page=38&zoom=auto ).

Artan susama, idrar hacmi, tekrarlayan enfeksiyonlar, agiklanamayan kilo kaybi
ve ciddi vakalarda uyusukluk ve koma gibi semptomlar diyabetin klinik teshisinde
onemlidir. 2003 yilinda Amerikan Diyabet Cemiyeti (ADA) diyabet teshisinde aglik
plazma glukozu ve 75 g OGTT (Oral Glukoz Tolerans Testi) testinin kullanilmasini
tavsiye etmistir, Avrupa Diyabet Calisma Cemiyeti ve WHO bu tavsiyeyi onaylamistir
(Uygur ve ark. 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461000381X#bib29
https://diabetesatlas.org/upload/resources/material/20200302_133351_IDFATLAS9e-final-web.pdf#page=38&zoom=auto
https://diabetesatlas.org/upload/resources/material/20200302_133351_IDFATLAS9e-final-web.pdf#page=38&zoom=auto

ADA Bildirisindeki Diyabet Tamimlar:

Normal:

Aclik Plazma Glukozu < 100 mg/dL

2. saat oral glukoz tolerans testi (OGTT) < 140 mg/dL

Diyabet riski artmis grup:

Bozulmus Aglik Glukozu : Aglik Plazma Glukozu 100-125 mg/dL
Bozulmus Glukoz Toleransi: 75 gr OGTT 2. saat glukoz degeri 140-199 mg/dL
HbAlc: %5.7-6.4

Diyabet:

Acglik Plazma Glukozu > 126 mg/dL

2. saat OGTT > 200 mg/dl

HbAlc > %6.5

2.2.3 Diyabetin Siniflandirmasi
Tip 1 ve Tip 2 olmak iizere iki ana diyabet tiirii vardir.

Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabette pankreas Langerhans adaciklarinin 3 hiicrelerinin yikilmasi ile
mutlak insiilin eksikligi goriilmektedir (Kerner ve ark. 2014). Bu diyabet formu tiim
diyabetiklerin %5 ila %10’unu olusturmaktadir. WHO ve Amerikan Diyabetik Dernegi,
Tip 1 diyabetin otoimmiin/immiin aracili diyabet (Tip 1A) ve hiicre obstriiksiyonlu
idiyopatik diyabet (Tip 1B) olarak ikiye ayrildigin1 belirtmektedir. Bu tip diyabette,
diyabetik ketoasidozu onlemek igin disaridan insiilin alinmas1 gerekmektedir (Tripathi
ve ark. 2006).

Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet, yetersiz insiilin salgilanmasi ve insiilin direnci kusurlarinin bir
kombinasyonundan kaynaklanmaktadir ve Tip 1 diyabete gore daha yaygindir. Tip 2
diyabet hastalari disaridan alinan insiiline bagimli degildir, ancak tek basina diyetle
veya oral hipoglisemik araglarla kan sekeri seviyelerinin kontrolii saglanamazsa,

insuline ihtiyag duyabilir (Tripathi ve ark. 2006).
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Diger Spesifik Diyabet Hastaliklar:

Ekzokrin pankreas hastaliklar1 (pankreatit, kistik fibroz, hemokromatoz)
Endokrinopatiler (Cushing sendromu, akromegali, feokromositoma)

[laca bagl (glukokortikoidler, ndroleptikler, alfa-interferonlar, pentamidin)
Genetik fonksiyon bozukluklar1

Insiilin etkisinin genetik kusurlar:

Diyabetle iligkili olabilecek diger genetik sendromlar

Enfeksiyonlar

Otomatik immiin aracili diyabetin nadir bigcimleri (Kernel ve ark. 2014).
Gestasyonel diyabet

Gebelik sirasinda ilk ortaya cikan veya ilk tani konulan glukoz tolerans
bozukluklaridir (Kernel ve ark. 2014).

2.2.4. Diyabet Tedavisinde Enzim Inhibitorleri

Enzim inhibitorleri, enzimlere baglanarak enzimlerin aktivitelerini diigiiren
molekiillerdir. Pek ¢ok ila¢ enzim inhibitoriidiir. Enzim aktivitesini bloke ederek
metabolik dengesizligin  diizeltilmesini saglamaktadirlar. Bu nedenle, enzim
inhibitorlerinin kesfi biyokimya ve farmakolojide 6nemli bir arastirma alanidir. Ayrica

enzim aktivatorleri de enzimlere baglanarak enzim aktivitesini yiikseltmektedir (Balbaa

ve El Ashry 2012).

a-Amilaz ve o-Glukozidaz inhibitorleri, diyabette hiperglisemi {izerinde daha
fazla kontrol saglamak i¢in kullanilmaktadir. a-glukozidaz ve a-amilaz, karbohidratlarin
sindiriminde rol oynayan 6nemli enzimlerdir. a-Amilaz, uzun zincirli karbohidratlarin
parcalanmasinda rol oynar, nisastanin a-1,4 glikozidik baglarmin hidrolizini iceren
reaksiyonda kataliz gorevi goriir. a-Glukozidaz ise nisasta ve disakkaritleri glukoza
dontstiiriir. Karbnhidratlarin sindirim siirecinin son agsamasini o-1,4 baglarina etki

ederek ve nihai {irlin olarak glukoz tireterek katalize eder (Nair ve ark. 2013).

Esas olarak karbohidrat sindirimini ve emilimini inhibe ederek etki gdsteren en

yaygin ii¢ antidiyabetik ila¢ sunlardir:
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e Akarboz: Bu inhibitdr mikrobiyal kokenlidir ve a-amilaz, siikraz ve maltaz
aktivitelerini inhibe eden, diyabet tedavisi i¢in ticari olarak temin edilebilen ilk a-
glukozidaz inhibitoriidiir. Akarboz, kompleks karbohidratlarin metabolizmasindan
sorumlu enzimler olan bagirsak a-glukozidazlarimi tersine ¢evrilebilir sekilde inhibe

eder (Agarwal ve ark. 2016).

Akarboz, Actinoplanes sp. SE50’den tiiretilen suslarin kullanilmasiyla biiyiik
Ol¢ekli fermantasyonla iiretilir (Wehmeier ve ark. 2004).

¢ Miglitol: Bir 1-deoksinojirimisin tiirevi olarak siikroz, glukoamilaz ve izomaltaz

aktivitelerini giiglii bir sekilde inhibe eder (Agarwal ve ark. 2016).

¢ VVogliboz: a-glukozidaz, sukroz, izomaltaz ve maltaz aktivitelerini inhibe eden
bakteri kokenli bir bilesiktir (Agarwal ve ark. 2016).

llaglarin istenmeyen yan etkileri arastirmacilar1 bitkisel kokenli kaynaklara
yoneltmektedir. Bu nedenle bitkisel kokenli fenolik asitlere diyabet tedavisinde talep
artmaktadir (Vinayagam ve ark. 2016). Baska bir bitkisel kaynakli polifenolik bilesik
olan kurkuminin de a-amilaz inhibisyonu yolu ile kan sekeri diizeyini diisiirdigii

gosterilmistir (Najafian 2015).

2.3. Alzheimer Hastahgi

Hafiza, bir kisinin bilgileri saklama, kaydetme, geri ¢agirma ve bunlar1 gevresel
kosullar1 bagdastirmak i¢in kullanma yetenegidir. Alzheimer hastaligi, bu yiizyilin en
sik karsilasilan ndrodejeneratif hastaligidir ve yasgh insanlardaki bunamanin en yaygin
nedenidir. Alzheimer hastalarinda en 6nemli biyokimyasal degisikliklerden biri, beynin
korteks ve hipokampusundaki asetilkolin seviyelerinin azalmasidir (Tirkan ve ark.
2019).

Alzheimer hastaligini patolojik olarak incelenmesi hastaligin teshisinde énemli
rol oynar. Alzheimer hastalarinin beyninde en ¢ok multimodal baglanti kortekslerinde
ve limbik lob yapilarinda belirgin olan kortikal atrofi vardir. Bu atrofinin bir sonucu
olarak, Sekil 2-2’de gosterildigi gibi lateral ventrikiillerin frontal ve temporal
boynuzlarinda siklikla genisleme olur ve etkilenen bireylerin cogunda beyin agirliginda
azalma gozlenir. Frontal ve temporal kortekslerde siklikla girus atrofisi ile birlikte

genislemis sulkal bosluklar bulunmaktadir (DeTure ve ark. 2019).
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Normal >

Sekil 2-2: Alzheimer beyninin anatomisi (DeTure ve ark. 2019).

Alzheimer hastaliginin ana nedeni heniiz tam olarak bilinemiyor olsa da, su ana
kadar hastalikta 6nemli olan iki faktor vardir: amiloid beta plaklar1 ve norofibriler
yumaklardir. Amiloid 6ncii proteini, alfa ve gama-sekretaz enzimleri tarafindan
sindirilmektedir. Bu sindirim reaksiyonu, hiicrede daha sonra parcalanabilen ve geri
dondistiiriilebilen bazi ¢oziiniir polipeptitler iiretir. Ancak, beta-sekretaz ile gama-
sekretaz birlestiginde sorunlara yol agmaktadir. Bu birlesme, amiloid-beta olarak bilinen
¢coziinmeyen bir peptit iretir. Amiloid-beta peptitleri bir araya toplanir ve hiicre i¢in
bozulan beta amiloid plaklarini olusturur. Bu olusum hiicre i¢i sinyal siirecini bozabilir,
beyin ciddi sekilde hasar gorebilir ve beyin hafiza gibi baz1 islevlerini kaybedebilir
(Ashrafian ve ark. 2021).

Tau proteini, biiyiik 6l¢iide aksonlarda bulunan ve mikrotiibiilleri stabilize
etmeye yarayan bir mikrotiibiil baglayici proteindir. Alzheimer hastaliginin seyri
sirasinda tau hiperfosforile olur, mikrotiibiillerden ayrilir ve somatodendritik
kompartimanda eslestirilmis sarmal filamentler ve diiz filamentler halinde birikir.
Norofibriler yumaklar ve noropil iplikleri, kiimelenmis tau proteininden olusur ve bu

durum bilissel diisiis ve noronal kayip ile iliskilidir (Spires-Jones ve ark. 2014).

2006 yilinda diinyada 26,6 milyon Alzheimer hastaligi vakasi varken 2050’ye
kadar diinya capindaki yayginliginin dort kat artarak, 106,8 milyon kisinin Alzheimer
hastalig1 ile yasayacagi 6ngoriilmektedir (Wang ve ark. 2013).
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Alzheimer Hastali@inda Risk Faktorleri

Alzheimer hastaligina sebep olan risk faktorleri asagidaki sekilde siralanmistir

(Ozkay ve ark. 2011).
Yashlik
Genetik faktorler
Kafa travmalari
Miyokard infarktiisii
Atriyal fibrilasyon
fleri anne yas1
Alkol kullanim1
Depresyon
Egitim diizeyinin diistikliigii
Down sendromu

2.3.2 Alzheimer Hastaligimin Tedavisinde Enzim Inhibitorleri

Alzheimer hastaligi i¢cin mevcut tedavi secenekleri, hastaligin ilerlemesini
yavaslatmay1 amaglamaktadir. Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in onaylanmis ilag gruplari
asetilkolin diizeylerini artirmay1 amaglayan asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri ve
bir N-metil-aspartat reseptor antagonisti olan memantindir (Markus ve ark. 2014).
Asagidaki sekilde (Sekil 2-3) c¢esitli AChE ve butirilkolinesteraz (BChE)

inhibitdrlerinin kimyasal formiilleri gosterilmektedir (Szwajgier ve ark. 2012).
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Sekil 2-3: Cesitli asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitérlerinin kimyasal
formiilleri.

Kolinesterazlar, asetilkolinin kolinerjik norotransmisyonun Yyenilenmesi igin
gerekli bir siire¢ olan kolin ve asetik asite hidrolizini kataliz eden bir enzim ailesidir
(Sekil 2-4). Iki kolinesteraz tiirii vardir: AChE (EC 3.1.1.7) ve BChE (EC 3.1.1.8).
AChE’nin kas, beyin ve eritrosit zarinda bol oldugu bilinirken, BChE’nin karaciger,
bagirsak, kalp, bobrek ve akcigerde daha yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Insan kromozomlar iizerinde farkli genlerin {iriinleri olmalarina ragmen
benzer molekiiler formlara ve aktif bolgelere sahiptirler. Kolinesteraz inhibitorleri
kullanilarak asetilkolin ve butirilkolinin hidrolizlerinin inhibisyonunun, sinapslarda
asetilkolin ve butirilkolin seviyesini artirdig1 diisiiniilmektedir (Ozgiin ve ark. 2016).
Beyindeki asetilkolin aktivitesi kolinesterazlarin hidrolitik etkisi ile sona erer. Bu
enzimlerin inhibitorleri, kolinerjik ndronlarin aktivitesini artirir ve dolayisiyla iltihabi

baskilayabilir (Rao ve ark. 2007).

(FH;; (@] o H,C
" AChE N*
H3C/,\j\/\OJJ\CH3 H C)J\O *  HsC™) " “OH
H3C 3 H3
asetilkolin asetik asit kolin

Sekil 2-4: Asetilkolinin AChE tarafindan hidrolizi
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Alkaloidler, karbon, hidrojen, nitrojen ve genellikle oksijen i¢eren dogal olarak
olusan bilesiklerdir ve esas olarak bitkilerde, 6zellikle bazi ¢igekli bitkilerde bulunurlar.
Papaveraceae (hashas familyasi), Ranunculaceae (diigiin gigekleri) ve Amaryllidaceae
(nergis zambag1) familyalar1 ¢esitli alkaloid tiirleri bakimindan zengindir. Alkaloidler,
muskarinik ve adenozin reseptdr agonistleri, antioksidan, anti-amiloid ve monoamin
oksidaz inhibitori, asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitérii olarak islev
gorerek Alzheimer hastaligi dahil olmak iizere norodejeneratif hastaliklarin

patofizyolojisinin iyilestirilmesinde olumlu roller istlenirler (Hussain ve ark. 2018).

Galantamin gibi dogal alkaloidlerin veya alkaloid ile ilgili sentetik bilesiklerin
(rivastigmin gibi), hafif ila orta derecede Alzheimer hastaligi tedavisinde faydali oldugu
kabul edilmektedir. Galantamin, Galanthus woronowii (yesil kardelen) ve Galanthus
nivalis (kardelen) tiirlerinden ve Amaryllidaceae familyasina ait bazi Narcissus ve
Leucojum tiirlerinden izole edilmektedir. Galantamin, AChE iizerindeki aktif bolgeye
rekabetgi ve tersine gevrilebilir sekilde baglanarak asetilkolinin pargalanmasini inhibe

etmektedir (Stefano Dall’ Acqua 2013).

Geleneksel Cin tibbinda kullanilan Huperzia serrata bitkisinden izole edilen bir
Likopodyum alkaloidi olan Huperzine A, Alzheimer hastaligi tedavisi igin yeni bir
potansiyel ilag olarak kabul edilmektedir. Bu bilesik farelerde kortekste, hipokampusta,
korpus striatusta, medial septumda, medulla oblongatada, beyincik ve hipotalamusta
onemli 6l¢iide AChE inhibisyonu saglar (Stefano Dall’Acqua 2013).

2.4. Kanser

Kanser, kotii huylu hiicrelerin diizensiz biiylimesinin bir sonucu olarak viicudun
diger kisimlarini istila etme veya yayilma potansiyeline sahip olan dizi hastalig1 igerir.
Her yil 10 milyondan fazla yeni vaka ile, WHO tarafindan 2030 yilina kadar yaklagik
13,1 milyon kansere bagli 6liim tahmini edilmektedir (Senapati ve ark. 2018). Modern
cagda kanser prevalansinin artmasinin ana nedenleri arasinda g¢evre kirliligi ve yasam

tarz1 degisiklikleriyle birlikte uzun siireli yaglanmanin etkileri bulunmaktadir (Nicolini

ve ark. 2018).

Kanser, viicudun belirli bir bolgesindeki normal hiicreler kontrolden ¢ikmaya
basladiginda gelisir. Farkli kanser tlirleri vardir; tiim kanser hiicreleri 6lmek yerine
biiylimeye ve yeniden boliinmeye devam eder ve yeni anormal hiicreler olusturur. Bazi

kanser hiicresi tiirleri genellikle kan dolagimi veya lenf damarlar1 (metastaz) yoluyla
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viicudun diger bolgelerine gider ve burada biliylimeye baslarlar. Kanser hiicreleri
genellikle, normal hiicrelerin DNA’sinin zarar gdrmesi nedeniyle gelisir. insanlar

ayrica, kalitsal olarak ebeveynlerden hasarli DNA’y1 miras alabilirler (Sudhakar 2009).

Genis anlamda kanser, 277°den fazla farkli kanser hastaligini ifade eder.
Erkeklerde yaygin olarak goriilen kanser tiirleri sirasiyla prostat, akciger ve brons,
kolon, rektum ve mesanedir. Kadinlarda ise sirasiyla meme, akciger ve brons, kolon,
rektum, uterus korpusu ve tiroid kanserleri goriilmektedir (Hassanpour ve Dehghani
2017).

Bu kadar yaygin bir hastalik i¢in birgok tedavi yontemi bulunmaktadir ve yeni
tedavi yaklagimlari aragtirllmaya devam etmektedir. Giliniimiizde kullanilan tedavi

yontemleri asagida belirtilmektedir.
1- Cerrahi yontem
2- Kemoterapi
3- Hormonal terapi
4- Radyasyon terapi
5- Adjuvan terapi
6- Immiinoterapi

7- Hedefe yonelik kanser tedavileri

2.4.1. Kanser Tedavisinde Tiyoredoksin Rediiktaz Inhibisyonu

Tiyoredoksin (Trx) ilk olarak 1964’te Laurent ve arkadaslari tarafindan
Escherichia coli’den kiiciik bir redoks proteini olarak tanimlanmistir. Daha sonralari
Trx ailesi tyelerinin ¢ok sayida Okaryotik ve prokaryotik hiicrede mevcut olduklari
goriilmiistiir (Powis ve ark. 2001). Tiyoredoksin rediiktaz (TrxR), NADPH’ye bagimli
selenosistein iceren bir flavoenzimdir ve oksitlenmis Trx’in indirgenmesini katalize
eder (Sekil 2-5). Antioksidan savunma, redoks ve hiicre bilylimesinin diizenlenmesi gibi
bircok hiicresel siire¢ ayrica selenyum metabolizmas1 TrxR ile iliskilidir. Ug farkli TrxR
izoenzimi bulunmaktadir; sitosolik olarak TrxR1, mitokondriyal olarak TrxR2 ve testise
0zgii tiyol diizenleyici olarak TrxR3. Bu ii¢ enzim, proteinin esnek bir C-terminal kolu
tizerinde bulunan, reaktif ve ¢oziiciiyle erisilebilen bir selenosistein kalintist igerir. Bu

selenosistein, TrxR’nin katalitik dongiisiinde yer alir ve bu nedenle inhibitorler igin
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cazip bir baglanma bdolgesini temsil eder. Cogu tiimor hiicresinin TrxR seviyeleri
yiikselmigtir ve TrxR’nin ila¢ direncinde 6nemli bir rol oynadigi goriilmiistiir. Trx
sistem, bir apoptoz inhibitérii olarak kanser hiicresi biiyimesini uyarmadaki rolii
nedeniyle, kanseri tedavi etmek ve onlemeye yonelik ilaglarin gelistirilmesi i¢in bir
hedef durumundadir. Oksidatif stresin indiiksiyonundan hiicre dongiisii durdurulmasina
ve apoptoza kadar degisen antitiimor potansiyeline sahip cok sayida etkili dogal ve

sentetik TrxR inhibitorii bulunmaktadir (Urig ve Becker 2006).

Thioredoxin reductase (TrxR)
5H
+ / .
NADPHH -\ FAD TrxR L~ TS, Protein-(SH),
{red) \ SeH (ox) {red)
5
+
NADP' ¢ FADH, ToR” | N> Tree(SH), Protein-S,
{ox) \SE (red) (=E4]

Sekil 2-5: Tiyoredoksin sistem

TrxR inhibitorleri dogal ve sentetik molekiiller olarak iki sinifa ayrilmaktadirlar.
Bu molekiiller kurkumin, sikonin, gambojik asit, sekiirinin, adenantin, arsenik trioksid,
alantolakton, partenolid, mirisetin, and mitomisin C’dir. Antikanser aktivitesi olan ¢ok
sayida sentetik molekiil de vardir. Ornegin Ebselen baslangigta bir glutatyon peroksidaz
mimetigi olarak gelistirilmistir ve TrxR’nin giiglii bir inhibitérii oldugu bulunmustur.
Ebselen’in yapisina gore hazirlanan Ethaselenin de TrxR’yi giiclii bir sekilde inhibe
ettigi ve birden fazla kanser hiicresi tiiriiniin ¢ogalmasini engelledigi goriilmiistiir

(Zhang ve ark. 2017).

Curcuma longa bitkisinden izole edilen sar1 renkli bir baharat ve pigment olan
kurkuminin antioksidan, antienflamatuvar ve anti-HIV proteaz gibi ¢esitli
biyoaktivitelerde sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, kurkuminin timor baslangici ve
proliferasyonunda kemopreventif bir ajan1 oldugu da gosterilmistir. Kurkuminin sahip
oldugu kanser onleyici aktivitesinin, TrxR inhibe edici etkisinden kaynaklandigi 6ne

stirilmiistiir (Qiu ve ark. 2008).



18

2.5. Cilt Yaslanmasi

Cilt yaslanmasi, genetik, ¢evresel maruziyet, hormonal degisiklikler ve
metabolik siirecler gibi gesitli faktorlerden etkilenen karmasik bir biyolojik olaydir.
Reaktif oksijen tiirlerinin olusmasinin yani sira 6zellikle UV radyasyonu da cilt
saghigini olumsuz etkiler. Reaktif oksijen tiirleri, cildin {i¢ boyutlu biitiinliiglini
saglayan kollajen ve elastin gibi dermisteki hiicre dis1 matriks proteinlerini bozan
enzimlerin aktivasyonu dahil olmak tizere karmasik molekiiler yollar1 baslatabilir. Bu
nedenle, serbest radikal temizleyici bilesikler, kozmetik bir bilesen olarak da cilt

yaslanmasini hafifletmede kullanilabilir (Wittenauer ve ark. 2015).

2.5.1. Cilt Yaslanmasm Onlemede Enzim Inhibitérleri

Elastin, bag dokularma esneklik saglayan hiicre dis1 bir matriks proteinidir.
Cilt dermisinde elastik lif olusturur ve cilt elastikiyetine etkisi bulunmaktadir. Elastin
liflerinde hasar olusmasi cilt elastikiyetinin azalmasina yol agar (Kim ve ark. 2009).
Elastaz, bag dokusu esnekligini olusturan elastinin yani sira kollajen, fibronektin ve
diger ekstraseliiler matriks proteinlerinin yikimindan sorumlu bir proteazdir. Dermal
elastin lif agmin asirt hidrolizi, cilt elastikiyetinin kaybolmasina ve bunun sonucunda
cilt sarkmasma neden olmaktadir. Bu nedenle elastaz inhibitorleri, cilt elastikiyetinin
korunmasini destekleyen kirisiklik dnleyici aktiviteye sahiptir ve cilt yaslanmasina karsi
kullanilacak kozmetik {irlinler i¢in potansiyel bir kaynak olusturmaktadir (Azmi ve ark.
2014).

Ursolik asit, 6zellikle elma kabugunda bol miktarda bulunan, antienflamatuvar
ve antihiperlipidemik 6zellikler gosteren lipofilik bir pentasiklik triterpenoiddir. Yapilan
calismalarda ursolik asidin yasa bagli hastaliklara kars1 etkili bir beslenme destegi ve
viicut kompozisyonundaki degisiklikler ve metabolik bozukluklar i¢in etkili olabilecegi

distintilmustiir (Calvani ve ark. 2015).

2.6. Cardopatium corymbosum

Cardopatium Juss cinsi (Compositae), C. amethystinum Spach ve C.
corymbosum (L.) Pers olmak tizere iki tiir ile temsil edilmektedir (The plant list, 2013).
Tiirkiye florasinda sadece C. corymbosum tiirii bulunmaktadir (Giiner ve ark. 2012). C.
corymbosum, diinya iizerinde italya, Sicilya, Makedonya, Yunanistan, Girit, Dogu Ege

Adalari, Rodos, Tiirkiye, Liibnan, Suriye ve Kibris’ta dagilim gostermektedir.
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Tirkiye’deki dagilimi ise Tekirdag, Canakkale, Kocaeli, Manisa, Konya, Denizli,
Antalya, Mersin, Adana ve Hatay illerindedir (Oz Arik 2018).

C. corymbosum tiirii iilkemizde “cayirdikeni”, “kurtluot”, “kurtlu diken”,
“diken” ve “kuskonmaz kokii” olarak bilinmektedir (Tuzlact ve Aymaz 2001; Bulut ve
ark. 2017; Giines 2018). C. corymbosum’un {izerine yapilan etnobotanik ¢aligmalarda;
bitkinin Kibris’ta sindirim sistemi hastaliklarinda (Gonz’alez-Tejero ve ark. 2008),
Edirne bolgesinde sigiller ve cilt hastaliklarinda (Giines 2018) ve Denizli bdlgesinde
bagirsak kurtlarina karsi (Bulut ve ark. 2017) kullaniminin oldugu bildirilmistir.
Literatiirde C. corymbosum tiiriiniin kimyasal igerigi ve biyolojik aktiviteleri iizerine
sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada Izmir’den toplanan C. corymbosum
tirtiniin (Sekil 2-6) kimyasal igeriginin, antioksidan aktivitesinin ve ¢esitli enzimleri

inhibe edici etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Sekil 2-6: Cardopatium corymbosum Yamanlar Dag1, izmir (Temmuz 2019)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Bitki ekstrelerinin hazirlanmasinda etanol (Riedel 32221) ve metanol (Merck
106008), hazirlanan ekstrelerin ¢oziilmesinde dimetil siilfoksit (DMSO; Sigma D8418),

Total fenolik bilesiklerinin tayininde; sodyum karbonat (Na,COs; Merck
106398), Folin Ciocalteu ayiraci (Sigma F9252) ve gallik asit (Sigma G7384),

Total flavonoid miktar tayininde; sodyum nitrit (NaNO2; Merck 106544),
aliminyum kloriir (AlCl3.6H20; Merck 101083), sodyum hidroksit (NaOH; Merck
106462) ve katesin (Fluka 22110),

2,2’-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH) radikali giderici antioksidan aktivite
tayininde; DPPH (Sigma D9132) ve kersetin (Fluka 83370),

Demir(I11) iyonu rediikleyici antioksidan potansiyeli (FRAP) tayininde; derisik
hidroklorik asit (HCI; Merck 100314), 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazin (TPTZ; Merck
110238), demir(IIl) kloriir (FeCls.6H20; Merck 3946), hidroklorik asit (HCI; Merck
100314) ve demir siilfat (FeSO4.7H20; Fluka 44970),

a-Glukozidaz inhibe edici aktivite tayinine; a-glukozidaz (Sigma G5003), p-
nitrofenil- a-D-glukopiranozid (pNPG; Fluka 73673) ve akarboz (Sigma A8980),

a-Amilaz inhibe edici aktivite tayininde; a-amilaz (Sigma A3176), nisasta
(Sigma S2004), 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS; Sigma D0550); sodyum-potasyum
tartarat (Riedel de Haén 25508) ve sodyum hidroksit (NaOH; Merck 6482) kullanildi.

Asetilkolinesteraz (AChE) inhibe edici aktivite tayininde; AChE (Sigma
C3389), asetiltiyokolin iyodiir (ATChI; Sigma A5751), 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB; Sigma D8130) ve galantamin (Sigma G1660),

Butirilkolinesteraz (BChE) inhibe edici aktivite tayininde; BChE (Sigma
C7512), butiriltiyokolin iyodiir (BTChI; Sigma B3253) ve 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB; Sigma D8130),

Tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) inhibe edici aktivite tayininde; TrxR deney Kiti
(Sigma CS0170) ve kurkumin (Sigma C1386) kullanildi.
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Elastaz inhibe edici aktivite tayininde; elastaz (Sigma E0258), N-siiksinil-Ala-
Ala-Ala-p-nitroanilit (STANA,; Sigma S4760) ve ursolik asit (Sigma U6753) kullanildi.

Tamponlarin hazirlanmasinda; glasiyel asetik asit (Merck 23332325), sodyum
asetat (Merck 106264), sodyum fosfat dibazik dihidrat (Na2HPO4.2H20; Sigma 30412),
sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4.2H20; Merck 6345), sodyum kloriir (NaCl;
Riedel de Haén 13423) ve sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3z; Merck 6323)
kullanildi.

3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Bitki ekstrelerinin hazirlanmasinda; degirmen (IKA), rotaevaporatér (BUCHI,
R210) ve Soxhlet aparati, biyokimyasal analizlerde; mikroplaka okuyucu (Biotek, Eon),
pH metre (Radiometer, PHM 92), hassas terazi (AND, HM 200), ultrasonik banyo
(Elma, S10), otomatik pipetler (Eppendorf), vorteks (Velp scientifica) ve distile su

cihazi (Labconco) kullanildi.

3.3. Bitki Materyali

Arastirmamizda kullanilan Cardopatium corymbosum (L.) Pers bitkisi, Temmuz
2019 tarihinde izmir Yamanlar Dagi’ndan toplanmistir. Bitki drneklerinin toplanmasi
ve teshisi, Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim
Dali’nda gérevli Dog¢.Dr. Bahar GURDAL ABAMOR ve Altinbas Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Botanik Anabilim Dali’nda gérevli Dr. Ogr. Uyesi Ebru
OZDEMIR NATH tarafindan gergeklestirilmistir. Toplanan bitkiler teshis edildikten
sonra, birer 6rnek kurutulup etiketlenerek Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Herbaryumu (ISTE) numaras1 verilerek herbaryumda referans materyali olarak

saklanmistir (ISTE No: 116888).

3.4. Kullanilan Yontemler

3.4.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi
C. corymbosum bitkisinin toprak tstii kismlart toplandiktan sonra golgede
kurutuldu ve toz haline getirildi. Toz haline getirilen bitki 6rnekleri ile su, etanol ve

metanol ekstreleri hazirlanda.

Sulu ekstrenin hazirlanmasi; 15 g kurutulmus bitki 6rnegi 150 mL distile su iginde

kaynayana kadar 1sitildi. Sogutulduktan sonra tiilbentten siiziildii ve -80°C’de
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dondurulduktan sonra liyofilize edildi. Elde edilen su ekstresi daha sonra kullanilmak
tizere ufak cam kaplara konularak -20°C’de saklandi.

Etanol ve metanol ekstrelerinin hazirlanmasi; 15 g kurutulmus bitki 6rnegi Soxhlet
cihazinda 150 mL etanol ve metanol ile ayr1 ayr1 refliiks edildi ve sonrasinda ¢oziiciiler
rotaevaporator ile algak baskida kuruyana kadar uguruldu. Elde edilen etanol ve metanol

ekstreleri daha sonra kullanilmak {izere ufak cam kaplara konularak -20°C’de saklandi.

3.4.2. Total Fenolik Bilesiklerin Tayini
C. corymbosum ekstrelerinde bulunan total feneolik bilesiklerin tayini Folin-

Ciocalteu ayiraci kullanilarak yapildi (Slinkard ve Singleton, 1977).
Kullanilan ¢ozeltiler
%2’lik Na2COs cozeltisi: 2 g Na2COs, distile su ile ¢oziiliip 100 mL’ye tamamlanda.

Stok gallik asit ¢ozeltisi: 5 mg gallik asit, 1 mL distile su ile ¢oziilerek stok gallik asit
¢ozeltisi hazirlandi (5 mg/mL). Bu stok ¢o6zeltinin distile su ile yar1 yariya

seyreltilmesiyle standart gallik asit ¢ozeltileri hazirlandi.

Deneyin yapihsi: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan C. corymbosum ekstreleri
(0,625 - 2,5 mg/mL) ve standart gallik asit ¢ozeltilerinin (0,0625 - 0,5 mg/mL) 5 pL’si
225 pL distile su ve 5 pL Folin-Ciocalteu ayiract ile karistirilarak oda sicakliginda 3
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 15 puL Na,COjs ¢ozeltisi ilave edilip 2 saat
boyunca karanlikta oda sicakliginda bekletildi ve 6rneklerin absorbanst 760 nm’de

ayirag koriine karsi 6l¢iildii. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamalar1 alindi.
Hesaplama: Sonuglar, hazirlanan gallik asit standart egrisi (y=0,7768x+0,0093

R?=0,9991) kullanilarak mg gallik asit ekivalanlari (GAE)/g ekstre olarak ifade edildi.

3.4.3. Total Flavonoid Bilesiklerin Tayini:
C. corymbosum ekstrelerinde bulunan total flavanoid bilesikler Sakanaka ve ark.
(2005) yontemine gore tayin edildi.

Kullamlan ¢ozeltiler
%5’lik NaNOz2 cozeltisi: 5 g NaNOo, distile su ile ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.
%010’luk AICls ¢ozeltisi: 10 g AICls, distile su ile ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

1 M NaOH cozeltisi: 4 g NaOH, distile su ile ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.
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Stok katesin ¢ozeltisi: 2,5 mg katesin, 1 mL distile su ile ¢oziilerek stok katesin
¢ozeltisi hazirlandi (2,5 mg/mL). Bu stok ¢o6zeltinin distile su ile yar1 yariya

seyreltilmesiyle standart gallik asit ¢6zeltileri hazirlandi.

Deneyin yapilisi: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan C. corymbosum ekstreleri (0,3 -
2,5 mg/mL) ve standart katesin ¢ozeltilerinin (0,03 - 0,25 mg/mL) 25 pL’si {izerine 125
pL distile su ve 7,5 uLL. NaNO2 ¢ozeltisi ilave edilip 6 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Daha sonra 15 puLL AICI3 ¢6zeltisi eklenerek 5 dakika daha bekletildi ve karigima 50 pL
NaOH cozeltisi ve 27 5 pL distile su ilave edilerek absorbansi 510 nm’de ayirag koriine

kars1 dlgiildii. Deneyler {i¢ kez tekrarlandi ve ortalamalar alindi.

Hesaplama: Sonuglar hazirlanan katesin standart egrisi (y=1,8501x+0,0141 R?=0,9995)
kullanilarak mg katesin ekivalanlar1 (CE)/g ekstre olarak ifade edildi.

3.4.4. LC-MS/MS Analizi
C. corymbosum ekstrelerinin sahip olduklar bilesiklerin tayini Bezmidlem Vakif
Universitesi Ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi (ILMER)’'nde LC-MS/MS (Sivi

Kromatografisi-Sirali Kiitle Spektrometresi) analizi yapilarak belirlendi.

Orneklerin hazirlanmasi: C. corymbosum ekstreleri balon jojeye alindi ve iizeri 5 mL
metanol ile tamamlanarak ultrasonik banyoda 10 dakika bekletildi. 100 mg/L’lik
internal standart ¢ozeltisi final konsantrasyonu 3 ppm olacak sekilde 6rnek iizerine

eklendi. Ornek 0,45 um filtreden gegirilerek viale alindu.
Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatogtafisi (HPLC) Sartlari:

Hareketli faz A: %1 Formik asit-su

Hareketli faz B: %1 Formik asit-metanol
Kolon: Troyasil C18HS — 150 x 3 mm, 5 um
Gradient:

Zaman (dk) Akis (mL/dk) % B

0,00 0,35 50
1,00 0,35 50
3,00 0,35 100
6,00 0,35 100
7,00 0,35 50

15,00 0,35 50
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Kiitle Spektrometresi (MS) Sartlari:

Cihaz: Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE
Iyon kaynagi: Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI)
Kiitle tarama araligi: 100-900 m/z

Sheath gazi akis hizi: 45 mL/dk

Aux gazi akis hizi: 10 mL/dk

Sprey voltaji: 3,80 kV

Kapiler sicakligi: 320°C

Aux gazi 1sitict sicakligi: 320°C
Tanimlamalar: ILMER Kiitiiphanesi

Cevre Sartlar:
Sicaklik: 224+5°C

Bagil nem: 5015 %RH

3.4.5. Antioksidan Aktivite Tayini

3.4.5.1. DPPH Radikali Giderici Aktivite Tayini
C. corymbosum ekstrelerinin DPPH radikali giderici aktivitesi Brand-Williams

ve ark. (1995) tarafindan gelistirilen metoda gore tayin edildi.
Kullanilan ¢ozeltiler

Stok DPPH cozeltisi: 3,9 mg DPPH, 10 mL metanol ile ¢oziilerek stok DPPH ¢ozeltisi
(1 mM) hazirlandi. Deney giinii bu stok ¢ozeltinin 10 kez seyreltilmesi ile DPPH
calisma ¢ozeltisi (0,1 mM) hazirlandi.

Stok Kkersetin c¢ozeltisi: 2,5 mg kersetin, 1 mL etanol ile coziilerek stok kersetin
¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢dozeltinin (2,5 mg/mL) etanol ile yar1 yariya

seyreltilmesiyle standart kersetin ¢6zeltileri hazirlandu.

Deneyin yapihsi: Farkli konsantrasyonlardaki C. corymbosum ekstreleri (0,625 - 10
mg/mL) ve referans antioksidan olarak kullanilan kersetinden hazirlanan standart
¢ozeltilerin (0,03 - 0,25 mg/mL) 10 pL’si iizerine 240 plL DPPH ¢alisma ¢ozeltisi
eklenerek 30 dakika boyunca karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Kontrol, ekstre veya
referans yerine 10 uL ¢6ziicti konularak hazirlandi ve tiim absorbanslar 517 nm’de kore

kars1 dlgiildii. Deneyler {i¢ kez tekrarland1 ve ortalamalar alindi.
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Hesaplama: Orneklerin (ekstre/standart) DPPH radikali giderici aktiviteleri (%)
asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Sonuglar, ECso degeri (mg/mL; DPPH
radikalinin %50’sini gidermek igin gerekli 6rnek konsantrasyonu) olarak ifade edildi.

ECso degerleri, doz-yanit egrilerinden dogrusal regresyon analizi ile hesaplandi.

DPPH radikali giderici aktivite (%)

(4 Ornegin 517'nmdeki absorbansi 100
N Kontroliin 517'nmdeki absorbansi %

3.4.5.2. Demir(II1) Iyonu Rediikleyici Antioksidan Potansiyeli (FRAP) Tayini
C. corymbosum ekstrelerinin demir indirgeyici potansiyelini belirlemek igin
Benzie ve Strain (1996) metodu kullanildi.

Kullanilan ¢ozeltiler

40 mM HCI ¢ozeltisi: Derisik HCI (%36°’lik ve d=1,19)’den 82,8 mL alinip distile su
ile 1 L’ye seyreltilerek 1 M HCI ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltiden 4 mL
almip distile su ile 100 mL’ye seyreltilerek 40 mM HCI ¢ozeltisi hazirlandi.

10 mM TPTZ ¢ozeltisi: 15,6 mg TPTZ, 5 mL HCI ¢6zeltisi (40 mM) ile ¢oziildii.
20 mM FeCls ¢ozeltisi: 27 mg FeClz.6H20, 5 mL distile su ¢oziildii.

0,3 M Asetat tamponu (pH 3,6): 3,1 g sodyum asetat, 800 mL distile su ile ¢6ziildii ve
derisik asetik asit eklenerek pH’s1 3,6’ya ayarlandi. Daha sonra bu ¢ozeltinin hacmi

distile su ile 1 L’ye tamamland.

1,5 mM Demir siilfat ¢ozeltisi: 0,02 g FeSO4.7H,0, distile su ile ¢oziilerek 50 mL’ye
tamamlandi. Bu stok ¢ozeltinin distile su ile yar1 yariya seyreltilmesiyle standart demir

siilfat ¢ozeltileri hazirlandi.

FRAP ayiraci: 20 mL asetat tamponu, 2 mL TPTZ ¢o6zeltisi ve 2 mL FeCls ¢ozeltisinin
karistirtlmasi ile deney Oncesinde taze olarak hazirlandi ve 37°C’lik su banyosunda

tutuldu.

Stok Kkersetin c¢ozeltisi: 2,5 mg kersetin, 1 mL etanol ile coziilerek stok kersetin
¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltinin (2,5 mg/mL) distile su ile yar1 yariya

seyreltilmesiyle standart kersetin ¢6zeltileri hazirlanda.
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Deneyin yapilisi: Farkli konsantrasyonlardaki C. corymbosum ekstrelerinin (0,625 - 10
mg/mL), referans antioksidan kersetinden hazirlanan standart ¢ozeltilerin (0,03 - 0,25
mg/mL) ve demir siilfat standart ¢ozeltilerinin (0,2 - 1,5 mM) 10 uL’si ve 20 uL DMSO
10 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edidi. Sonrasinda 270 ulL. FRAP ayiraci bu karisima
ilave edilerek 4. dakikadaki absorbans degeri 593 nm’de kore karsi 6l¢iildii. Deneyler

ti¢ kez tekrarland1 ve ortalamalar1 alindi.

Hesaplama: Sonuglar hazirlanan demir siilfat standart egrisi (y=0,6908x-0,0321
R2=0,9998) kullamlarak FRAP degerleri (mM Fe?"; 1 mM Fe(Ill)’iin Fe(Il)’e
indirgenmesi olarak ifade edildi.

3.4.6. Antidiyabetik Aktivite Tayini

3.4.6.1. a-Glukozidaz inhibe Edici Aktivite Tayini
C. corymbosum ekstrelerinin a-glukozidaz inhibe edici aktiviteleri Bothon ve

ark.’nin (2013) metodunda baz1 degisiklikler yapilarak tayin edildi.
Kullanilan cozeltiler

20 mM Sodyum-fosfat tamponu (pH 6,8): 0,79 g NaH2P04.2H.O ve 0,89 ¢
Na2HPO4.2H20 distile su ile ¢oziilerek hacmi 250 mL’ye tamamlandi. Cozeltinin pH’s1

6,8’¢ ayarlandiktan sonra igerisine 0,098 g NaCl eklenerek ¢6ziinmesi saglandi.
1 mM pNPG c¢ozeltisi: 0,006 g pNPG, 20 mL Na-fosfat tamponu eklenerek ¢o6ziildii.

1 U/mL a-Glukozidaz cozeltisi: Saccharomyces cerevisiae kaynakli 100 U’luk o-
glukozidazin distile suda ¢6ziilmesi ile hazirlanan Stok enzim c¢ozeltisi (100 U/mL)

deneyde kullanilacagi zaman sodyum-fosfat tamponu ile 1 U/mL’ye seyreltildi.

Stok akarboz cozeltisi: 5 mg akarboz, 1 mL distile su ile ¢oziilerek stok akarboz
¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltinin (5 mg/mL) etanol:su (1:1) karigimu ile yar1 yariya

seyreltilmesiyle standart akarboz ¢6zeltileri hazirlandi.

Deneyin yapihisi: Farkli konsantrasyonlardaki C. corymbosum ekstrelerinin (0,625 - 10
mg/mL), referans antidiyabetik olarak kullanilan akarbozdan hazirlanan standart
cozeltilerin (0,3 - 5 mg/mL) 25 pL’si lizerine 75 pL Na-fosfat tamponu ve 50 pL o-
glukozidaz ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha sonra bu
karisima 50 pL pNPG ¢ozeltisi eklendi ve 405 nm’deki absorbans artiglart 37°C’de 5
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dakika siiresince kore karsi olgiildii. Kontrol, ekstre veya referans yerine 25 ul ¢oziicii

konularak hazirlandi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamalari alindu.

Hesaplama: Orneklerin (ekstre/standart) a-glukozidaz inhibe edici aktiviteleri (%)
asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Sonuglar, I1Cso degeri (mg/mL; a-glukozidazi
%50 oraninda inhibe etmek i¢in gerekli 6rnek konsantrasyonu) olarak ifade edildi. 1Cso

degerleri, doz-yanit egrilerinden dogrusal regresyon analizi ile hesaplandi.

a — glukozidaz inhibe edici aktivite (%)

(4 Ornegin 405'nmdeki absorbans degisimi 100
B Kontroliin 405'nmdeki absorbans degisimi x

3.4.6.2. a-Amilaz inhibe Edici Aktivite Tayini
C. corymbosum ekstrelerinin a-amilaz inhibe edici aktiviteleri Ali ve ark.

(2006)’nin metodunda bazi degisiklikler yapilarak tayin edildi.
Kullanilan c¢ozeltiler

20 mM Sodyum-fosfat tamponu (pH 6,8): 0,79 g NaH2P04.2H.O ve 0,89 ¢
Na2HPO4.2H20 distile su ile ¢dziilerek hacmi 250 mL’ye tamamlandi. Cozeltinin pH’s1

6,8’¢ ayarlandiktan sonra igerisine 0,098 g NaCl eklenerek ¢6ziinmesi saglandi.

%00,75’lik Nisasta c¢ozeltisi: 75 g nisastaya bir miktar distile ilave edilerek siispansiyon
haline getirildi. Daha sonra kaynamakta olan 80 mL distile suyun igine bir yandan
karistirilarak yavas yavas eklendi. 15 dk boyunca karistirilarak 1sitmaya devam edildi ve

sogumasi beklendikten sonra distile su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
2 M NaOH cozeltisi: 4 g NaOH, distile su ile ¢oziilerek 50 mL’ye tamamlandi.

Renk aymract (DNS ayraci)): 2 g DNS, 70°C’lik su banyosunda isitilan NaOH
¢ozeltisinin 40 mL’si ile ¢oziildii. Daha sonra bu karisima 60 g sodyum potasyum
tartarat ve yine 70°C’lik su banyosunda 1sitilan 100 mL distile su ilave edildi. Karigimin
su banyosunda 1sitilarak ¢6ziinmesi saglandi ve sogumasi beklendikten sonra distile su

ile hacmi 200 mL’ye tamamlandi.

3 U/mL a-Amilaz ¢ozeltisi: Domuz pankreasi kaynakli 1 MU’luk a-amilazin distile
suda ¢6ziilmesi ile hazirlanan stok enzim ¢ozeltisi (22 U/mL) deneyde kullanilacagi

zaman sodyum-fosfat tamponu ile 3 U/mL’ye seyreltildi.
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Stok akarboz c¢ozeltisi: 5 mg akarboz, 1 mL distile su ile ¢oziilerek stok akarboz
¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltinin (5 mg/mL) etanol:su (1:1) karisimu ile yar1 yariya

seyreltilmesiyle standart akarboz ¢6zeltileri hazirlandi.

Deneyin yapihisi: Farkli konsantrasyonlardaki C. corymbosum ekstrelerinin (0,625 - 10
mg/mL), referans antidiyabetik olarak kullanilan akarbozdan hazirlanan standart
cozeltilerin (0,125 - 1 mg/mL) 10 pL’si ile 40 pL sodyum-fosfat tamponu ve 50 pL o-
amilaz ¢dzeltisi karistirilarak 10 dakika boyunca 25°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda karigima 50 pL nisasta ¢ozeltisi ilave edilip 5 dakika daha 25°C’de bekletildi.
Daha sonra 75 uL renk ayiraci konularak reaksiyon durduruldu. Tiim karisim 15 dakika
boyunca 85°C’de 1sitildi ve siire bitiminde sogutulup distile su ile 4 kez seyreltildi.
Karisimin absorbansi 540 nm’de kore karsi olgiildii. Kontrol, ekstre veya referans yerine

10 pL ¢oziicli konularak hazirlandi. Deneyler {i¢ kez tekrarlandi ve ortalamalart alindu.

Hesaplama: Orneklerin (ekstre/standart) a-amilaz inhibe edici aktiviteleri (%)
asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Sonuglar, ICso degeri (mg/mL; a-amilazi %50
oraninda inhibe etmek icin gerekli 6rnek konsantrasyonu) olarak ifade edildi. 1Cso

degerleri, doz-yanit egrilerinden dogrusal regresyon analizi ile hesapland.

a — amilaz inhibe edici aktivite (%)

. Ornegin 540'nmdeki absorbanst 100
Kontroliin 540 nmdeki absorbanst )

3.4.7. Anti-Alzheimer Aktivite Tayini

3.4.7.1. AChE inhibe Edici Aktivite Tayini
C. corymbosum ekstrelerinin AChE inhibe edici aktiviteleri Ellman ve ark.’nin

(1961) gelistirdigi metot tizerinde kismi degisiklikler yapilarak tayin edildi.
Kullanilan cozeltiler

0,1 M Sodyum-fosfat tamponu (pH 7,5): 4,45 g Na:HPO4.2H,0, distile su ile
¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. 3,9 g NaH2PO4.2H,0 distile su ile ¢oziilerek 250 mL
hacme tamamlandi. Daha sonra bu iki ¢6zelti uygun oranda karistirilarak karigimin

pH’s17,5’e ayarlandi.

NaHCO:s iceren sodyum-fosfat tamponu: Sodyum-fosfat tamponunun 25 mL’sine

0,0375 g NaHCOs3 eklenerek ¢oziinmesi saglandi.
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10 mM DTNB ¢ozeltisi: 3,96 mg DTNB, 1 mL NaHCOzs igeren sodyum-fosfat tamponu

ile ¢oOziildii.
75 mM ATCHhI ¢ozeltisi: 0,021 g ATChl, 1 mL distile su ile ¢oziildii.

Ellman ayraci: 15 mL sodyum-fosfat tamponuna 200 uL. ATChI ¢6zeltisi ve 500 pL
DTNB ¢ozeltisinin eklenmesi ile deneyden once taze olarak hazirlandi.

0,5 U/mL AChE cézeltisi: Electrophorus electricus kaynakli 500 U’luk AChE’nin 1
mL distile suda ¢oziilmesi ile hazirlanan stok enzim c¢ozeltisi (500 U/mL) deneyde

kullanilacagi zaman sodyum-fosfat tamponu ile 0,5 U/mL’ye seyreltildi.

Stok galantamin coézeltisi: 2 mg galantamin, 1 mL distile su ile ¢oziilerek stok
galantamin ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltinin (2 mg/mL) etanol:su (1:1) karisimi

ile yar1 yariya seyreltilmesiyle standart galantamin ¢ozeltileri hazirlandi.

Deneyin yapihisi: Farkli konsantrasyonlardaki C. corymbosum ekstrelerinin (0,625 - 20
mg/mL) ve referans AChE inhibitorii olarak kullanilan galantaminden hazirlanan
standart ¢ozeltilerin (0,006 - 0,05 mg/mL) 20 pL’si ve 220 pL Ellman ayiraci
karistirildi. Bu karisima 10 pL AChE ¢ozeltisi eklendikten sonra ve 412 nm’deki
absorbans artis1 25°C’de 10 dakika boyunca kore karsi olgiildii. Kontrol, ekstre veya
referans yerine 20 pL ¢oziicii konularak hazirlandi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve

ortalamalar1 alindu.

Hesaplama: Orneklerin (ekstre/standart) AChE inhibe edici aktiviteleri (%) asagidaki
formiil kullanilarak hesaplandi. Sonuglar, ICso degeri (mg/mL; AChE enzimini %50
oraninda inhibe etmek icin gerekli 6rnek konsantrasyonu) olarak ifade edildi. 1Cso

degerleri, doz-yanit egrilerinden dogrusal regresyon analizi ile hesaplandi.

AChE inhibe edici aktivite (%)
Ornegin 412'nmdeki absorbans degisimi
=1 x100

~ Kontroliin 412’nmdeki absorbans degisimi

3.4.7.2. BChE inhibe Edici Aktivite Tayini
C. corymbosum ekstrelerinin BChE inhibe edici aktiviteleri Ellman ve ark.’nin

(1961) gelistirdigi metot {izerinde kismi degisiklikler yapilarak tayin edildi.

Kullanilan c¢ozeltiler
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0,1 M Sodyum-fosfat tamponu (pH 7,5): 4,45 g Na,HPO4.2H,0O, distile su ile
¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. 3,9 g NaH2PO4.2H,0 distile su ile ¢oziilerek 250 mL
hacme tamamlandi. Daha sonra bu iki ¢6zelti uygun oranda karistirilarak kartistmin

pH’s1 7,5’e ayarland.

NaHCO:s iceren sodyum-fosfat tamponu: Sodyum-fosfat tamponunun 25 mL’sine
0,0375 g NaHCOs eklenerek ¢oziinmesi saglandi.

10 mM DTNB ¢ozeltisi: 3,96 mg DTNB, 1 mL NaHCOs igeren sodyum-fosfat tamponu

ile ¢oziildii.
75 mM BTCHhI ¢ozeltisi: 0,024 g BTChl, 1 mL distile su ile ¢oziildii.

Ellman ayiraci: 15 mL sodyum-fosfat tamponuna 200 uLL BTChI ¢6zeltisi ve 500 pL

DTNB ¢ozeltisinin eklenmesi ile deneyden 6nce taze olarak hazirlandi.

0,55 U/mL BChE cézeltisi: At serumu kaynakli 1.2 KU’luk BChE’nin distile suda
¢oziilmesi ile hazirlanan stok enzim ¢ozeltisi (55 U/mL) deneyde kullanilacagi zaman

sodyum-fosfat tamponu ile 0,55 U/mL’ye seyreltildi.

Stok galantamin c¢ozeltisi: 2 mg galantamin, 1 mL distile su ile ¢oziilerek stok
galantamin ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltinin (2 mg/mL) etanol:su (1:1) karisimi

ile yar1 yariya seyreltilmesiyle standart galantamin ¢ozeltileri hazirlandi.

Deneyin yapihisi: Farkli konsantrasyonlardaki C. corymbosum ekstrelerinin (0,625 - 20
mg/mL) ve referans BChE inhibitorii olarak kullanilan galantaminden hazirlanan
standart ¢ozeltilerin (0,025 - 0,2 mg/mL) 20 uL’si ve 220 pL Ellman ayiraci karigtirild.
Bu karisima 10 pLL BChE ¢ozeltisi eklendikten sonra ve 412 nm’deki absorbans artigi
25°C’de 10 dakika boyunca kore karsi 6l¢iildii. Kontrol, ekstre veya referans yerine 20

uL ¢oziicl konularak hazirlandi. Deneyler {i¢ kez tekrarlandi ve ortalamalar alind.

Hesaplama: Orneklerin (ekstre/standart) BChE inhibe edici aktiviteleri (%) asagidaki
formiil kullanilarak hesaplandi. Sonuglar, ICso degeri (mg/mL; BChE enzimini %50
oraninda inhibe etmek igin gerekli 6rnek konsantrasyonu) olarak ifade edildi. 1Cso

degerleri, doz-yanit egrilerinden dogrusal regresyon analizi ile hesaplandi.

BChE inhibe edici aktivite (%)

_ (4 Ornegin 412'nmdeki absorbans degisimi 100
B Kontroliin 412'nmdeki absorbans degisimi x
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3.4.8. TrxR inhibe Edici Aktivite Tayini
C. corymbosum ekstrelerinin TrxR inhibe edici aktiviteleri Kkitde belirtilen

yonerge dogrultusunda yapildi (Sigma CS0170).

Kullanilan cozeltiler

NADPH cézeltisi: 25 mg NADPH, 0,625 mL ultra saf su ile ¢oziildii.
DTNB cozeltisi: 39,6 mg DTNB, 1 mL DMSO ile ¢oziildii.

TrxR ¢ozeltisi: 5 pL TrxR enzim soliisyonu 95 pL tampon ile seyreltildi.

Stok kurkumin ¢ozeltisi: 5 mg kurkumin, 1 mL DMSO ile ¢oziilerek stok kurkumin
¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltinin (5 mg/mL) DMSO ile yart yariya

seyreltilmesiyle standart kurkumin ¢ozeltileri hazirlandu.

Deneyin yapilisi: 5 pLL TrxR ¢ozeltisi, 5 uL tampon ve farkli konsantrasyonlardaki C.
corymbosum ekstrelerinin (0,3 - 10 mg/mL) ve referans TrxR inhibitorii olarak
kullanilan kurkuminden hazirlanan standart ¢ozeltilerin (0,125 - 1 mg/mL) 4 uL’si
karigtirllarak oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 180 pL NADPH
cozeltisi ve 6 pL DTNB ¢ozeltisi bu karisima ilave edilerek 412 nm’deki absorbans
artig1 10 dakika boyunca kore karsi dlgiildii. Kontrol, ekstre veya referans yerine 4 pL

¢oOziicii konularak hazirlandi. Deneyler {i¢ kez tekrarland1 ve ortalamalar1 alindi.

Hesaplama: Orneklerin (ekstre/standart) TrxR inhibe edici aktiviteleri (%) asagidaki
formiil kullanilarak hesaplandi. Sonuglar, ICso degeri (mg/mL; TrxR enzimini %50
oraninda inhibe etmek icin gerekli 6rnek konsantrasyonu) olarak ifade edildi. 1Cso

degerleri, doz-yanit egrilerinden dogrusal regresyon analizi ile hesaplandi.

TrxR inhibe edici aktivite (%)
Ornegin 412'nmdeki absorbans degisimi
= x 100

~ Kontroliin 412'nmdeki absorbans degisimi

3.4.9. Elastaz Inhibe Edici Aktivite Tayini
C. corymbosum ekstrelerinin elastaz inhibe edici aktiviteleri Moon ve ark.’nin

(2010) metoduna gore tayin edildi.

Kullanilan c¢ozeltiler
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0,1 M Tris-HCI tamponu (pH 7,8): 3,02 g Tris yaklastk 200 mL distile su ile
coziilerek pH’s1 1 N HCl ile 7,8 e ayarlandi. Daha sonra hacmi distile su ile 250 mL’ye

ayarlandi.

0,16 U/mL Elastaz ¢ozeltisi: Domuz pankreasi kaynakli 45 U’luk elastazin distile suda
¢oziilmesi ile hazirlanan stok enzim ¢ozeltisi (45 U/mL) deneyde kullanilacagi zaman

Tris-HCI tamponu ile 0,06 U/mL’ye seyreltildi.
1 mM STANA cozeltisi: 2,2 mg STANA, 5 mL Tris-HCI tamponu ile ¢6ziildii.

Stok ursolik asit ¢ozeltisi: 10 mg ursolik asit, 1 mL DMSO ile ¢oziilerek stok ursolik
asit ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltinin (10 mg/mL) DMSO ile yar1 yariya
seyreltilmesiyle standart ursolik asit ¢ozeltileri hazirlandi.

Deneyin yapihisi: Farkli konsantrasyonlardaki C. corymbosum ekstrelerinin (1,25 - 20
mg/mL) ve referans elastaz inhibitorii olarak kullanilan ursolik asitten hazirlanan
standart ¢ozeltilerin (0,125 - 2 mg/mL) 10 pL’si ile 100 pL elastaz ¢ozeltisi ve 15 pL
Tris-HCI tamponu 10 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra 75 pL
STANA cozeltisi eklenerek agiga ¢ikan p-nitroanilinin absorbansi 410 nm’de 6l¢iildil.
Kontrol, ekstre veya referans yerine 10 pL ¢oziicii konularak hazirlandi. Deneyler iig

kez tekrarlandi ve ortalamalari alindu.

Hesaplama: Orneklerin (ekstre/standart) elastaz inhibe edici aktiviteleri (%) asagidaki
formiil kullanilarak hesaplandi. Sonuglar, ICso degeri (mg/mL; elastaz enzimini %50
oraninda inhibe etmek icin gerekli 6rnek konsantrasyonu) olarak ifade edildi. 1Cso

degerleri, doz-yanit egrilerinden dogrusal regresyon analizi ile hesaplandi.

Elastaz inhibe edici aktivite (%)

_ (4 Ekstrenin 410'nmdeki absorbans degisimi 100
B Kontroliin 410’nmdeki absorbans degisimi x
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4. BULGULAR

4.1. C. corymbosum Ekstrelerinin LC-MS/MS Analizi

C. corymbosum bitkisinden elde edilen etanol, metanol ve su ekstrelerindeki
cogu fenolik bilesik olmak iizere baz1 diger bilesiklerin kantitatif tayinleri LC-MS/MS
analizi kullanilarak yapildi (Tablo 4-1 ve Sekil 4-1). Sonuglar incelendiginde, etanol
ekstresindeki major bilesigin klorojenik asit oldugu, bunu sirasiyla rutin, Kuersitrin ve
fumarik asitin takip ettigi gortildii. Metanol ve su ekstrelerindeki major bilesiklerin ise
sirastyla fumarik asit ve klorojenik asit oldugu ayrica su ekstrelerinde oldugu gibi bu
ekstrelerin de rutin ve kuersitrin icerigi bakimindan zengin oldugu bulundu. Bu
bilesiklerin yani sira her {i¢ ekstrede de onemli miktarda askorbik asit, kafeik asit ve
hiperosid varligi tespit edildi. Ayrica, etanol ve su ekstrelerinde miktart dlgiilemeyen
vanilik asitin metanol ekstresindeki major bilesiklerden biri oldugu goriildi. Bunlarin
disinda her ¢ ekstrenin de orientin, naringenin, hispidulin, Kkrisin ve asasetin

iceriklerinin ¢ok diisiik veya 6l¢iilemeyecek diizeyde oldugu bulundu.
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Tablo 4-1: LC-MS/MS analizi ile C. corymbosum ekstrelerinde tayin edilen bilesikler ve

miktarlar1 (mg/kg)

Madde Adi Etanol Metanol Su
Askorbik asit 134,02 422,42 314,49
Klorojenik asit 1496,12 2882,64 1894,49
Fumarik asit 448,90 3611,15 3592,44
Orientin <LOD 6,04 1,97
Kafeik asit 223,38 189,83 128,97
Vanilik asit <LOD 1007,55 <LOD
Rutin 722,15 595,03 536,58
Hiperozit 211,64 209,50 95,90
Dihidrokamferol 32,05 2,58 0,73
Kersitrin 674,89 499,20 250,30
Kersetin 27,08 3,15 1,71
Salisilik Asit 152,74 108,04 55,56
Naringenin 11,55 <LOD <LOD
Kamferol 184,20 36,68 <LOD
Hispidulin 0,09 <LOD <LOD
Krisin 3,88 3,64 3,89
Asasetin 3,38 3,15 2,44
Sarsasapogenin 172,47 203,29 <LOD

LOD (Limit of detection): Olgiim sinirlarmin altindaki degerler igin kullanilmstir.
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Sekil 4-1: C. corymbosum ekstrelerinin LC-MS/MS kromatogramlari
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etanol, methanol ve su ekstresini gostermektedir).

(Her satir sirasi ile
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4.2. C. corymbosum Ekstrelerinin Total Fenolik ve Flavanoid Miktarlar

C. corymbosum ekstrelerinin total fenolik bilesik miktarlari, “mg GAE/g ekstre”
ve total flavonoid miktarlart “mg CE/g ekstre” olarak Tablo 4-2 ve Sekil 4-2°de
gosterilmistir. Metanol ekstrelerinin tiim ekstreler iginde en yiiksek total fenolik ve
flavonoid igerige sahip oldugu bunu su ekstresinin takip ettigi bulundu. Etanol
ekstresinin total fenolik ve flavonoid miktarnin diger iki ekstreden daha diisiikk oldugu

goriildii.

Tablo 4-2:C. corymbosum ekstrelerinin total fenol ve flavonoid miktarlari

Total Fenol Total Flavonoid

(mg GAE/Q) (mg CE/g)
Etanol 30,72+1,04 29,824+0,76
Metanol 42,58+0,60 38,46+0,77
Su 35,59+0,87 31,04+0,41

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).
GAE:qgallik asit ekivalanlar1, CE:katesin ekivalanlari

45
40

Etanol Metanol Su
m Total Fenol (mg GAE/g) m Total Flavonoid (mg CE/g)

Sekil 4-2: C. corymbosum ekstrelerinin total fenolik ve total flavonoid miktarlar:
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4.3. C. corymbosum Ekstrelerinin DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

C. corymbosum ekstrelerinin  DPPH radikalini giderici aktivitelerinin
konsantrasyona bagli olarak arttigi goruldi (Tablo 4-3 ve Sekil 4-3). Metanol
ekstresinin tim konsantrasyonlarda en yiiksek DPPH radikalini giderici aktiviteye (%)
sahip oldugu bunu sirasiyla su ve etanol ekstresinin takip ettigi bulundu. Referans
antioksidan olarak kullanilan kersetin tiim ekstrelerden daha yiiksek DPPH radikali
giderici aktivite gosterdi. Ekstreler ECso degerleri bakimidan bakimindan metanol > su

> etanol olarak siralandi. Diisiik ECso degeri yiiksek aktivitenin gostergesidir.

Tablo 4-3: C. corymbosum ekstreleri ve kersetinin DPPH radikali giderici aktiviteleri

% Inhibisyon DPPH (ECso)
04mg/mL 02mg/mL  01mg/mL  005mg/mL 0,01 mg/mL (mg/mL)
Etanol 83,85£0,96  59,36+1,05  33,80+0,69 20,32+0,68 - 0,177+0,004
Metanol 89,37+074 80,96=+1,75 49,35+1,90 26,56+1.31 - 0,110+0,004
Su 85,76+0,63 77,50+0,53 47,82+1,36 24,95+0.47 - 0,116+0,002
Kersetin - - - - 80,28+0.55 0,005+0,00001

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 gostermektedir.

DPPH radikali giderici aktivite (%)

0 L L] L] T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Konsantrasyon (mg/mlL)

—a—Etanol —&—Metanol Su =—e—Kersetin

Sekil 4-3: C. corymbosum ekstreleri ve kersetinin DPPH radikali giderici aktiviteleri

Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final konsantrasyonlari géstermektedir.
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4.4. C. corymbosum Ekstrelerinin Ferri Iyonu Rediikleme Antioksidan Giicii
(FRAP)

C. corymbosum ekstrelerinin ve kersetinin ferri iyonu rediikleme antioksidan
giicleri FRAP (mM Fe*?/mg ekstre) degeri olarak Tablo 4-4’te gosterilmistir. Metanol
ekstresinin en yiiksek, etanol ekstresinin en diislik indirgeyici giice sahip oldugu ve
referans antioksidan olarak kullanilan kersetinin indirgeyici giiciiniin tiim ekstrelerden
daha yiiksek oldugu bulundu. Ekstrelerin indirgeyici giiciiniin gostergesi olan 593
nm’deki absorbans artis1 géz Oniine alindiginda ferri iyonu rediikleme antioksidan

gliciiniin konsantrasyona bagli olarak arttig1 gézlendi (Sekil 4-4).

Tablo 4-4: C. corymbosum ekstreleri ve kersetinin demir indirgeyici giicleri

FRAP
(mM Fe*?/mg ekstre)
Etanol 44.37+0,53
Metanol 59,69+0,30
Su 56,02+0,95
Kersetin 1700,73+15,20

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

1.4 -

Absorbans (593 nm)
e e e =
= = ) [ (9]

=]
(]
']

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09
Konsantrasyon (mg/mL)

S i

—i—FEtanol -m—Metanol Su —#=Kersetin

Sekil 4-4: C. corymbosum ekstreleri ve kersetinin demir indirgeyici giicleri

Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final konsantrasyonlari gostermektedir.
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C. corymbosum ekstrelerinin antidiyabetik aktivitelerini belirlemek igin o-

glukozidaz ve a-amilaz enzimlerini inhibe edici etkileri 6l¢iildiigiinde, ekstrelerin a-

glukozidaz iizerine ortalama bir inhibitor aktivite gosterdikleri ancak a-amilaz {izerine

inhibe edici aktiviteye sahip olmadiklar1 bulundu. Ekstrelerin a-glukozidaz inhibe edici

aktivitelerinin konsantrasyona bagli olarak arttigi ve en yiiksek aktiviteye methanol

ekstresinin sahip oldugu bunu sirasiyla etanol ve su ekstresinin takip ettigi goriildii

(Tablo 4-5 ve Sekil 4-5). Referans antidiyabetik olarak kullanilan akarboz, tim

ekstrelerden daha yiiksek a-glukozidaz inhibe edici aktivite gostermistir.

Tablo 4-5: C. corymbosum ekstreleri ve akarbozun a-glukozidaz inhibe edici aktiviteleri

% Inhibisyon ICso
1,2 mg/mL 0,6 mg/mL 0,3 mg/mL 0,15 mg/mL (mg/mL)
Etanol 47,60+0,85 36,18+1,22 24,33+0,98 20,50+1,07 -
Metanol 53,25+1,07 38,75+0,68 32,06+0,96 25,34+1,00 1,111+0,036
Su 32,91+1,45 26,54+1,56 22,55+1,13 18,39+0,67 -
Akarboz - 88,79+0,33 79,29+0,65 53,91+0.43 0,137+0,005

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 gostermektedir.

100 -
90 -
80 -
70 -

60

40
30

20 -

a-Glukozidaz inhibe edici aktivite (%)
h
=)

10 A

Sekil 4-5: C. corymbosum ekstreleri ve akarbozun a-glukozidaz inhibe edici aktiviteleri

0,2

0,6

Konsantrasyon (mg/mL)

—4—Etanol —s—Metanol

Su =—e—Akarboz

1.4

Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final konsantrasyonlar: gostermektedir.
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4.6. C. corymbosum Ekstrelerinin Anti-Alzheimer Aktiviteleri

C. corymbosum ekstrelerinin anti-Alzheimer aktivitelerini belirlemek i¢in AChE
ve BChE enzimlerini inhibe edici etkileri 6l¢iildigiinde, ekstrelerin her iki enzim
tizerine de disiik inhibitor aktivite gostermekle birlikte BChE inhibe edici
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu goriildii (Tablo 4-6 ve Sekil 4-6). Ekstrelerin 0,8
mg/mL konsantrasyondaki aktiviteleri goz oniline alindiginda en yiiksek AChE ve BChE
inhibe edici aktiviteye metanol ekstresinin sahip oldugu, bunu sirasiyla etanol ve su
ekstresinin takip ettigi goriildii. Referans AChE ve BChE inhibitorii olarak kullanilan
galantaminin ekstrelere kiyasla cok yliksek inhibitor etki gosterdigi ve bu etkisinin

BChE ile kiyaslandiginda AChE {izerine daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Tablo 4-6: C. corymbosum ekstreleri ve galantaminin AChE ve BChE inhibe edici

aktiviteleri
% Inhibisyon
AChE BChE

0,8 mg/mL 0,4 mg/mL 0,004 mg/mL 08mg/mL 0,4mg/mL 0,04 mg/mL
Etanol 19,47+0,92  13,75+0,76 - 35,15+1,34  30,34+0,77 -
Metanol 2422+1,36  17,98+0,62 - 37,78+£2,56  31,37+1,69 -
Su 14,69+0,87  9,59+0,51 - 19,95+1,40 12,56+1,05 -
Galantamin - 85,30+0,84 - 84,26+0,73

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlari1 gostermektedir.

Kolinesteraz inhibe edici aktivite (%)
[y ]
S

Etanol Metanol Su
mAChE mBChE

Sekil 4-6: C. corymbosum ekstrelerinin 0,8 mg/mL konsantrasyondaki AChE ve BChE
inhibe edici aktiviteleri

Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final konsantrasyonlar: gostermektedir.
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4.7. C. corymbosum Ekstrelerinin TrxR Inhibe Edici Aktiviteleri

C. corymbosum ekstrelerinin antikanser aktivitelerini belirlemek i¢in TrxR inhibe
edici etkileri olgtldiigiinde, tiim ekstrelerin TrxR inhibitor aktiviteye sahip oldugu ve bu
aktivitelerinin konsantrasyona bagli olarak arttigi tespit edildi (Tablo 4-7 ve Sekil 4-7).
Metanol ve etanol ekstresinin benzer, su ekstresinin ise daha diisiik TrxR inhibe edici
aktivite gosterdigi bulundu. Referans TrxR inhibitorii olarak kullanilan kurkuminin tiim

ekstrelerden daha yiiksek TrxR inhibe edici aktiviteye sahip oldugu goriildii.

Tablo 4-7: C. corymbosum ekstreleri ve kurkuminin TrxR inhibe edici aktiviteleri

% Inhibisyon ICso
0,025 mg/mL 0,0125 mg/mL 0,006 mg/mL (mg/mL)
Etanol 72,22+1,95 58,53+1,52 45,90+1,99 0,008+0,0005
Metanol 71,24+0,98 60,22+1,29 44,11+1,57 0,008=+0,0009
0,2 mg/mL 0,1 mg/mL 0,05 mg/mL
Su 61,97+1,10 52,09+0,74 38,601,15 0,111+0,0059
0,02 mg/mL 0,01 mg/mL 0,005 mg/mL
Kurkumin 75,04+ 1,49 59,78+2,23 48,56+1,13 0,005+0,0004

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 gostermektedir.

100 -
90 -
80 -
70
60

TrxR inhibe edici aktivite (%)
th
(=}

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 012 014 0.16 0.18 0.2
Konsantrasyon (mg/mlL)

—4—Etanol —%—Metanol Su —e—Kurkumin

Sekil 4-7: C. corymbosum ekstreleri ve kurkuminin TrxR inhibe edici aktiviteleri

Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final konsantrasyonlar:1 gostermektedir.
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4.8. C. corymbosum Ekstrelerinin Elastaz inhibe Edici Aktiviteleri

C. corymbosum ekstrelerinin anti-aging aktivitelerini belirlemek igin elastaz
inhibe edici etkileri 6l¢iildiigiinde, etanol ve metanol ekstrelerinin elastaz {izerine diisiik
bir inhibisyon gosterdigi, su ekstresinin ise hi¢ bir inhibisyon gdstermedigi bulundu
(Tablo 4-8 ve Sekil 4-8). Referans elastaz inhibitorii olarak kullanilan ursolik asitin

ekstreler ile kiyaslandiginda giiclii inhibitor etkiye sahip oldugu goriildii.

Tablo 4-8: C. corymbosum ekstreleri ve ursolik asitin elastaz inhibe edici aktiviteleri

% Inhibisyon

0,6 mg/mL 0,3 mg/mL 0,03 mg/mL
Etanol 18,15+1,45 14,74+1,16 -
Metanol 13,17+1,40 11,11+1,15 -
Su - - -
Ursolik asit - - 70,29+85

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 géstermektedir.

20
18
16
14
12
10

Elastaz inhibe edici aktivite (%)

S N A N O

Etanol Metanol
20,6 mg/mL m0,3mg/mL

Sekil 4-8: C. corymbosum ekstrelerinin elastaz inhibe edici aktiviteleri

Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final konsantrasyonlar1 gostermektedir.
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5. TARTISMA

Bitkilerin halk arasinda yaygin rahatsizliklarin tedavisindeki kullanimlari artik
gliclii bilimsel kanitlarla desteklendigi i¢in, bitkilerle tedavi son yillarda giderek artan
bir dneme sahiptir. Sifali bitkiler de yeni ilaglarin gelistirilmesine olanak saglayacak
terapotik fitokimyasallar bakimindan olduk¢a zengin kaynaklari olusturmaktadir.
Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler, lignanlar, tanenler, fenolik asitler, stilbenler ve
flavonoidlerdir ve bu bilesikler baslica meyveler, baklagiller, sebzeler, ¢ay ve sarapta
bulunmaktadirlar (Alara ve ark. 2021). Fenolik bilesikler gibi bitkilerden elde edilen
fitokimyasallarin ¢cogunun insan saglig lizerindeki olumlu etkileri yapilan ¢aligmalarla

bildirilmistir (Azwanida, 2015).

C. corymbosum tiiriiniin yer aldigi Cardopatium Juss. cinsi Tiirkiye Florasinda
subtribus Carlininae’de yer almaktadir ve buradaki diger cinsler; Carlina L., Atractylis
L., Xeranthemum L., Siebera J. Gay ve Chardinia Desf.’dir. Literatiirde C. corymbosum
tiiriiniin fitokimyasal igerigi ve biyolojik aktivitesi lizerine ¢ok sinirli sayida ¢aligsma yer
aldig1 i¢in bulgularimizi subtribus Carlininae’ye dahil olan diger cinsler ve Compositae
familyasinda yer alan bazi yakin tiirler iizerinden degerlendirmeye g¢alistik. Subtribus
Carlininae’ye ait farkli tiirlerle yapilan smirli sayida ¢alismada, Carlina tiirlerinin
triterpen igerigi (Strzemski ve ark. 2016), Xeranthemum annuum tiiriniin Siyanojenik
bilesikleri (Orhan ve ark. 2016), Atractylis gummifera tiiriiniin fenolik ve tanen igerigi
(Bouabid ve ark. 2020) gosterilmistir. Bununla birlikte C. corymbosum tiiriiniin
fitokimyasal igerigi tlizerine literatiirde sadece iki c¢alismaya rastlanmistir. Bu
calismalardan birinde yaprak ugucu yag bilesimi belirlenmis (Jeribi ve ark. 2016) ve
digerinde ise bitkinin kok kismindan iki siklobiitan bileseni (kardopatin ve

izokardopatin) izole edilmistir (Selva ve ark. 1978).

Calismamizda, C. corymbosum tiirliniin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin LC-MS/MS analizi ile kimyasal igerikleri ilk kez ortaya konulmustur.
Sonuglarimiz, klorojenik asit, fumarik asit ve rutinin etanol, metanol ve su ekstrelerinin
her tiglindeki major bilesikler oldugunu ortaya koymustur. Benzer sekilde, Compositae
(Asteraceae) familyasina ait olan Achillea tiirleri ile yapilan bir ¢alismada A. coarctata
ve A. monocephala tiirlerinin toprak tstii ve kok ekstrelerinin de 6nemli miktarda

klorojenik asit, fumarik asit ve rutin igerdigi gosterilmistir (Yilmaz ve ark. 2018).
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Asteraceae familyasina ait Centaurea tiirleri ile yapilan ¢alismalarda da klorojenik
asitin C. triumfetti (Acet, 2021), C. aksoyi (Albayrak ve ark. 2017), C. balsamita ve C.

lycopifoliave (Boga ve ark. 2016) tiirlerinin major bilesiklerinden oldugu gosterilmistir.

Calismamizda C. corymbosum tiiriiniin total fenolik ve flavanoid igerikleri
ol¢iildiigiinde ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciiye gore bu miktarlarin degistigi ve C.
corymbosum’un sahip oldugu fenolik bilesenleri elde etmek igin en iyi ¢Oziiciiniin
metanol oldugu gozlendi. Diger Carlininae tiirleri ile yapilan g¢alismalarda; bizim
calismamiza benzer sekilde Atractylis gummifera’da en yiiksek total fenolik ve
flavanoid igerige metanol ekstresinin sahip oldugu (Bouabid ve ark. 2020), buna karsin
Xeranthemum annuum tiiriinde ise su ekstresinin fenolik igeriginin organik ¢oziiciilere
gore daha yiiksek oldugu (Orhan ve ark. 2016) gosterilmistir. Bu sonuglar ¢oziicii

polaritesinin fenolik bilesenleri elde etmedeki etkisinin tiirlere gore degisiklik

gosterebildigini ortaya koymaktadir.

Gliniimiizde bitkisel kaynakli besinleri tiiketmenin insan sagligi iizerindeki
olumlu etkilerinin bu besinlerin icerdigi fenolik bilesiklerden kaynaklandigi
bilinmektedir. Fenolik bilesikler, serbest radikalleri ortadan kaldirmada etkili hidroksil
gruplarimin ve aromatik halkalarinin varlig1 sayesinde, antioksidan olarak 6nemli rol
oynamaktadirlar (Villano ve ark. 2007). Bitkilerin radikal giderme yetenekleri, yapay
radikaller kullanilan gesitli in vitro yontemlerle Ol¢iilmektedir. Calismamizda, C.
corymbosum ekstrelerinin DPPH radikali kullanilarak serbest radikal giderici etkisi
ol¢iildiigiinde, en giiclii radikal giderici aktiviteye metanol ekstresinin (%89,37+074)
sahip oldugu bunu sirasiyla su ve etanol ekstresinin takip ettigi bulundu. Literatiirde C.
corymbosum bitkisinin serbest radikal giderici etkisi lizerine yapilmis sadece iki
calismaya rastlanmistir. Bu ¢alismalardan ilkinde Alasehir’den toplanan C. corymbosum
bitkisinin DPPH radikali giderici etkisi dl¢iildiigiinde bizim ¢aligmamizla uyumlu olarak
en yiiksek aktiviteye metanol ekstresinin sahip oldugu (300 mg/mL’de %82,1) bunu
sirasiyla su ve etanol ekstresinin takip ettigi gosterilmistir (Arik ve Okmen 2018). Diger
calismada ise Okmen ve ark. (2019) Mugla’dan toplanan C. corymbosum bitkisinin
diisiik diizeyde ABTS radikali giderici aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir (300
mg/mL’de metanol ekstresi %13,5). Calismamizda C. corymbosum ekstrelerinin sahip
olduklar1 DPPH radikal giderici etkileri, total fenolik igerikleri ile uyumludur. En

yiiksek total fenolik icerige ve ayn1 zamanda diger ekstrelerden daha ytiksek fenolik asit
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(klorojenik asit, vanilik asit) igerigine sahip metanol ekstresi ayn1 zamanda en iyi DPPH
radikali giderici aktivite de gostermistir. Bitki ekstreleri ile yapilan ¢alismalarda fenolik
madde iceriginin artmasi ile serbest radikal giderici aktivitenin de arttig1 bildirilmistir
(Benvenuti ve ark. 2004; Barreto ve ark. 2009).

Bitkilerin antioksidan kapasitesini 6l¢gmek icin yaygin olarak kullanilan diger bir
yontem de FRAP metodudur. Calismamizda C. corymbosum ekstrelerinin FRAP
metodu kullanilarak indirgeyici gii¢leri ol¢iildiigiinde metanol ekstresinin en yiiksek
indirgeyici giice sahip oldugu goézlendi (59,69+0,30 mM Fe*?/mg). Sonuglarimizla
uyumlu olarak, yapilan arastirmalar metanol gibi yiiksek polariteye sahip ¢ozeltilerle
hazirlanan ekstrelerin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olduklarmi bildirmistir.
(Sinan ve ark. 2021). Literatiirde C. corymbosum bitkisinin indirgeyici giicli lizerine
daha oOnce yapilmig bir calismaya rastlanmamustir. Diger Carlininae tiirlerinin
indirgeyici giicleri lizerine yapilan ¢alismalarda; Atractylis gummifera bitkisinin sulu
maserasyon ekstresinin organik coziiclilerle hazirlanan ekstrelere gore daha yiiksek
FRAP degerine sahip oldugu gosterilmistir (102,5£1,66 mg ET/gE) (Bouabid ve ark.
2020). Iki Carlina tiiriiniin (C. acaulis ve C. acanthifolia) toprakiisti ve kok
hidrometanolik ekstrelerinin FRAP degerlerinin Ol¢iildiigi baska bir ¢alismada C.
acaulis toprakiistii ekstresinin en yiiksek FRAP degerine (0,592+0,001 pmoL Fe?'mg
kuru agirlik) sahip oldugu gosterilmistir (Pordevi¢ ve ark. 2012).

Diyabet yiiksek kan sekeri diizeyi ile birlikte yag, karbohidrat ve protein
metabolizmasindaki dengesizlik ile karakterize yasamui tehdit edici metabolik bir
bozukluktur. Besinsel karbohidratlarin a-amilaz ve a-glukozidaz tarafindan hizli bir
sekilde glukoza sindirilmesi, tip 2 diyabetin bir gostergesi olan, yemek sonrasi kan
glukoz seviyesinin yiikselmesine yol acar. Metformin, akarboz, vogliboz ve miglitol
gibi tip 2 diyabeti tedavi etmek i¢in ticari olarak mevcut ilaglar hem a-amilazi hem de
a-glukozidazi inhibe ederek etki gostermektedirler, ancak bu sentetik hipoglisemik
ilaglarin yan etkileri nedeniyle ¢esitli kisitlamalar1 vardir (Senthil ve ark. 2019). Bu
nedenle dogal bilesiklerin enzim inhibitorii etkilerinin Slgtilerek diyabet tedavisinde
kullanimlarina yonelik c¢aligmalara ilgi her gecen giin artmaktadir. Calismamizda, C.
corymbosum bitkisinin a-Glukozidaz ve a-Amilaz enzimlerini inhibe edici etkisi
Olgiilerek antidiyabetik aktivitesi ilk kez gosterilmistir. En yiiksek a-glukozidaz inhibe
edici aktiviteye metanol ekstresinin sahip oldugu (53,25+1,07) buna karsin ekstrelerin
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hi¢ birinin a-amilaz inhibitorii aktiviteye sahip olmadigi goriilmiistiir. C. corymbosum
ekstrelerinin 6zellikle metanol ekstresinin sahip oldugu a-glukozidaz inhibitorii aktivite,
icerdigi klorojenik asit ve kafeik asit gibi fenolik asitlerden kaynakli olabilir. Yapilan
calismalarda bu bilesiklerin a-glukozidaz ve a-amilaz enzimlerini inhibe edici etkileri
ortaya konulmustur (Oboh ve ark. 2015; Wang ve ark. 2022). Diger bir Carlininae
cinsine ait Carlina curetum bitkisi ile yapilan ¢alismada hekzan, aseton, metanol ve su
fraksiyonlar1 arasinda en yiiksek a-glukozidaz inhibe edici aktiviteye metanol
fraksiyonunun (ICso; 27,544+4,28 ng/mL) sahip oldugu ve bu aktivitenin standart olarak
kullanilan akarbozdan (ICso; 37,15+0,33 ug/mL) daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
Ayni calismada bitkinin sahip oldugu antidiyabetik aktivitenin fenolik, flavonoid ve

tanen igeriginden kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Jaradat ve ark. 2019).

Kolinerjik hipoteze gore, Alzheimer hastaliginin nedeni asetilkolin sentezindeki
azalmadir. Bu nedenle Alzheimer hastalig1 tedavisi i¢in potansiyel yaklasimlardan biri
AChE ve BChE gibi asetilkolini hidrolize eden enzimlerin inhibisyonu yolu ile
beyindeki kolinerjik seviyeleri arttirmaktir. Donepezil, rivastigmin, galantamin ve takrin
gibi dogal ve sentetik bir ¢ok kolinesteraz inhibitorii Alzheimer hastaligi tedavisinde
kullanilmaktadir (Sharma 2019). Literatiirde, C. corymbosum bitkisinin AChE ve BChE
inhibe edici aktiviteleri tizerine yapilmig herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
Calismamizda, C. corymbosum ekstrelerinin hem AChE (%14,69-24,22) hem de BChE
(9%19,95-37,78) iizerine diisiik diizeyde inhibisyon gosterdigi goriildi. Carlininae
cinsine ait diger bir tiir olan Atractylis cancellata ile yapilan ¢aligmada, bitkinin petrol
eteri, etilasetat ve n-butanol ekstrelerinin diisiik diizeyde buna karsilik bitkiden
saflastirilan yeni bir alkaloid olan pyrroloquinolone A’nin gii¢lii kolinesteraz inhibitorii
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Badaoui ve ark. 2021). Baska bir c¢aligmada
Xeranthemum annuum tiiriine ait farkli ekstrelerin AChE inhibisyonu gostermedigi buna
karsihk BChE {izerine giiclii inhibitér etkiye sahip olduklar1 bulunmustur
(%87.62 £3.01 - %97.85 +0.94) (Orhan ve ark. 2016).

Oksidatif hasar ve iltihaplanma, kanser hastaliginin temel nedeni olarak
preklinik calismalarda belirtilmistir. Epidemiyolojik ve klinik caligmalar, kanserin
antioksidan tedavi ve antiinflamatuar ilaglar ile 6nlenebilecegini veya 6nemli ol¢iide
azaltilabilecegini gostermistir (Basnet ve ark. 2011). Sentetik ilaglarin kanser

tedavisinde yol actig1 yan etkiler ve etkilesimler nedeniyle cesitli giicliikleri oldugu
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bilinmektedir buna karsilik dogal bilesenlerin genis uygulamalari, terapdtik etkinlik ve
diisiik toksisiteleri sayesinde kanser ve diger ¢esitli hastaliklarin tedavisinde giiglii
potansiyel olarak goriilmektedir (Tugay ve ark. 2021). Hiicresel arastirmalar TrxR’nin,
DNA sentezinde bir kofaktor olarak gorev yaptigini, apoptozu inhibe ettigini, hiicre
proliferasyonu ve anjiyogenezi uyardigini ve transkripsiyon faktorii aktivietesini
arttirdigimi  gostermektedir. Bu nedenle s6z konusu enzimin inhibitorleri kanser
tedavisinde potansiyel ila¢ olarak degerlendirilmektedir (Biaglow ve ark. 2004).
Literatiirde Asteraceae ailesinden bir bitki tizerinde TrxR inhibe edici aktivite
calismasina rastlanmamistir. Calismamizda, C. corymbosum ekstrelerinin TrxR inhibe
edici etkileri olgiilerek antikanser aktiviteleri ilk kez belirlenmistir. Sonuglarimiz C.
corymbosum ekstrelerinin giigli TrxR inhibe edici aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. Polifenoller giiclii antikanser aktiviteye sahip olup TrxR ile etkilesime
girebilen bir iriin smnifidir ve yaptigimiz LC-MS/MS analizine gére C. corymbosum

ekstrelerinin yiiksek polifenol igerigine sahip oldugu tespit edilmistir (Cai ve ark. 2012).

Kollajen ve elastin gibi hiicre dis1 matris proteinlerinin bolzulmasi nedeniyle
ince ¢izgilerin ve kirigikliklar artmaktadir ve bu durum cilt yaslanmasinin belirgin bir
isaretidir. C. corymbosum bitkisinin elastaz inhibe edici aktiviteleri {izerine literatiirde
herhangi bir g¢alisma bulunamamistir. Calismamizda C. corymbosum ekstrelerinin
elastaz ilizerine ¢ok diisiik bir inhibitor aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Fakat
Astracae ailesinden olan Cosmos caudatus bitkisinin yaprak su ekstresinin kollajenaz,
elastaz ve tirozinaz enzimlerine karsi 6nemli bir inhibitor etkisi oldugu gdsterilmistir.
(Azwanida ve ark. 2020). Yapilan bir ¢alismada kaempferol, kersetin, galangin ve
mirisetinin, flavonoid B halkasinda katekol grubunun varligi nedeniyle elastazi inhibe

ettigi gosterilmistir (Kanashiro ve ark. 2006).

Calismamizda, C. corymbosum bitkisine ait etanol, metanol ve su ekstrelerinin
fitokimyasal igerigi ile antidiyabetik, anti-Alzheimer, antikanser ve antiaging
aktiviteleri ilk kez tarafimizdan incelenmistir. Calismamiz, C. corymbosum bitkisinin
antioksidan, antidiyabetik ve antikanser aktivitelere sahip bilesiklerin dogal bir kaynagi

olabilecegini ortaya koymustur.
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