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OZET

SALVIA DORYSTOECHAS (SYN: DORYSTOECHAS HASTATA) BITKIi
EKSTRAKTLARININ IN VITRO ANTIDIYABETIK VE ANTi-ALZHEIMER
ETKILERININ INCELENMESI

Betiill TASKIRAN
Yiiksek Lisans, Kimya Anabilim Dah
Damisman: Dog¢. Dr. Sevil AKSU
Mayis 2025; 115 sayfa

Son yillarda metabolik ve norodejeneratif hastaliklar1 hedefleyen bitkisel temelli
biyoaktif bilesikler ve 6zellikle bu bilesikler agisindan zengin bitkiler aragtirma konular1
olarak 6n plana ¢ikmistir. Bu ¢alisma, Tiirkiye'nin glineybatisina 6zgii endemik bir tiir
olan Dorystoechas hastata nin (D. hastata) metanol ekstraktindan elde edilen farkli
fraksiyonlarin fenolik bilesik profillerini detayli bir sekilde ortaya koymak ve bu
fraksiyonlarin asetilkolinesteraz (AChE), a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri iizerindeki
in vitro inhibisyon etkilerini degerlendirmek amaciyla yiiriitiilmiistiir. Calismada, bitkinin
yuksek fenolik igerige sahip fraksiyonlarinin antidiyabetik ve anti-Alzheimer potansiyeli
aragtirilarak, D. hastata nin fraksiyonlanmasi ile enzim inhibisyon kapasitesi arasindaki
iliskinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.

Calismada, toplam fenolik bilesen tayini Folin-Ciocalteu ve toplam flavonoid
bilesen tayini AICI3 yontemi ile yapilmistir. Inhibisyon calismalari genellikle tercih
edilen yontemler ile gergeklestirilmistir. Asetilkolin esteraz enziminin inhibisyonu
Ellman, o-amilaz enziminin inhibisyonu nisasta-iyot ve o-glukozidaz enziminin
inhibisyonu ise p-nitrofenil-a-D-glukopiranozit yontemi ile gerceklestirilmistir. Kinetik
analizler i¢in Michaelis-Menten grafiklerinin dogrusallagtirilmasi ile Km ve Vmax
degerleri bulunmustur. Elde edilen veriler istatistiksel olarak ANOVA ile analiz edilmis
ve anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak belirlenmistir

Maserasyon yontemi ile elde edilen metanol ekstraktindan metanol, hekzan,
kloroform ve su fraksiyonlari elde edilmis ve sistematik olarak analiz edilmistir. UHPLC-
MS/MS profillemesi sonucunda 6zellikle metanol fraksiyonunda karnosik asit (5622,18
ng/g), karnosol (2790,19 pg/g) ve rutin (2272,38 png/g) en yiksek diizeylerde
bulunmustur. Rutin bilesigi dahil 8 bilesik D. hastata’da ilk kez raporlanmis ve bu durum
tiiriin kemotaksonomik verilerine 6nemli bir katki saglamistir. Metanol fraksiyonu toplam
fenolik bilesen tayininde 300,93 + 7,66 mg GAE / g KF ile, su fraksiyonu ise toplam
flavonoid bilesen tayininde 49,39 + 0,22 mg QE / g KF ile en yiiksek degere sahiptir.

Enzim inhibisyon deneyleri giiglii biyolojik aktivite ortaya koymustur.
Asetilkolinesteraz enzimi i¢in metanol ve hekzan fraksiyonlar1 10 pg/mL
konsantrasyonda %40’1n iizerinde, kloroform ve su fraksiyonlar1 ise % 25 civarinda
inhibisyon gostermistir. Hekzan fraksiyonu a-amilaz enzimi lizerinde %86 inhibisyon (50
ng/mL’de) ile en yliksek aktiviteyi sergilemistir. a-glukozidaz enziminin inhibisyonunda
ise tiim fraksiyonlarda 10 pg/mL derisimde %50-%75 arasinda inhibisyon gozlenmistir.



Bu bulgular, D. hastata’nin tip 2 diyabet ve Alzheimer hastaligi gibi kronik
rahatsizliklar iizerinde etkili olabilecek biyoaktif bilesikler agisindan zengin oldugunu
gostermektedir. Elde edilen veriler, bitkinin fonksiyonel gida takviyeleri veya
fitoterapotik iirtinlerde degerlendirilme potansiyeline isaret etmektedir. Ancak bu
potansiyelin dogrulanabilmesi i¢in ileri diizey toksikolojik, farmakodinamik ve klinik
caligmalara ihtiyag duyulmaktadir. Gelecekte yapilacak arastirmalar, D. hastata’nin
etkinligini daha net ortaya koyacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Asetilkolinesteraz, Anti-diyabetik, Anti-Alzheimer, a-
amilaz, a-glukozidaz, Dorystoechas hastata, Fenolik Bilesenler

JURI: Dog. Dr. Sevil AKSU
Dog¢ Dr. Naciye ERKAN

Dog. Dr. Sevilay CENGIZ SAHIN
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IN VITRO ANTIDIABETIC AND ANTI-
ALZHEIMER EFFECTS OF SALVIA DORYSTOECHAS (SYN:
DORYSTOECHAS HASTATA) PLANT EXTRACT

Betiil TASKIRAN
MSc Thesis in Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sevil AKSU
May 2025; 115 pages

In recent years, plant-based bioactive compounds targeting metabolic and
neurodegenerative diseases—and especially plants rich in such compounds—have come
to the forefront of scientific research. This study aimed to comprehensively characterize
the phenolic compound profiles of different fractions obtained from the methanol extract
of Dorystoechas hastata (D. hastata), an endemic species native to southwestern Turkey,
and to evaluate the in vitro inhibitory effects of these fractions on acetylcholinesterase
(AChE), a-amylase, and o-glucosidase enzymes. The primary objective was to
investigate the antidiabetic and anti-Alzheimer potential of fractions with high phenolic
content and to elucidate the relationship between the fractionation of D. hastata and its
enzyme inhibition capacity.

In this study, total phenolic content was determined using the Folin-Ciocalteu
method, and total flavonoid content was measured using the A1C13 method. The inhibition
assays were performed using commonly accepted protocols: acetylcholinesterase
inhibition was assessed by the Ellman method, a-amylase inhibition by the starch-iodine
method, and a-glucosidase inhibition by the p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (pNPG)
method. Kinetic analyses were conducted by linearizing the Michaelis-Menten plots to
calculate Km and Vmax values. Data were statistically analyzed using ANOVA, with a
significance level set at p < 0.05.

Fractions of methanol, hexane, chloroform, and water were obtained from the
methanol extract through maceration and systematically analyzed. UHPLC-MS/MS
profiling revealed that the methanol fraction was particularly rich in carnosic acid
(5622.18 pg/g), carnosol (2790.19 pg/g), and rutin (2272.38 pg/g). Notably, eight
compounds, including rutin, were reported for the first time in D. hastata, contributing
significantly to the chemotaxonomic data of the species. The methanol fraction exhibited
the highest total phenolic content at 300.93 £ 7.66 mg GAE/g extract, while the water
fraction showed the highest total flavonoid content at 49.39 + 0.22 mg QE/g extract.

The enzyme inhibition assays demonstrated strong biological activity. For
acetylcholinesterase, the methanol and hexane fractions showed inhibition rates
exceeding 40% at a concentration of 10 pg/mL, whereas the chloroform and water
fractions exhibited around 25% inhibition. The hexane fraction demonstrated the highest
a-amylase inhibition at 86% (50 pg/mL), while a-glucosidase inhibition ranged between
50% and 75% across all fractions at 10 pg/mL concentration.
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These findings indicate that D. hastata is rich in bioactive compounds with
potential efficacy against chronic conditions such as type 2 diabetes and Alzheimer's
disease. The data suggest that the plant holds promise for development as a functional
food supplement or phytotherapeutic product. However, to confirm this potential, further
advanced toxicological, pharmacodynamic, and clinical studies are required. Future
research will be essential to more clearly establish the efficacy of D. hastata.

KEYWORDS: Acetylcholinesterase, Anti-diabetic, Anti-Alzheimer, a-amylase, o-
glycosidase, Dorystoechas hastata, Phenolic compounds,

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Sevil AKSU
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ONSOZ

Bu tez, endemik bir tiir olan Dorystoechas hastata bitkisinin ekstraktlarinin in
vitro antidiyabetik ve anti-Alzheimer etkilerinin incelenmesi lizerine yaptigim ¢alismanin
bir {iriiniidiir. Bu tez Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi tarafindan
FYL-2024-6506 nolu proje ile desteklenmistir. Bu desteklerinden dolayr Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi’ne tesekkiir ederim.

Bu siire¢ boyunca bilgi ve deneyimleriyle bana rehberlik eden, destegini ve sabrint
esirgemeyen ve belki de en Onemlisi bana inanip Ozgiirce fikirlerimi ve kendimi
anlatmama olanak saglayan tez danismanim saymn Dog¢. Dr. Sevil Aksu'ya sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica laboratuvar ¢aligsmalarimda bana yardimci olan ekip arkadasim Ayberk
Yesilada’ya ve fikirleriyle calismama farkli bir bakis agis1 kazandiran, desteklerini her
zaman hissettigim Dr. Ogr. Uyesi ilknur Birsen, Dr. Timur Tongur ve Dr. Ceren Ozcan
Diker’e minnettarli§imi sunarim. Calismam boyunca laboratuvar destegi saglayan ve
bana destek olan Kimya Boliim Baskan1 Prof. Dr. Sibel Tung’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin bir¢ok asamasinda beni destekleyen aileme ve dostlarima da ayrica
tesekkiir etmek isterim. Bana bu hayatta pes etmeden yasamay1 ogrettigi i¢in ilham
kaynagim olan sevgili annem Canan Go6ren’e, beni her zaman destekleyen ve bana olan
inancini asla kaybetmeyen sevgili kardesim Beril Taskiran Cinlar’a son olarak su an bu
diinyada olmayan ama kalbimin en derinlerinde sonsuza kadar yasayacak olan sevgili
kardesim Beyza Tagkiran’a sonsuz tesekkiirlerimi ve minnettarligimi sunarim. Onlarin
sabri, sevgisi ve cesaretlendirmesi olmadan bu calismanin tamamlanmasi1 miimkiin
olmayabilirdi.

Bu ¢alismanin, alanina katki saglamasini ve gelecekte benzer konularda ¢alisacak
arastirmacilara bir yol gostermesi dilegiyle...
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler
[E] : Enzim konsantrasyonu
[ES] : Enzim-substrat kompleksinin konsantrasyonu
[1] : Inhibitdr konsantrasyonu

ICso  : % 50 inhibisyon olusturan konsantrasyon

[P]  : Uriin konsantrasyonu
[S] : Substrat konsantrasyonu
A% : Hiz

o : Alfa

uM  : Mikro molar
mM  : Mili molar

oC : derece Celcius

Kisaltmalar

ACh : Asetil kolin

AChE : Asetilkolin esteraz
AD  : Alzheimer Disease
AH  : Alzheimer hastalig1
ATCI : Asetiltiyokolin iyodiir
BChE : Biitirilkolin esteraz
ChE :Kolin esteraz

DM : Diabetes Mellitus
DMSO: Dimetilstilfoksit
DTNB : 5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)

D. hastata: Dorystoechas hastata Boiss. & Heldr. ex Benth.

X



EC : Enzyme Commission

Eks. : Ekstrakt

FC  :Folin-Ciocalteu

GA  : QGallik asit

GAE : Gallik asit esdegeri

GLP-1 : Glukagon benzeri peptid-1
GLUT4: Glukoz tastyici 4

IDF  : International Diabetes Federation
KF : Kuru Fraksiyon

MS  :Mass spectrometry

QU  :Kuersetin

QE  : Kuersetin esdegeri

SGLT2: Sodyum glukoz tasiyict 2

T2D : Tip 2 Diyabet

U : Unite

UHPLC: Ultra high performance liquid chromatography
UV-Vis: Ultraviolet-Visible

Vmax : Maksimum reaksiyon hizi

Vo : Baslangig reaksiyon hizi

WHO : World Health Organization
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GIRIS B. TASKIRAN

1. GIRIS

Son yillarda bitkisel temelli yaklasimlar, farmakolojik ve terapdtik arastirmalarda
biiyiik bir ilgi gérmektedir. Bu ilgi, 6zellikle ilaglarin yan etkilerinin yarattigi saglik
sorunlar1 ve dogal bilesiklerin ¢ok yonlii biyolojik etkileri nedeniyle artmistir. Bitki
kaynakli bilesiklerin yan etkileri azaltma potansiyeli sunmasi ve hastaliklarin tedavisinde
etkin bir rol oynayabilmesi 6nemli bir aragtirma alanini olusturur. Bitkisel temelli ilaglara
ornek olarak, galantaminin Alzheimer hastali1 tedavisindeki basaris1 ve metformin gibi
dogal iirlinlerden tiiretilen ilaglarin Tip 2 diyabet yonetimindeki etkinligi, bu alanin
onemini pekistirmektedir. Bitkilerden elde edilen biyoaktif bilesiklerin antioksidan
aktiviteleri, antikanser, antimikrobiyal, antidiyabetik, antienflamatuvar ve enzim
inhibisyonu gibi biyolojik etkileri, aragtirmacilar i¢in yeni tedavi hedefleri sunmaktadir.

Diyabet hastalig1 (Diabetes Mellitus-DM) 21. yiizyilin en hizli biiyiiyen kiiresel
saglik sorunlarindan biridir. Hastaligin kiiresel prevalansi, diinya niifusunun yaslanmasi,
kentlesme oranin artmasi ve daha hareketsiz yasam tarzi nedeniyle hizla artmaktadir. DM,
diinya capinda 6nde gelen ilk on 6liim nedeni arasinda yer almakta ve yetiskin niifusta
%38,8'lik kiiresel prevalans orani ile ¢ok hizli bir sekilde yayilmaktadir (Sun vd. 2022).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun (IDF) 2021 yilinda yayinladigi Diyabet
Atlast’nin 10. baskisia gore; 2021 yilinda 537 milyon kisinin diyabet hastas1 oldugu ve
bu saymnin 2030 yilinda 643 milyona, 2045 yilinda ise 783 milyona ulasacagi
Ongoriilmektedir. Ayrica bu raporda 2021 yilinda 20-79 yas aras1 6,7 milyondan fazla
kisinin diyabete bagli nedenlerden dolay1 61diigli tahmin edilmektedir. Diyabetle yasayan
cocuk ve ergenlerin (19 yasina kadar) sayis1 her yil artmakta ve diinya genelinde her yil
milyonlarca ¢ocuk ve ergene tip 1 diyabet tanis1 konulmaktadir. IDF Diyabet Atlasinda
gebelikte hipergliseminin yaklasik her alt1 gebelikten birini etkiledigini de ifade etmistir.
Bir bagka 6nemli sorun da, biiyiik cogunlugu tip 2 olan teshis edilmemis diyabetli kisilerin
oraninin (%45) siirekli olarak yiikselecek olmasidir (IDF Diyabet Atlasi, 2021).

Diyabete bagh kiiresel saglik harcamalarindaki artis ise kayda deger olup, 20-79
yas arasi yetiskinler i¢in 2007 yilinda 232 milyar ABD dolarindan 2021 yilinda 966
milyar ABD dolarima yiikselmistir. Bu, 15 yil icinde %316'lik bir artig1 temsil etmektedir.
Diyabete bagli maliyetlerin daha da artmaya devam etmesi beklenmektedir. IDF,
diyabetle ilgili toplam saglik harcamalarinin 2030 yilina kadar 1,03 trilyon ABD dolarina,
2045 yilina kadar ise 1,05 trilyon ABD dolarina ulasacagini tahmin etmektedir (IDF
Diyabet Atlasi, 2021). DM’ye dair ¢izilen bu tablo ve rakamlardaki artis gdsteriyor ki,
kiiresel olarak diyabet hastasi olan herkese, miimkiin olan en kisa zamanda uygun ve etkili
tedavinin saglanmasi i¢in yeni terapotik stratejiler belirlemek en acil onceliklerden biri
olmalidir.

Alzheimer hastaligi (AH), diinya genelinde demans vakalarinin yaklasik %60-
70’ini olusturan norodejeneratif bir bozukluktur ve 21. yiizyilin en biiyiik halk saglig
sorunlarindan biri olarak kabul edilmektedir. AH, 6zellikle yaslanan niifus nedeniyle
hizla artmakta ve bireysel, ailevi ve toplumsal diizeyde ciddi ekonomik ve sosyal ylikler
yaratmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2024 y1li raporuna gére, diinya capinda
55 milyondan fazla insan demansla yasamakta ve her yil yaklasik 10 milyon yeni vaka
ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalik, yasl bireylerde engellilik ve bakima bagimliligin en
onde gelen nedenlerinden biridir.
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Oniimiizdeki yillarda, diinya genelindeki yash niifus artis1 nedeniyle AH’nin
prevalansinin daha da ytikselecegi ongoriilmektedir. 2050 yilina kadar, demansla yasayan
kisi say1sinin 139 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Ayrica, Alzheimer hastaliginin
yalnizca bireysel saglik {izerinde degil, ayn1 zamanda bakim verenler ve saglik sistemleri
tizerindeki ekonomik maliyetler agisindan da biiyiik etkileri bulunmaktadir. 2019 yili
itibartyla, Alzheimer hastalig1 ve diger demanslarin kiiresel maliyeti yaklasik 1.3 trilyon
ABD dolar1 olarak tahmin edilmistir ve bu maliyetin 2030 y1lina kadar 2,8 trilyon dolara
ulasmasi beklenmektedir.

AH’nin neden oldugu biligsel bozukluklar, genellikle beyindeki asetilkolin
diizeylerindeki azalmayla iliskilidir. Bu durum, norotransmitter seviyesini artirmayi
hedefleyen tedavi yaklagimlarini 6n plana c¢ikarmaktadir. Ancak mevcut tedavi
yontemleri (6rnegin, kolinesteraz inhibitorleri olan donepezil, rivastigmin ve galantamin)
sadece  semptomatik rahatlama  saglamaktadir ve  hastalifin  ilerlemesini
durduramamaktadir. Ayrica, bu tedavilerin bulanti, kusma, bas donmesi gibi yan etkileri,
uzun siireli kullanimda hasta uyumunu zorlastirmaktadir.

Bu baglamda, bitkisel temelli terapotik yaklasimlar, Alzheimer hastaliginin
tedavisinde umut verici bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle antioksidan
Ozellikleri ile bilinen fenolik bilesikler, oksidatif stresin ndrodejeneratif hastaliklarin
patogenezindeki roliinii azaltmada kritik bir 6neme sahiptir. Ayrica, asetilkolinesteraz
enzimini inhibe eden dogal iirlinler, norotransmitter seviyelerini artirarak biligsel
fonksiyonlarin korunmasina yardimei olabilir.

Bitkisel kaynakli terapilerde kullanilan dogal {iriinlere 6rnek olarak, galantamin
Alzheimer tedavisinde FDA onayli bir ilag olarak dikkat ¢ekmektedir. Bunun yani sira,
D. hastata gibi endemik bitkilerin biyoaktif bilesenleri de ndérodejeneratif hastaliklarin
yonetiminde arastirilmaya deger biiylik bir potansiyel sunmaktadir. Fenolik igerik
acisindan zengin olan bu bitkiler hem antioksidan etkileri hem de kolinesteraz enzimini
inhibe edici 6zellikleri ile AH'nin semptomlarinin yonetiminde 6énemli bir rol oynayabilir.

Son yillarda yapilan arastirmalar, T2D ve AH arasinda gii¢lii bir baglantinin
oldugunu ortaya koymustur. Tip 2 diyabetli bireylerde Alzheimer gelisme riskinin
saglikli bireylere kiyasla %50 ile %100 oraninda daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu
iki hastalik arasindaki ortak patofizyolojik mekanizmalar, Tip 3 diyabet kavramini
giindeme getirmistir. Bu terim, beyin insiilin direncini ve insiilin sinyal bozukluklarin
Alzheimer hastaliginin potansiyel bir nedeni olarak tanimlamaktadir.

T2D ve AH arasindaki bu iliski, tedavi yaklasimlarini yeniden diisiinmeyi
gerektirir. Beyindeki insiilin sinyalizasyonunu iyilestiren terapdtik stratejiler, her iki
hastaligin yonetiminde umut verici olabilir. Ornegin; T2D tedavisinde kullanilan GLP-1
reseptor agonistleri insiilin duyarliligini artirarak Alzheimer hastaliginda biligsel
gerilemeyi yavaslatabilir. Oksidatif stres ve inflamasyonu azaltmaya yonelik antioksidan
ve anti-inflamatuvar tedaviler, dogal ve farmakolojik yaklasimlar, her iki hastaligin
patogenezini hafifletebilir.
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T2D arasindaki baglantilar, bu iki hastaligin hem ortak metabolik kokenlerini hem
de norolojik sonuglarin1 anlamak i¢in yeni bir paradigma sunmaktadir. Tip 3 diyabet
olarak nitelendirilen bu iliski hem metabolik hem de ndérodejeneratif bozukluklari hedef
alan biitiinlesmis tedavi yaklagimlarinin 6nemini vurgulamaktadir. Arastirmalar, bitkisel
kaynakli fenolik bilesikler, flavonoidler ve antosiyaninler gibi biyoaktif bilesiklerin, bu
hastaliklarin  6nlenmesi ve tedavisinde umut verici bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. Bu baglamda, bitkisel {iriinlerin klinik etkinligini degerlendirmek i¢in
daha fazla calisma yapilmasi gereklidir.

Mevcut tedavi segcenekleri genellikle semptomlar1 kontrol etmekte etkili olsa da
uzun vadede ciddi yan etkilere yol agabilmektedir. Bu durum, hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisinde daha giivenli, etkili ve siirdiiriilebilir ¢ozlimlere olan ihtiyaci artirmistir.
Bitkisel temelli yaklasimlar, bu ihtiyaclara yanit verme potansiyeline sahiptir. Ornegin,
diyabet tedavisinde Trigonella foenum-graecum (¢cemen otu), Momordica charantia
(kudret nar1) gibi bitkiler hipoglisemik etkileri ile bilinmektedir. Taxus brevifolia'dan
(pasifik porsuk agaci) elde edilen taksol, modern kanser tedavisinde devrim yaratmustir.
Alzheimer hastalig1 icin Ginkgo biloba ve Salvia officinalis (adagay1) gibi bitkiler,
noroprotektif etkileri ve asetilkolinesteraz enzimini inhibe edici 6zellikleri ile dikkat
¢ekmektedir.

Tiirkiye, zengin biyolojik ¢esitliligi ve endemik bitki tiirleri ile 6nemli bir dogal
ila¢ kaynagidir. Endemik bitkiler, sadece belirli bir cografi bolgede dogal olarak yetisen
ve bagka hicbir yerde bulunmayan tiirlerdir. Bu tiir bitkiler, bulunduklar1 boélgelerin
ekolojik, kiiltiirel ve tibbi mirasinin bir parcasidir. Endemik bitkilerin ortak 6zelligi, dogal
yasam alanlarinda zengin bir kimyasal profille uyum saglamalar1 ve bolgesel iklim
kosullaria bagh olarak giiclii biyoaktif bilesikler iiretmeleridir.

Dorystoechas hastata Boiss & Heldr. Ex Bentham (D. hastata), Tiirkiye'nin
Akdeniz Bolgesi'nde, 6zellikle Antalya cevresinde yetisen endemik bir bitki tiirii olup
hem yerel hem de ulusal diizeyde ekonomik ve bilimsel bir degere sahiptir. Bu bitkinin
kimyasal igerik profiline ve ¢esitli biyolojik aktivitelerine yonelik kapsamli ¢aligmalar
heniiz bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi ile fenolik bilesenler agisindan zengin olan D.
hastata bitkisinin toprak iistii pargalar1 ile oda sicakliginda metanolik ekstraksiyonu
gergeklestirilmis ve bu ham ekstraktin fraksiyonlanmasi ile hekzan, su, kloroform ve
metanol fraksiyonlar1 elde edilmistir. Bu sekilde elde edilmis olan fraksiyonlarin fenolik
bilesen analizinin yapilmast ve AChE, oa-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin
inhibisyonu {lizerindeki etkilerinin incelenmesi ile Tip-2 Diyabet ve Alzheimer
hastaliklarindaki farmakolojik potansiyelinin gosterilmesi amaglanmistir.

Literatiirde D. hastata lizerine yapilan biyolojik aktivite ¢alismalar1 oldukca
siirhidir ve bu tez caligsmasi, bitkinin enzimatik etkilerini inceleyerek literatiire 6nemli
bir katki sunmay1 hedeflemektedir. Bu arastirma, yalnizca D. hastata'nin farmakolojik
potansiyelini ortaya koymakla kalmay1p, ayn1 zamanda bu bitkinin endemik bir tiir olarak
yerel ve ulusal diizeyde ekonomik katkilarmi da vurgulamaktadir. Calismanin
sonuglarinin, yeni ila¢ tasarimlar1 ve gida takviyesi iriinlerinin gelistirilmesine 1s1k
tutmas1 beklenmektedir
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Diyabet Hastaligi

Diabetes mellitus, insiilin hormonunun yetersiz iiretimi, hi¢ iiretilememesi veya
viicudun iiretilen insiilini etkin bir sekilde kullanamamasi sonucu kan sekeri seviyelerinin
yiikselmesiyle karakterize edilen kronik bir hastaliktir (Eizirik ve ark., 2020). Insiilin,
pankreas tarafindan salgilanan bir hormondur ve kan dolagimindaki glikozun hiicrelere
taginarak enerjiye doniistiiriilmesi ya da depolanmasini saglar. Bunun yaninda, insiilin
yag ve protein metabolizmasinda da kritik bir role sahiptir.

Hiicrelerin insiiline yanit verememesi veya insiilin eksikligi, diyabetin klinik bir
gostergesi olan yiiksek kan sekeri diizeylerine (hiperglisemi) yol agar. Tedavi edilmedigi
takdirde, bu durum uzun vadede viicutta ciddi komplikasyonlara neden olabilir. Yiiksek
kan sekeri, kalp ve damar hastaliklar1 (KVH), sinir hasari (noropati), bdbrek
rahatsizliklar1 (nefropati), uzuv kaybi ve gérme kaybi gibi saglik sorunlarina yol acarak
yasam kalitesini olumsuz etkiler veya yasami tehdit edici boyutlara ulasabilir (Forbes vd.
2013). Bununla birlikte, diyabet uygun bir sekilde yonetildiginde bu komplikasyonlar
Onlenebilir ya da geciktirilebilir.

Amerikan Diyabet Dernegi'ne gore diyabet; tip 1 diyabet (T1D), tip 2 diyabet
(T2D), gestasyonel diyabet (GD) ve diger spesifik diyabet tiirleri olmak {lizere dort ana
siifa ayrilir (American Diabetes Association, 2018). Tip 1 diyabet, pankreastaki -
hiicrelerinin otoimmiin yikimiyla ortaya ¢ikar. Tip 2 diyabet, insiilin salgis1 devam
etmesine ragmen hiicrelerin insiiline kars1 diren¢ gelistirmesi sonucu meydana gelir.
Gestasyonel diyabet, genellikle gebeligin ikinci veya liclincii trimesterinde ortaya ¢ikar
ve gebelik dncesinde diyabet teshisi konmamis bireylerde goriiliir. Diger spesifik diyabet
tiirleri ise farkli nedenlere bagli olarak gelisir.

2.1.1. Tip 2 diyabet

Tip 2 diyabet en yaygin diyabet tiirlidiir ve diinya genelindeki tiim diyabetlerin
%90'indan fazlasin1 olusturur. T2D, kanda yiiksek glikoz seviyelerine yol agan
karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinin bozulmasi ile karakterizedir.

T2D’nin ana nedeni, iskelet kasi, karaciger ve yag dokusunda gelisen instilin
direncine bagli olarak pankreas p-hiicrelerinden insiilin salgilanmasinin giderek
azalmasidir (DeFronzo vd. 2015). Bu dokularda insiilin direnci ve ilerleyici B-hiicre
yetmezligi neredeyse tiim T2D hastalarinda mevcuttur. Bu anormalliklere ek olarak,
T2D'de glukoz intoleransindan bes patofizyolojik durum daha sorumludur:

-Esterlesmemis yag asitlerine kronik maruziyet (lipotoksisite).

-Ozellikle glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) salgisinin bozulmasi sonucu inkretin
etkinin azalmasi ve inkretin hormonlarina kars1 B-hiicresi direnci.

-Pankreasta o-hiicreleri tarafindan artan glukagon salgis1 ve glukagona karsi hepatik
glukoz liretiminde artis ve insiilin tarafindan baskilanmasinda bozulma.
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-Sodyum-glukoz tasiyici-2 (SGLT2) proteini tarafindan bobreklerden glukozun geri
emiliminin artmast.

Insiilinin istah baskilayic1 etkilerine karsi merkezi sinir sistemi direnci ve
bozulmus nérosinaptik hormon salgilanmasi, altta yatan direnci daha da kotiilestiren istah
diizensizligi ve kilo aliminda artis (DeFronzo vd. 2015).

2.1.2. Karbonhidrat metabolizmasi ve tip 2 diyabet

Yemeklerde en bol bulunan karbonhidrat nisastadir ve iki farkli polisakkaritten
olusur: biri a-(1—4) glikozidik baglarina sahip dogrusal bir yap1 olan amiloz, digeri ise
a-(1—06) glikozidik baglar1 igeren dallanmis bir yap1 olan amilopektin.

Pankreatik a-amilaz (EC 3.2.1.1), en 6nemli sindirim enzimi olarak kabul edilir.
Bu enzim, kalsiyuma bagimli bir metaloenzimdir ve katalizor gorevi gorerek, amiloz,
amilopektin, glikojen ve diger maltodekstrin gibi polisakkarit molekiillerinin o-1,4
glikozidik baglarinmn hidrolizini kolaylastirir. insanlarda nisastanin biiyiik bir kisminin
sindiriminden sorumludur (Dhital vd. 2017).

Bir diger sindirim enzimi olan o-glukozidaz veya maltaz (EC 3.2.1.20),
karbonhidrat sindiriminin son asamasini katalize eder. Bu enzim, 1,4-a baglari iizerinde
etkili olarak glikoz olusumunu saglar.
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Sekil 2.1. Nisasta hidrolizi ile baglantili postprandial hiperglisemide a-amilazin ve a-
glukozidazin roliiniin sematik gosterimi (Kashtoh ve Beak 2023).

Sekil 2.1°de gosterildigi gibi bu siireg, nisastanin ve diger karbonhidratlarin enerji
kaynagi olarak kullanilabilmesi i¢in a-amilaz ve a-glukozidaz tarafindan sindirim
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sisteminde yap1 taglarina kadar ayrilmasini saglar. Diyetle alinan nisasta emilmeden once,
sirastyla agiz ve ince bagirsakta, tiikiiriik ve pankreatik a-amilazlar tarafindan hidrolize
edilir. a-amilaz triinleri, ince bagirsak liimeninde, genellikle a-glukozidazlar olarak
bilinen firca border exo-hidrolazlar, maltaz-glukoamilaz (MGAM; EC 3.2.1.20 ve
3.1.2.3) ve siikraz-izomaltaz (SI; EC 3.2.1.48 ve 3.2.1.10) enzimlerinin kombinasyonu
tarafindan daha fazla hidrolize edilerek glukoza kadar pargalanir.

Bilimsel aragtirmalar, insan pankreatik o-amilaz (HPA) aktivitesi ile yemek
sonrasi glikoz seviyeleri (postprandial glikoz) arasindaki iliskiyi ortaya koymus ve Tip 2
diyabet (T2D) yonetiminde yemek sonrasi hipergliseminin (PPHG) azaltilmasinin
Onemini vurgulamstir.

a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibitdrlerinin diyetle alinan nisastanin
sindirimini ve emilimini engelleme kapasitesi, bu maddelerin "nisasta engelleyiciler"
olarak simiflandirilmasina neden olmustur. Bununla birlikte, pankreatik bu enzimlerin
aktivitelerinin asir1 baskilanmasi, kolonda sindirilmemis karbonhidratlarin bakteriyel
fermantasyonuna yol acarak ishal ve gaz gibi yan etkilere neden olabileceginden, bu
inhibitdrlerin aktivitesinin olgiilii bir sekilde diizenlenmesi gereklidir (Dhital vd. 2017).

Hali hazirda, karbonhidrat sindirimi ve emilimini sinirlayarak ¢alisan bazi diyabet
ilaglar1 bulunmaktadir. Bu tiir ilaglar, yemek sonrasi1 glikoz seviyelerini kontrol altina
almak i¢in etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir.

- a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin yapisi ve etki mekanizmalar::

a-amilaz ve a-glukozidaz, karbonhidrat metabolizmasinda kritik rol oynayan iki
temel enzimdir. Bu enzimler, nisasta ve diger kompleks karbonhidratlar1 seker
molekiillerine pargalayarak enerji iiretimi siirecini baslatir. Ozellikle Tip-2 diyabet gibi
hastaliklarin tedavisinde bu enzimlerin inhibisyonu, glikoz emilimini azaltarak kan seker
seviyelerinin kontrol altina alinmasinda kullanilmaktadir.

Yaygin olarak a-amilazlar olarak bilinen a-1,4-Glukan-4 glukanohidrolazlar (EC
3.2.1.1.), glikozit hidrolaz 13 (GH13) ailesine aittir ve tiikiiriik ve pankreas sivilarinda
bulunurlar. a-amilaz bir metaloenzimdir ve metaloenzimler aktif bolgelerinde kofaktor
olarak bir metal katyonu kullanirlar. Bu enzimler, hidrolitik aktiviteler de dahil olmak
lizere ¢ok ¢esitli reaksiyonlar1 uyarirlar. o-amilaz, yapisal biitiinliik i¢in 6nemli bir
kalsiyum iyonuna ihtiyag duyan ve kloriir iyonlar1 tarafindan aktive edilen bir
metaloenzimdir.

Bu ailenin genel amino asit dizisi homolojisi diisiik olsa da yiiksek oranda
korunmus kalintilarin kisa bolgelerine sahiptir ve yapisal aragtirmalar, iiyelerinin
karsilagtirilabilir iic boyutlu yapilara sahip oldugunu gostermistir. Bu izozimler,
kromozom 1 iizerinde bulunan ve ¢esitli izozimlerin yalnizca pankreas veya tiikiiriik
bezlerinde ifade edilecegi sekilde kontrol edilen ¢ok genli bir ailenin iiyeleridir. AMY 1
ve AMY?2 genleri, her biri bir polipeptit zincirinde 496 amino asit i¢ceren hem tiikiiriik
hem de pankreatik a-amilaz izozimlerini iiretir. Nigasta emilmeden Once, tiikiiriik ve
pankreatik a-amilazlar onu agizda ve ince bagirsakta hidrolize eder (Patel vd. 2017)
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Bu izozimler 1-4-a-glikozidik baglarin bdliinmesi yoluyla karbonhidrat
polimerlerini maltoz, dekstrinler ve maltotrioz gibi daha kisa oligomerlere hidrolize eder.
Daha kiiciik oligomerlere (%10-30) erken bir kismi bdliinme tiikiiriik izozimi tarafindan
saglanir. Kismen sindirilmis sakkaritler bagirsaga girdiginde, pankreasta lretilen ve
liimene salgilanan pankreatik amilaz, bunlar1 daha kiigiik oligosakkaritlere yogun bir
sekilde hidrolize eder. Daha sonra, firga sinirinda bulunan a-glukozidazlar, a-amilaz
rtinlerini ince bagirsagin limeninde glukoza hidrolize eder. Daha sonra, glukoz
tasiyicilar1 glukozu bagirsak mukozasindan alir ve kan dolasimina tasir.

a-Amilaz enzimlerinin insan tiikiirigii, pankreas: ve domuz pankreasindan elde
edilen 3D yapilarnt X-151mm1 kristalografisi kullanilarak belirlenmistir. Bu enzimlerin
yapilar1 birbirine olduk¢a benzerdir.

Sekil 2.2. (a) Insan pankreatik a-amilazin yapisinin serit diyagrami. Ucg yapisal domain
(A, B ve C) gosterilmistir. (b) Insan pankreatik o-amilazin kalsiyum baglanma bélgesi.
(¢) Insan pankreatik a-amilazin kloriir baglanma bdlgesi (Kashtoh ve Beak 2023).

Memelilere ait amilazlar ii¢ yapisal domainden (A, B ve C) olusur. Bunlardan en
biiyligli olan A domaini, standart bir (B-a) 8 varil katlanma yapis1 olusturur (Sekil 2.2a).
Bu yapinin bir ucu, aktif bdlgedeki kritik kalintilar olan katalitik triadin iki aspartat (D197
ve D300) ve bir glutamat (E233) kalintisina denk gelir (Sekil 2.2b). Aktif bolge, A ve B
domainlerinin karboksil ug¢larini ayiran biiyiik bir yarik i¢inde bulunur. A domainide
ayrica baglh bir klorilir iyonu bulunur ve bunun amilazi aktive ettigi uzun zamandir
bilinmektedir. Baglh kloriir iyonunun, aktif bolgeye yakin bir konumda yer alan R195,
N298 ve R337 ile ligand etkilesimleri olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 2.2¢).

B domaini, en kii¢ciik domain olup, A domainindeki B-varilleri destekleyen bir
kalsiyum baglanma boélgesi olusturur. B domainindeki bagli Ca*" iyonu, aktif bolge
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alanina da smir teskil eder ve muhtemelen aktif bolge protein konfigiirasyonunun
korunmasinda kritik bir rol oynar.

Kalsiyum ile ligand etkilesimleri yapan N100, R158, D167 ve H201 kalintilarinin
bu fonksiyona biiyiik 6l¢iide katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir (Sekil 2.2b).

C domaini ise anti-paralel B-yapilardan olusur ve A ve B domainleriyle yalnizca
dolayl1 bir iliski i¢indedir. Ozellikle, insan pankreatik a-amilazinin N-terminal glutamat
kalintisinin post-translasyonel modifikasyonuyla olusan stabil bir pirolidon tiirevi, diger
sindirim enzimlerine karsi koruma saglayabilir. Bununla birlikte, molekiiliin N-
terminalindeki C domaininin, A ve B domainleriyle daha zayif bir baga sahip olmasi
nedeniyle katalitik siirece dogrudan katki saglamasi olas1 gériinmemektedir.

Sekil 2.3. (a) insan pankreatik - amilaz/akarboz kompleksinin yapisi bir serit diyagram
olarak gosterilmistir. (b) Insan pankreatik a-amilaz/akarboz kompleksinin aktif bolgesi
(Kashtoh ve Beak 2023).

Amilazlarin katalitik siirecleri, kataliz sirasinda kovalent bir ara iirlinlin
olusumunda Asp ve Glu kalintilariin karboksil gruplarinin asit-baz katalizorler ve
niikleofilik reaktantlar olarak gdrev yaptig1 iki asamal1 yer degistirme mekanizmasinin
miikemmel bir temsilcisidir. Bir CI™ iyonu, katalitik olarak 6nemli bir karboksil grubunun
protonlanmasini kolaylastirarak aktivasyonu saglayabilir.

Amilaz, lineer amiloz ve amilopektin bdliimlerini bir¢ok kez hedef alan bir
endoenzimdir ve ana {iriin olarak maltotrioz ve maltoz (¢ok az miktarda glikoz tiretimi)
ortaya c¢ikarir. Kinetik ¢alismalara gére, domuz pankreatik enziminin aktif bolgesi bes
glikoz molekiiliine kadar baglayabilir; bu da glikoz molekiillerinin baglanabilecegi bes
alt bolge oldugunu gostermektedir. Bircok ii¢ boyutlu yapi, birden fazla baglanma
bolgesinin varligint géstermistir, ancak akarboz ile komplekslenmis domuz pankreatik
amilaz yapisi altinci bir bolge ortaya koymustur (Patel vd. 2017).

Akarboz, vogliboz ve miglitol gibi a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitorleri, yemek
sonrasi hiperglisemiyi (PPHG) azaltmay1 hedefleyen en yaygin kullanilan antidiyabetik
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ilaglardir. Bununla birlikte, bu inhibitdrler tedavide kullanildiginda ishal, siskinlik ve gaz
gibi gastrointestinal yan etkilerle iliskilendirilmistir. Bu nedenle, PPHG yoOnetimi i¢in
yeni a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitorlerinin gelistirilmesi kritik 6neme sahiptir.

o-amilazin yapisina dair bu tir bilgiler, a-amilazin ¢esitli inhibitorlerle
etkilesimini daha iyi anlamak ve daha az yan etkiye sahip antidiyabetik ilaglar gelistirmek
i¢in kullanilabilir.

2.1.3. Tip 2 diyabetin tedavisinde mevcut ilaglar, yan etkileri ve sinirlamalari

Tip 2 diyabet hastaligi, tedavi edilmesi zor olan, karmasik ve ilerleyici bir
bozukluktur. Hastalarin ¢ogu tan1 aninda daha ¢ok diyabet sonucu olusmus olan ikincil
bozukluklar nedeniyle doktora bagvurur. Bu hastalar genelde antidiyabetik ilaglar
kullanmadan normal glisemiye ulasamaz veya siirdiiremez durumdadirlar. Hastalarin
blyiik bir kismi glisemik kontrolii saglamak i¢in uzun siireli monoterapi veya oral
antidiyabetik tedavi ile insiilin tedavisi almak zorundadir.

Antidiyabetik ilaglarin ortak amaci yiiksek kan seker oranini diisiirmektir. Tip 2
diyabet tedavisinde kullanilan oral antidiyabetik ilaclar etki bigimlerine gore asagidaki
gibi gruplandirilir (Tripathi, 2019).

a) Insiilin sekresyonunu arttiranlar (siilfoniliireler, meglitinidler ve DPP-4
inhibitorler): Bu grupta yer alan ilaglardan DPP-4 inhibitorleri, pankreasta bulunan
Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinden salgilanan GLP-1’in pargalanmasini
engelleyerek GLP-1 seviyelerini arttirir. GLP-1, pankreastaki beta hiicrelerinden insiilin
salinimini arttir. Siilfoniliireler ise yine bu hiicrelerdeki ATP duyarli potasyum kanallarini
kapatir ve depo insiilinin serbest kalmasini saglar. Boylece kan sekeri seviyesi diiser.

b) Insiiline duyarlilig1 degistirenler (insiilin direncini azaltmaya y&nelik olanlar)
(biguanidler ve tiazolidindionlar): Bu gruptaki ilaglar, genellikle insiilin reseptorlerine
etki ederek hiicrelerin insiiline karsi duyarliligimi arttirmayr hedefler. Ornegin;
biguanidler grubundan olan ve diinyada en sik kullanilan diyabet ilac1 olan metformin,
karacigerde glukoz iiretimini azaltarak kan sekeri seviyelerini digiiriir. Ayrica periferik
dokularda insiilin duyarliligin1 arttirarak glukozun hiicrelere girisini arttirir.

¢) Glukozun intestinal emilim oranini azaltanlar (a-glukozidaz ve a-amilaz
inhibitorleri): Insanlarda o-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri, diyetle alinan nisasta ve
sekerlerin glukoza par¢alanmasinda rol oynar. Yaygin olarak a-amilazlar olarak bilinen
a-1,4-Glukan-4 glukanohidrolazlar (EC 3.2.1.1.), glikozit hidrolaz (GH) ailesi 13’e aittir
ve tiikiiriik ve pankreas sivilarinda bulunurlar. Diyetle alinan nigasta emilmeden Once,
strastyla agiz ve ince bagirsakta, tiikiirliik ve pankreatik a-amilazlar tarafindan hidrolize
edilir. a-amilaz irilinleri, ince bagirsak limeninde, genellikle a-glukozidazlar olarak
bilinen firca border exo-hidrolazlar, maltaz-glukoamilaz (MGAM; EC 3.2.1.20 ve
3.1.2.3) ve siikraz-izomaltaz (SI; EC 3.2.1.48 ve 3.2.1.10) enzimlerinin kombinasyonu
tarafindan daha fazla hidrolize edilerek glukoza kadar parcalanir. Bu grupta yer alan
ilaglar bu enzimleri inhibe ederek karbonhidrat sindirimini inhibe ederler ve kan sekerinin
yiikselmesini engellerler. En ¢ok bilinenleri akarboz ve miglitoldiir.
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d) Glukozun idrardan atilmasini saglayanlar (SGLT2 inhibitorler): Bu ilaglar
bobreklerdeki SGLT-2 proteinlerini inhibe ederek glukozun idrardan atilmasini artirarak

kan sekeri seviyelerini diisiiriirken insiiline duyarlilig1 da arttirirlar.

Cizelge 2.1. DM tedavisinde kullanilan ilaglarin simniflari, etki mekanizmalar1 ve yan

etkileri (Riyaphan vd., 2021).

Simf Etki Mekanizmasi Isim Yan Etkiler
o-glukozidaz Karbonhidrat sindirimini geciktirir, Hafif mide agrisi,
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Cizelge 2.1°de bu siniflardaki ilaglara ait etki mekanizmalari, 6rnek ilag isimleri
ve ilaglarin yan etkileri ayrintili olarak verilmistir. Bu ilaglar ya monoterapi olarak ya da
iki veya daha fazla olarak kombinasyon halinde kullanilmaktadir. Zamanla hastanin
ilaglara verdigi yanita bagh olarak tedavi sekli degistirilebilmektedir (Krentz ve Bailey,
2005).

Yukarida sayilan ilag tiirleri icerisinden postprandial hiperglisemiyi en etkili
sekilde dusiirebilen ilaglar a-glukozidaz sinifi enzimlerin inhibisyonunu saglayanlar
oldugu bilinmektedir. Bu ilaglar karbonhidratlarin sindirimini azaltarak ¢ok daha az
monosakkaritin emilim ile kana gegmesini saglamaktadirlar.

Bugiine kadar mevcut T2D ilaglar1 ¢ogunlukla sindirim bozuklugu, kalp
yetmezligi riskinde artig, idrar yollarinda enfeksiyon ve ayrica sinirler, bobrekler ve
gozlerde hasar gibi ¢esitli yan etkilerle iliskilendirilmistir. Ornegin, bat1 iilkelerinde ve
Japonya'da T2D tedavisinde en ¢ok recete edilen oral terapétik ajan olan metformin istah
kaybi, ishal, bulanti, kusma, siskinlik ve karin agris1 gibi gastrointestinal yan etkilere
neden olabilmektedir (Hotta vd. 2019).

Geleneksel oral antidiyabetik formiilasyonlarin bazi sinirlamalari vardir. Piyasada
bulunan antidiyabetik ilaglar arasinda c¢oziiniirlik ve gecirgenlik sorunlart oldukca
yaygindir, 6zellikle siilfoniliireler diislik biyoyararlanim gostermektedir. Bu da sik dozaj
rejimini gerektirmektedir. Bu durum hastalarda uyum saglayamama ve doz atlama
olasiliginin artmasina neden olmaktadir. Ote yandan, T2D i¢in genellikle ilk basamak ilag
olarak regete edilen metformin, yiiksek oranda ¢oziiniir ancak biyoyararlanimi diisiiktiir.
Diger antidiyabetik ilaglarda goriilen sinirlamalar arasinda tiyazolidindionlarda goriilen
kisa yarilanma Omrii (3-5 saat) yer alir ve bu da biyoyararlanimin zayiflamasina ve
terapotik etkinligin azalmasina neden olmaktadir (Bhikshapathi vd., 2013).

Yukarida belirtilen endiselerin yani sira, iyi bilinen ve yaygin olarak regete edilen
bazi antidiyabetik ilaclar da ciddi hipoglisemi ve kilo alimina neden olmaktadir. Dahast,
boyle bir tedavi yaklagimi glukoz homeostazinin mitkemmel sekilde korunmasina izin
vermez ve zamanla kardiyovaskiiler komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir.

2.1.4. Fitokimyasallarin tip 2 diyabet tedavisindeki potansiyelleri

Bitkiler her zaman ilaglar i¢in iyi bir kaynak olmustur. Fitokimyasallar,
bitkilerden izole edilebilen dogal bilesenlerdir ve giderek derinlesen arastirmalarla daha
fazla ilgi gérmeye baslamistir. Giiniimiizde, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanan ilaglarin yaklasik %50'si bitki kaynakli bilesikler veya bunlarin
tiirevleridir. Ornegin, biguanidin tipi bir antidiyabetik ila¢ olan metformin, Galega
officinalis L.'den (Fabaceae familyasi) (Munhoz ve Frode 2018) izole edilen galeginden
gelistirilmistir ve su anda T2D tedavisinde birinci basamak oral ilag olarak
kullanilmaktadir (Apostolova vd., 2020). Geleneksel tedavilerle karsilagtirildiginda,
dogal bitki kaynakli ajanlar daha az yan etkiye sahip, daha uygun fiyatli ve erisilebilir
oldugundan, farmasotik arastirmalar giderek bitkilerden yeni antidiyabetik ilaglar
kesfetmeye yonelmektedir. Yaklagik 1200 bitkinin antidiyabetik bilesikler igerdigi iddia
edilmis ve 400'den fazla bitki ve bunlarin biyoaktif bilesenleri T2D tedavisi i¢in bilimsel
olarak degerlendirilmistir. Fitokimyasal bazli tedaviler, T2D'yi tedavi etmek i¢in yeni
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yaklagimlar olarak veya mevcut monoterapileri desteklemek i¢in yardimci maddeler
olarak gelistirilebilir (Alam vd., 2018).

Flavonoidler, polifenoller, terpenoidler, alkaloidler, saponinler, kinonlar,
polisakkaritler vb. bilesikler dahil olmak {izere tibbi bitkilerden elde edilen ¢ok ¢esitli
fitokimyasallar, antidiyabetik etkileri agisindan yogun bir sekilde arastirilmistir (Bacanl
vd. 2019)

«++(D)-*» Suppression
«++(®-+» Induction

d’ Phytocompound

d@--» GuLT4 .. | j’"@d

Muscle

e

OH a-glucosidase
v o8 Glucose ., ..~ a-amylase
Oxidation and inflammato @ 4/

signaling pathways_@ art d@ |

Pancreas

Sekil 2.4. T2D tedavisi i¢in fitokimyasallarin ¢oklu terapstik hedeflerini gdsteren sema
(Nie vd. 2020).

- Karbonhidrat Sindiriminin ve Glikoz Emiliminin Azaltilmasi: Polifenoller,
terpenoidler ve tanenler, baslica karbonhidrat hidrolize edici sindirim enzimleri olan a-
glukozidaz ve a-amilaz iizerinde inhibitor etkisi gosterirler. a-Amilaz nisasta gibi
makromolekiilleri hidrolize ederek oligoglukanlara déniistiiriir. Ince bagirsagm firga
siirinda bu maddeler a-glukozidaz tarafindan emilebilir glukoza doniistiiriiliir ve daha
sonra kan dolasimia gecerler. Bu kosullar altinda fitokimyasallar a-amilaz ve o-
glukozidazi inhibe ederek yemek sonrasi kan glukoz seviyelerini onemli Ol¢iide
azaltabilirler (Tundis vd., 2010).

SGLT2 proteini iizerine inhibitor aktivitesine sahip florizin, klorojenik asit,
quercetin, kaempferol, kurarinone ve sophoraflavanone, idrarda glukoz atilimini tesvik
eder ve bobrekte glukozun yeniden emilimini baskilarlar. Glukozun atilimi, plazma
seviyelerinde glikozun azalmasina yol agarak glisemik parametreleri iyilestirir (Blaschek,
2017; Moradi-Marjaneh vd., 2019).
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- Glikoz Aliminin ve Metabolizmasiin Tesviki: Patolojik olarak, diyabetik
hastalarda glukoz tasiyici protein 4 (GLUT4) ekspresyonu daha diisiiktiir. GLUT4
ekspresyonundaki azalma, glikoz alim sisteminde bozukluga ve sonugta da insiilin
direncine neden olur (Gannon vd., 2015; Hussain vd., 2020).

Flavonoidler ve polifenolik bilesikler ise GLUT4 ekspresyonunun yani sira
glukoz alimini da giiglendirebilir. Ornegin, berberin ve vanilik asit GLUT4
translokasyonunu adenozin 5'-monofosfat ile aktive olan protein kinaz (AMPK) bagiml
yol iizerinden, resveratrol ise fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)-protein kinaz B (Akt) yolu
tizerinden iyilestirir (Sayem vd., 2018).

- Insiilin Etkisinin ve Duyarlihmin lyilestirilmesi: Bir inkretin hormon olan
GLP1, yemek sonrasi insiilin salgilanmasin1 uyarabilir. Dipeptidil peptidaz 4 (DPP4)
GLP1'1 pargalayan bir enzimdir. Yapilan ¢alismalar, klorojenik asit, epikatesin ve siringik
asit gibi polifenollerin bagirsak L-hiicrelerinden GLP1 salgilanmasin1 uyarabilecegini,
DPP4'ii inhibe ederek GLP1'in yar1 dmriinii artirabilecegini, B-hiicrelerinden insiilin
salgilanmasini uyarabilecegini, instiline karsi periferik direnci azaltabilecegini ve sonugta
GLP1-insiilin ekseninin genel etkilerini iyilestirebilecegini gdstermektedir (Dominguez
Avila vd., 2017; Duarte vd., 2020).

- Antioksidan ve Antiinflamatuar Etkiler: Oksidasyon ve inflamasyon olusumuna
yanitlarin, T2D'nin ortaya ¢ikmasi veya iligkili komplikasyonlar ile ilgili nedensel bir
iliski kurulabilir. Oksidasyonun ve inflamasyonun artmasi insiilin direncine yol agabilir
veya hiperglisemik durum tarafindan oksidasyon ve inflamasyon artabilir (Halim ve
Halim, 2019).

Literatiirde, klorojenik asit, ellagik asit, kurkumin, resveratrol, apigenin,
kuersetin, naringenin, katesin gibi molekiillerin oksidasyonun ve/veya inflamasyonun
sinyal yollarin1 baskilayarak insiilin direncini ve diyabetik komplikasyonlar iyilestiren
fitokimyasallar oldugu gosterilmistir (Gothai vd., 2016; Ahangarpour vd., 2019).

Fitokimyasallarin sadece diyabeti tedavi etmekle kalmayip, aynt zamanda T2D ile
iliskili komplikasyon riskini de azaltmasi onlar1 gelecekteki ilag 6nciil adaylar1 olarak ¢cok
onemli bir konuma getirir.

2.2. Alzheimer Hastahg:

Diinya ¢apinda etkili olan bir diger hastalik ise Alzheimer hastaligidir (AD), bu
hastalik adin1 Alman psikiyatrist Alois Alzheimer'den alan ilerleyici bir norodejeneratif
beyin hastaligidir. AD, bunamanin en yaygin nedenidir, tiim bunama vakalarinin %80'ini
olusturur ve diinya ¢apinda 6nemli bir 6liim nedenidir. 65 yas {stii yaslilarda sik goriliir
ve tim diinyada heterojen dagilim gosterir, en yaygin olarak Bati Avrupa ve Kuzey
Amerika'da goriiliirken, Sahra Alt1 Afrika bolgesinde daha az goriiliir.

Hastalarin davranigsal ve sosyal yeteneklerindeki bozulmalar ve dalgalanmalar ile
hafiza kaybi1 gibi farkli semptomlarla karakterizedir. Kisilerin giinliik rutinlerini
gergeklestirmede ciddi sorunlara sebebiyet verir. Diinya ¢apinda 44 milyondan fazla
kisiyi etkileyen bu hastaligin yash niifus artisiyla en sik goriilen ndrodejeneratif
hastaliklarindan biri olmas1 beklenmektedir.
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Hem cevresel hem de genetik faktorler AD patogenezi konusunda onemli rol
oynamaktadir. AD’nin nasil olustuguyla ilgili farkli hipotezler vardir. Bunlar; amiloid-
beta oligomer hipotezi, kolinerjik hipotez, tau hipotezi ve oksidatif stres ile iltihaplanma
kaynakli olusabilecegi hipotezleridir. Bu goriisler AD’ye kars1 yeni terapotik yaklasimlar
belirlemeyi amaclamaktadir.

2.2.1. Asetilkolinin Alzheimer hastahgindaki rolii:

Multifaktoriyel bir hastalik olan Alzheimer hastaliginin etyopatogenezinin altinda
yatan molekiiler mekanizmay1 anlamak i¢in ilk ortaya atilan hipotez kolinerjik hipotezdir.
Bu hipotez AD’nin sebebinin kritik bir ndrotransmitter olan asetilkolin (ACh) eksikligi
oldugunu o6ne siirmektedir. Bu diisiince, ACh'deki azalmalar1 yansitan kolinerjik
sistemdeki islev bozuklugu ile bilissel kapasite, 6grenme ve bellekteki diisiis arasinda
gliclii bir baglant1 tespit eden preklinik ve klinik ¢alismalardan elde edilen birgok veri ile
desteklenmistir.

ACh, mitokondri tarafindan saglanan kolin ve asetil-koenzim A'dan (asetil-CoA)
sentezlenir. Bu siire¢ sitoplazmadaki kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimi tarafindan
katalize edilir. Sentezden sonra ACh, vezikiiler ACh tasiyict (VAChOT) tarafindan
kolinerjik noronlarin sinaptik vezikiillerine tasiir, periferik ve merkezi sinir sistemi
(MSS) boyunca dagilir. ACh sentezindeki hiz sinirlayici adimlar, kolin ve asetil-CoA'nin
mevcudiyetidir. Neredeyse tiim beyin yapilar1 ve bolgeleri, interndronlarin bir pargasi
olarak ya da beynin c¢esitli bdliimlerine yayilan ve onlar1 birbirine baglayan ndron
projeksiyonlar1 olarak kolinerjik ndronlar tarafindan innerve edilir. Ozellikle, en yiiksek
kolinerjik innervasyona sahip beyin boliimleri omurilik, arka beyin, medial habenula,
mezopontin bdlge, bazal 6n beyin, striatum, koku alma tiiberkiilii ve Cajella kompleksi
adalaridir (Armstrong vd. 1983; Lucas Meunier vd. 2003).

Beyindeki kolinerjik ndronlarin bollugu g6z oOniine alindiginda, kolinerjik
sistemin dikkat, 6grenme, hafiza, stres tepkisi, uyaniklik ve uyku, duygusal tepkiler ve
davranig gibi cesitli fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamasi
sasirtict degildir. Bu nedenle kolinerjik noronlardaki hasar AD’nin gelisiminde 6nemli
bir role sahiptir.

Kolinerjik hipotezin arkasindaki ana fikir, diisiik beyin ACh seviyesinin AChE'nin
artmig aktivitesinin bir sonucu oldugudur. Cesitli bilesikler beyindeki ACh seviyesini
etkileyebilir. Ornegin, ACh antagonisti skopolamin ile tedavi, kolinerjik aktivitenin bloke
edilmesiyle, gen¢ deneklerde yaslilarda gozlenene benzer bir bellek azalmasina yol
acacagmi gostermistir (Craig vd. 2011). Buna karsilik, AChE inhibitér (AChEI)
uygulamasinin AD'li insanlarda dikkat, bilis, hafiza ve entelektiiel yetenekleri iyilestirdigi
gosterilmistir. (Singh vd. 2013).

2.2.2. Kolinesteraz enzimleri:

Kolin esteraz (ChE), kolin esterlerini par¢alayan ve her yerde bulunan bir serin
hidrolaz sinifidir. Iki farkli ChE formu vardir (iki farkli gen tarafindan kodlanir). Bunlar,
norotransmitter  asetilkolini  hidrolize = eden asetilkolinesteraz  (AChE) ve
biitirilkolinesterazdir (BuChE). Her iki enzimatik form da benzer katalitik aktiviteler
sergilese de iyonik veya hidrofobik etkilesimler agisindan farklilik gosterirler (Lionetto
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vd. 2013). AChE yapisal olarak bir aktif katalitik bolge (CAS), periferal anyonik bolge
(PAS) ve gecit bolgesinden (gorge region) olusur. CAS boélgesine dar bir gegit
bolgesinden gegilerek ulasilir ve yaklasik 5 A genisliginde ve 20A derinligindedir. Gegit
bolgesinin yiizeyi, yaklasik % 70'ini olusturan korunmus, aromatik amino asit yan
gruplart ile kaphidir. CAS bolgesi, hidroliz reaksiyonunun gergeklestigi yerdir ve bir
katalitik ticlii (H440-E327-S200) ve kritik aromatik kalintilar, W84 ve F330 igerir. PAS
bolgesi, ge¢idin girisine yakin bir yerde bulunur ve bu bolgenin temel bilesenleri olan
Y70, Y121 ve W279 aromatik kalintilarindan olusur. PAS Bolgesi ise, ACh'nin iletilmesi
ve gecitteki substrat 6zgiilliigiiniin kontrol edilmesi i¢in gerekli olan diisiik afiniteli bir
baglanma bolgesidir (Silman ve Sussman 2008; Xu vd. 2017; Eckroat vd. 2020).

Spesifik olmayan kolinesteraz olarak da bilinen BuChE, siiksinilkolin gibi daha
bliyiik substratlar1 ve 6zellikle biitirilkolini hidrolize edebilir. AChE’a benzer sekilde,
BuChE yapisal olarak alti aromatik amino asit kalintisi, bir CAS bolgesi ve bir PAS
bolgesi ile kapl1 20 A bir gegitten olusur; katalitik triad gegidin alt kisminda bulunur ve
S226, H466 ve E353'ten olusur. AChE'nin aksine, BuChE'de kolin baglama bolgesi Ala
(A328) ile degistirilmis ve periferal bolge sadece iki kalintiya (D70 ve Y332)
indirgenmistir. Bu degisiklikler muhtemelen BuChE'nin substrat karakteristiginin
aktivasyonundan sorumludur. AChE'nin agil cebinde, Phe kalintilar1 daha az hacimli
alifatik kalintilarla (L286 ve V288) degistirilmistir; BuChE'de, kesenin hacmini artirarak
daha biiyiik substratlarin barindirilmasina izin verilir (Darvesh vd. 2003; Johnson ve
Moore 2012; Li vd. 2017).

2.2.3. Alzheimer hastaliginin tedavisi icin mevcut ilaglar

Glniimiizde Alzheimer hastaligimin kesin nedeni ve patogenezi hala
bilinmemektedir. Tarihsel olarak, Alzheimer tipi demansin tedavisi i¢in onaylanan ilk
receteli ilag takrin olmustur. Yiiksek hepatotoksisitesi nedeniyle takrin artik cogu iilkede
kullanim disidir. Su anda ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag Ajans1 (EMA)
tarafindan AD semptomlarmi tedavi etmek i¢in onaylanmig bes regeteli ilag
bulunmaktadir. Bunlardan en sik kullanilan {i¢ii asagida ayrintili bir sekilde aciklanmig
ve molekiil yapilari sekil 2.5’te verilmistir (Samuel ve Davis 1997).

Donepezil: 1990'larda Alzheimer tipi hafif ve orta dereceli demansin palyatif
tedavisinde kullanilmaya baglanmigtir. Donepezil, FDA onayl ikinci kolinesteraz
inhibitdrii olarak piyasaya siiriilmiistiir (Aricept-Eisai/Pfizer). Ik formiilasyonlar, 5 ve 10
mg, 1996 yilinda hafif ve orta siddette AD i¢in FDA onay1 almis ve 2010 yilinda orta ve
siddetli AD tedavisi i¢in 23 mg'lik bir doz onay almistir. Giiniimiizde hastalifin tiim
evrelerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Su anda diinyanin bir¢ok yerinde kullanim dis1
olan agir hepatotoksik takrinin aksine (Cavalli vd. 2008), donepezil bu toksik potansiyele
sahip degildir. Giinde bir kez uygulanabilir ve karaciger fonksiyonlarinin diizenli olarak
izlenmesini gerektirmez, bu nedenle ilk basamak tedavi olarak dogru se¢imi temsil eder.
ICso degeri 23,1 nM olan giiglii bir AChE inhibitorii olan donepezil, ACh seviyesini
dogrudan etkiler (Bolognesi vd. 2007). Donepezil ile tedavi iizerine kolinerjik sinapslarda
ACh konsantrasyonundaki artig birincil etkisidir (Cummings vd. 2016; Shahrivar-Gargari
vd. 2021).
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Galantamin: Galantamin, ilk olarak 2000 yilinda Razadyne® (Janssen Pharmaceuticals)
ticari ad1 altinda Amerika Birlesik Devletleri'nde tanitilmistir. Sadece oral formlarda mevcuttur
ve Onerilen baglangic dozu 8 mg/giin olup, 4 hafta sonra 16 mg/giin idame dozuna
cikmaktadir. Galantamin hafif ve orta dereceli Alzheimer hastaliginda biligsel gerilemeyi
tedavi etmek i¢in kullanilir. Alkaloid norbelladinden tiiretilmis bir benzazepindir.
Galantamin, Amaryllidaceae adl1 bir bitki ailesinde, agirlikli olarak galanthus cinsine ait
tiirlerde bulunur. Sentetik olarak da {iretilebilmektedir. Galantamin parasempatomimetik
ve geri doniisiimli bir kolinesteraz inhibitoriidiir (Hussain vd. 2018). Donepezil gibi,
demasin altinda yatan siirecin seyrini degistirmede ¢ok az etkisi olan sadece hastalik
modifiye edici bir ajandir. Diger AChE inhibitorleri gibi galantamin de terapotik etkisini
agirlikli olarak kolinerjik fonksiyonu artirarak gosterir. Ancak, diger ilaglardan farkli
olarak galantamin, hem zayif bir AChE inhibitorii (ICso = 2 pM) hem de nAChR'nin
allosterik giiclendirici bir ligand1 olarak hareket etmesi ve bu reseptorlerdeki agonistlerin
(asetilkolin gibi) etkisini giliglendirebilmesi nedeniyle iki islevli bir anti-AD ilac1 olarak
islev goriir (Prvulavic 2010).

Rivastigmin: Oral rivastigmin (Exelon-Novartis Pharmaceuticals Corporation)
2000 yilinda hafif-orta siddette Alzheimer demansinin tedavisi i¢in ve daha sonra (2006)
hafif-orta siddette Parkinson demansinin tedavisi i¢in 6-12 mg/giin optimal terapétik doz
ile FDA onay1 almistir. O donemde sadece kapsiil (1,5 mg, 3 mg, 4,5 mg ve 6 mg
dozlarinda) ve oral solisyon (2 mg/mL) olarak mevcuttu. Transdermal yama
formiilasyonu 2007 yilinda piyasaya siiriilmiistiir. Rivastigmin hem biitirilkolinesterazi
hem de asetilkolin esterazi inhibe eden bir kolinesteraz inhibitoriidiir (Kandiah vd. 2017).
Rivastigminin antikolinesteraz aktivitesi, periferik dokulardakilere kiyasla beyin
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz i¢in nispeten spesifiktir. Bir karbamat tiirevi
olarak, yapisal olarak disostigmin ile iligkilidir ancak donepezil ve takrin ile iliskili
degildir. Donepezil ve galantamine benzer sekilde, rivastigminin kesin mekanizmasi tam
olarak belirlenememistir. Yine de rivastigminin geri doniisiimlii olarak beyindeki
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesterazi etkisiz hale getirerek asetilkolinin hidrolizini
onler ve boylece kolinerjik sinapslardaki konsantrasyonunun artmasina neden olur. ICso
degeri 3 uM olan rivastigmin, AChE'nin donepezilden belirgin sekilde daha zayif bir
inhibitoriidiir (Tseng vd. 2012)

Tlaclarin yan etkileri: Donepezil, galantamin ve rivastigminin yan etki profili
diger AChE inhibitorlerinin etkilerine cok benzemekte olup, gastrointestinal semptomlar
en dikkat ¢ekici ve en sik gozlenen semptomlardir: bulanti, kusma, istah kayb1 ve bagirsak
hareketlerinin sikliginda artis. Bu ilaclarin kalp hastaligi, kardiyak iletim bozukluklari,
kronik obstriiktif akciger hastalig1, astim, ciddi kardiyak aritmiler ve siniis sendromu olan
kisilerde dikkatli kullanilmas1 gerektigini gosteren ¢alismalar da vardir (Hansen vd.
2008). Ayrica, peptik iilser hastalig1 olan kisiler, gastrointestinal kanama riskinin artmasi
nedeniyle bu ilaglar1 dikkatli kullanmalidir. Bu yaygin etkilerin yani sira, donepezilin yan
etkileri arasinda uyku giicliigi ve kas kramplari bulunmaktadir. Daha ciddi olarak,
rivastigmin kullanimi, FDA Advers Olay Raporlama Sistemi veri tabaninda, diger
asetilkolinesteraz inhibe edici ilaglar olan donepezil ve galantamine kiyasla daha ytiksek
siklikta advers olay olarak 6liim raporlari ile iligskilendirilmistir.
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2.2.4. Tip 2 diyabet ve Alzheimer hastahi@inin iliskisi

T2D esas olarak periferik bir hastalik ve AD ise merkezi sinir sisteminin bir
bozuklugu olmasina ragmen, her ikisi de kronik ve karmasik durumlar olusturmasinin
yani sira uzun prodromal fazlar gibi bazi1 ortak 6zelliklere sahiptir (Kubis-Kubiak vd.
2019). Ayrica, her ikisinde de hastaligin ilerlemesinde kronik oksidatif stres ve
inflamasyonun rol oynadig1 gosterilmistir. Yasin yam sira, diger yaygin risk faktorleri
arasinda kotii beslenme aligkanliklari, obezite, kronik stres, genetik profil ve hareketsiz
yasam tarzi yer almaktadir (Chen vd. 2019).

DM vakalar1 ile AD ve vaskiiler demans da dahil olmak {izere tim demans
tiirlerinin riskinin 89.708 DM'li hasta tizerinde yapilan 28 prospektif gézlemsel caligmaya
dayanan bir meta-analizi, diyabetik hastalarda tim demans tiirlerinin riskinde %73 ve AD
riskinde %56'lik bir artis oldugunu bildirmistir (Gudala vd. 2013). Bu veriler, DM'nin
AD'ye daha fazla yatkinliga neden oldugunu ve bunun da nérometabolik bir bozukluk
olan tip 3 diyabet (T3D) olarak yeni bir terimin ortaya ¢ikmasina neden oldugunu
gostermektedir (Rorbach-Dolata ve Piwowar 2019).

AD ve T2D arasindaki baglantiy1 agiklamak i¢in bazi hipotezler vardir. Bunlar;
noronal hiicrelerde glutamat kaynakli eksitotoksisiteye yol agan hiperglisemi; beyinde
amiloid-f birikimine, tau fosforilasyonuna, oksidatif strese, ileri glikasyon son
tiriinlerinin (AGE'ler) olusumuna ve apoptoza katkida bulunan insiilin direncidir. Ancak,
AD ve T2D arasindaki baglantinin mekanizmasma dair net bir agiklama halen
bulunmamaktadir.

[ TiP-2DM [ ALZHEIMER’S ]

insiilin direnci N(‘iro_n kaybi
Obezite Enflamasyon Ap plak ve AB oligomer
Artan kan sekeri Degismis insulin o olusumu
Adipozite sinyali Nérofibriler yumak
inflamatuarsitokinler | Bilissel eksiklikler | olusumu
Oksidatif stres Artan AGE’ler Inflamatuvar S't‘_"""ler

Oksidatif stres Oksidatif stres

Sekil 2.6. Alzheimer hastaligi ile diyabet arasindaki ortak baglantilar1 gdsteren bir
illiistrasyon.

Beynin serebellum, serebral korteks, hipotalamus, olfaktér ampul ve hipokampus
gibi  biligsel alanlarinda insiilin reseptorleri bulunmaktadir. AD'de insiilin
sinyalizasyonunda ve beyin glukoz kullaniminda bozulmalarin yan1 sira beyin omurilik
stvisinda (BOS) azalmis insiilin seviyeleri, BOS'ta azalmis insiilin/plazma insiilin orani,
azalmis insiilin reseptorii ekspresyonu ve artmis aglik plazma insiilin seviyesi vardir.
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Bozulmus insiilin sinyalizasyonundan AD patogenezi, tau hiperfosforilasyonu, AP
metabolizmas1 ve asetilkolin sinyalizasyonu etkilenir. Insiilin, asetilkolin {iretiminden
sorumlu bir enzim olan kolin-asetiltransferaz ekspresyonunu artirir. Bu nedenle, AD
beyinlerinde diisiik insiilin seviyeleri veya siddetli insiilin direnci diisiik asetilkolin
seviyelerine yol agabilir (Alanazi vd. 2023).

2.2.5. Enzim inhibitorleri olarak fenolik bilesikler ve Alzheimer hastahgindaki
rolleri

Fenolik bilesikler, bitki metabolizmasi sirasinda olusan heterojen bir ikincil
metabolit grubudur. Saghiga yararli etkileri nedeniyle fenolik bilesikler, ozellikle
gidalardaki varliklari ile ¢esitli uzmanlarin ilgisini ¢ekmistir. Fenolik bilesikler, bir veya
daha fazla hidroksil grubunun bagli oldugu en az bir aromatik halka igerir ve aromatik
veya alifatik olabilirler. Flavonoidler ve flavonoid olmayanlar iki tiir fenolik bilesiktir
(Bravo, L. 1998). Flavonoidler, heterosiklik bir piran halkas: (C halkasi1) araciligiyla
baglanan iki benzen halkasindan (A ve B halkalar1) olusan on bes karbonlu bir iskelete
(C6-C3-C6) dayanmaktadir. Flavonoidler, hidrojenasyon durumuna ve heterosiklik
ikame kimliklerine bagli olarak flavonoller, flovononlar, antosiyaninler, flavonlar ve
izoflavonlar olarak ayrilabilirler (Sekil 2.7). Bu bitki ikincil metabolitleri, genellikle
cesitli glikozitler seklinde bulunabilir ve ultraviyole (UV) radyasyona ve fitopatojenlere
kars1 koruma, nodiilasyon sirasinda sinyalizasyon, oksin taginmasi ve tozlayicilari
cekmek i¢in ¢iceklerin renklendirilmesi dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik islevlerden
sorumludur.

Temel flavonoid yapisi Flavonoller Flavononlar

R,

OH

HO
HO o
= R;
P

OH

OH O
OH

Antosiyaninler Flavonlar [zoflavonlar

Sekil 2.7. Bagslica flavonoid gruplarinin genel yapist (Ambriz-Pérez vd. 2016 ).
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Receteli ilaglar genellikle hastalik mekanizmalarinda yer alan bilesiklerin
inhibitorleri olarak hareket etmek lizere tasarlanmistir. Tasarlanmis enzim inhibitorlerinin
neden oldugu zararli yan etkilere iligkin endiseler, dogal kaynaklardan elde edilen yeni
etkili ve koruyucu inhibitorlerin arastirilmasina yol agmustir.

Bitkisel fenolik bilesikler, biyolojik etkilerinin muazzam kapsami nedeniyle en
yaygin olarak arastirilan gruplar arasindadir. Fenolik bilesiklerin agir insan
hastaliklarinda rol oynadigi bilinen g¢esitli proteinlere karsi kimyasal inhibitor
kapasitelerini incelemek i¢in genis kapsamli arastirmalar yapilmistir (Makarewicz vd.
2021). Enzimler, ¢esitli fizyolojik yolaklarda 6nemli 6l¢iide yer aldiklari i¢in insan
hastaliklarinin tedavisinde ilag bazli inhibitdrlerin belirlenmesi i¢in belki de en iyi odak
noktasidir (Rich 2005).

Temel insan gida kaynaklarinda bulunan belirli bilesiklerin inhibitér olarak
kullanim1 incelenmis ve bunlarin hipertansiyon, metabolik sorunlar, enfeksiyonlar ve
norodejeneratif hastaliklar {izerinde etkileri oldugu bildirilmistir. Hepatotoksisite,
gastrointestinal sorunlar ve ishal ile iligkili olanlar da dahil olmak flizere cesitli
semptomlarin tedavisinde tanimlanmis inhibitorleri igeren cesitli gida kaynaklar1 rapor
edilmistir (Ambriz-Pérez vd. 2016 ).

Bhandari ve arkadaglari, in vitro bir model kullanarak Bergenia ciliata'nin
antidiyabetik etkinligini incelemislerdir. Etil asetatta ¢oziinlir B. ciliata ekstraktinda
bulunan aktif kimyasallar (-)-3-O-galloil epikatesin ve (—)-3-O-galloil katesinin, domuz
pankreatik amilaz ve sican bagirsak maltaz aktivitesinin doz bagimli bir sekilde 6nemli
Olciide inhibisyonundan sorumlu oldugu bulunmustur (53). Genellikle inhibitor giiclinii
6legmek i¢in kullanilan yari-maksimum inhibitér konsantrasyon (ICso) degeri, enzim
aktivitesini %50 oraninda inhibe etmek i¢in gerekli olan inhibitdr konsantrasyonu olarak
tanimlanir. (-)-3-0O-gallil epikatesin i¢in ICso degerleri sican bagirsak maltaz ve domuz
pankreatik a-amilaz i¢in sirasiyla 334 ve 739 uM ve (—)-3-O-galloil katesin i¢in sirasiyla
150 ve 401 uM idi (Bhandari vd. 2008). Bu bilesiklerin a-glukozidaz ve a-amilaza karsi
in vivo ve in vitro inhibitor aktiviteleri, T2D’nin tedavisi i¢in bir potansiyele sahip
olduklarin1 gostermistir.

Glukozidaz aktivitesini inhibe ederek glukoz emilimini geciktirmek, T2D'nin
Onlenmesi icin potansiyel bir tedavi secenegidir. Terminalia chebula meyveleri, memeli
glukozidazlarina kars1 6nemli enzimatik inhibitor aktivitesi gosteren fenolik bilesikler
icerir, bu da T2D'li hastalarda ciddi yan etkilere neden olmadan kan glukoz seviyelerinin
yonetimine katkida bulunabilir. Kuersetin, kaempferol, luteolin, kuersetagetin ve
skutellarein, insan o-amilaz inhibitorleri olarak islev gdren dogal olarak olusan
flavonoidlerdir, bu da onlar1 nisasta sindirimini sinirlamak igin ilgi ¢ekici adaylar haline
getirir ( Ali Asgar 2013).

Flavonoidler (6rn. antosiyaninler, epigallokatesin gallat, kuersetin, naringin, rutin
ve kaempferol), flavonoid olmayan polifenoller (6rn. resveratrol, kurkumin, tanenler ve
lignanlar), bitki meyveleri, sebzeler ve diger {iriinleri iceren dogal saglik maddeleri (6rn,
sarimsak, yesil cay, frenk iiziimii, tivez, yaban mersini, ¢ilek, kizilcik, zeytinyagi, susam
yag1 ve havug) birincil farmakolojik tedaviye daha giivenli bir alternatif olabilir.
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Flavonoidler insan diyetinin temel bilesenleridir ve oksidatif stresin neden oldugu
pankreatik beta hiicre fonksiyonunun bozulmasini geciktirerek DM yonetimine katkida
bulunabilirler. T2D ile iligkili komplikasyonlar1 6nlemek ve iyilestirmek i¢in gida
takviyesi olarak 6nerilmektedirler (Blahova vd. 2021).

Polifenollerin 6nemli hiicresel olaylar {izerinde etkili oldugu mekanizmalar
bugiine kadar tam olarak aydinlatilamamaistir. Fenolik bilesikler, AChE'nin aktif bolgesini
olusturan amino asit kalintilar1 ile hidrojen baglari, hidrofobik ve n-m etkilesimleri
olusturmaktadirlar. (Katalini¢ vd. 2010). Fenolik bilesikteki coklu hidroksil gruplarinin,
artan baglanma kapasitesi nedeniyle AChE'nin inhibisyonunu arttirdig1 diisiiniilmektedir
(Falé¢ vd. 2012). Bu inhibitér faaliyetler, ¢cogu fenolik bilesikle iligkili fonksiyonel
potansiyeli agiklar, ancak hepsi ayni mekanizma ile hareket etmez (Ademosun vd. 2016).

2.5. D. hastata Bitkisi ve Ozellikleri
2.5.1.Morfolojik ozellikleri

Endemik tiirlerin dagiliminda, Akdeniz Bolgesi Tiirkiye’nin en one c¢ikan
cografyalarindan biridir. Bati Toros dag silsilesine sahip olan Antalya ili, karmasik
topografyasi ve heterojen cevresel kosullari ile bu zenginligin biiyiik bir béliimiine
sahiptir. Son kaydedilen tiirlerle birlikte, Antalya florasinda toplam 873 endemik takson
(tiir, alttlir ve varyete) bulunmaktadir (Selim ve Mutlu 2016).

Endemizm orani yliksek olan bu bolgenin florasi, ayn1 zamanda tibbi ve aromatik
bitki cesitliligiyle dikkat ¢cekmektedir. Bu bitkiler arasinda, D. hastata Lamiaceae
familyasindan Antalya’ya 6zgii endemik ticiinciil relikt monotipik bir bitkidir. Lamiaceae
familyas1 yaklasik 200 cins igerir ve eterik yag iiretimi konusunda olduk¢a 6nemli bir
familyadir. Cinslerin ¢ogu terpenoidler, glikozitler ve flavonoidler bakimindan zengindir
(Erdag vd. 2010). D. hastata, Lamiaceae familyasinda monotipik olan Dorystoechas
cinsindeki tek tiirdiir.

Sekil 2.8. (a) D. hastata tiirlerinin ¢igek ve yaprak yapisina genel bir bakis. (b) D.
hastata tiirlerine genel bir bakis (Selim ve Mutlu 2016).

21



KAYNAK TARAMASI B. TASKIRAN

Sekil 2.8 ve sekil 2.9’da goriildiigii tizere D. hastata, 40-100 cm boylarinda,
odunsu bir ¢ali formunda olan, tiim kisimlar1 yogun aromatik o6zellikler gosteren bir
bitkidir. Yapraklart mizraks: formda, yumusak tiiylii, kenarlar1 kiigiik loplu ve hastat
yapidadir. Mayis ve Temmuz aylar1 arasinda ¢igeklenir ve 650-2000 metre rakimlari
arasinda kaya ve friganalarin ¢evresinde dogal yayilis gosterir. (Selim ve Mutlu 2016).

e T
'

a8 R

Sekil 2.9. (a) D. hastata'nin (Termosos) vejetatif evresinin genel goriiniimii. (b) D.
hastata'min spikalar1 (Isik ve Yiicel 2017).

Geng koklerde kortikal tabakanin altinda kimyasal igerikten dolay1 kirmizimsi bir
renk vardir. Govde odunsu yapidadir, dallanma dipten baslar, ana gévde gozlenemez.
Acik alanlarda yetisen govdeler sferoidal bir forma sahiptir, ancak 151gmn az oldugu
alanlarda yetisen bazi bireyler sarkiktir. Govde {iizerindeki korteks ¢ok sayida
uzunlamasina yariklara sahiptir ve kolayca soyulamaz. Spika 6.8-13 cm uzunlugunda,
verticillaster 10-25 ¢icekli ve spikanin tepesi daha az sayida gigege sahiptir (Sekil 2.9.b).
Pediseller 0.6-0.9 mm olup, kaliksten kolaylikla ayirt edilemez (Isik ve Yiicel 2017).

Antalya ¢evresinde genis yayilimi olan bitki yerel halk taratindan “Devren Kekigi,
Salba veya Calba” diye adlandirilmaktadir ve adagayi gibi aromatik ¢ay hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Kurutulmus veya taze yapraklardan hazirlanan ¢ay, geleneksel tipta
soguk alginlig1 veya grip tedavisinde kullanilir. Ekstraktlar: ayrica kanama durumlarinda,
adet bozukluklarinda ve diisiiklere kars1 kullanilmaktadir (Albayrak 2021).

2.5.2. Antioksidan ozellikleri ve biyolojik aktivitesi

Karagozler ve arkadaslar1 (2008) D. hastata’nin yapraklarinin farkli polaritedeki
cozgenler ile farkli sicakliklarda ekstraktlarini elde etmislerdir. Bu ekstraktlarin fenolik
bilesen igerigini, prolin seviyelerini ve antioksidan etkilerini incelemislerdir. Sonuglar,
D. hastata’nim zengin bir fenolik bilesen kaynagi oldugunu ve antioksidan potansiyelinin
hem radikal silipiirme hem de lipid peroksidasyonunu engelleme Ozellikleriyle One
ciktigin1 ortaya koymustur. Geleneksel olarak cay olarak tiiketilen D. hastata’nin sicak
su ekstraktinin yiiksek fenolik icerigi ve DPPH radikal siipiirme etkinligi, bitkinin bu
tilkketim yontemiyle de etkili oldugunu dogrulamistir.
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Erkan ve arkadaslar1 (2011) yaptiklar1 calismada, D. hastata bitkisinin su,
metanol, etil asetat, aseton ve petrol eteri ¢oziiciileri ile elde ettikleri ekstraktlardan
HPLC-DAD analizi sonucunda ayrintili bir fenolik bilesen profili ¢ikararak bu
ekstraktlarin antioksidan etkilerini incelemislerdir. Fenolik asitlerden klorojenik asit,
kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve rozmarinik asit; flavonoidlerden kuersetin,
kaempferol, apigenin ve diterpenoidlerden ise karnosik asit ve karnosol tespit etmislerdir.
Calismada D. hastata ekstraktlarinin giiglii antioksidan 6zelligi DPPHe, ABTS", TBARS
gibi antioksidan testler ile gosterilmistir. D. hastata'nin petrol eteri, metanol ve su
ekstraktlarinin ¢ok etkili antioksidatif ekstraktlar oldugu bulunmustur. Tespit edilen
fenolik bilesiklerin farkli siniflari, yani fenolik asitler, flavonoidler ve diterpenoidler ve
giiclii antioksidan kapasitesi nedeniyle, D. hastata potansiyel bir antioksidatif yenilebilir
kaynak olarak tiiketilebilecegi sonucuna varilmaistir.

Kan ve arkadaslar1 (2015) yaptiklar1 ¢calismada D. hastata 'nin esansiyel yagla,
amino asit ve mineral igerigini tespit etmislerdir. Calismada D. hastata nin yaprak
kisminda 6ne ¢ikan esansiyel yaglar 1,8-cineol, borneol, camphor, a-pinen ve B-pinendir.
Ozellikle 1,8-cineol yaprak yaginda %20,6 ile en yiiksek oranda bulunmustur. Bu bilesen,
antioksidan ve antimikrobiyal etkileriyle bilinir. Sonuglar, D. hastata'min ugucu
yaglarinin bilesimindeki farkliliklarin bitkinin kismina (yaprak,kok,gévde gibi) ve
distilasyon yontemine bagli oldugunu gostermektedir. Bu bilesenlerin yiiksek biyolojik
aktiviteleri, bitkinin ilag ve kozmetik alanlarindaki potansiyel kullanimini
desteklemektedir.

Ugar, yaptig1 yiksek lisans tezinde (2015), D. hastata ekstraktlarinin kanser
hiicreleri olan A549 kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri, HeLa serviks kanser hiicreleri ve
normal hiicre olan insan fibroblast hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini arastirmistir.
D. hastata, hiicrelerin %44’iinii 6ldiirmeyi bagararak antitiimoral etki gostermistir. Bu
etkisi fenolik igerigine ve giiclii antioksidan 6zelligine baglanmistir.

Albayrak (2021), yaptig1 calismada, D. hastata’nin esansiyel yaginin ve metanol
ekstraktinin bilesen tayinini yapmis ve antioksidan etkileri ile gram pozitif, gram negatif
bakteriler ve mayalar dahil olmak iizere 15 farkli mikroorganizmaya karst antimikrobiyal
etkisini incelemistir. D. hastata kuvvetli bir antioksidan etki ve 6zellikle bakterilere kars1
giiclii bir antibakteriyel etki gostermistir.

D. hastata bitkisine dair yapilan tiim bu c¢alismalar zengin fenolik icerigi
sayesinde, ekstraktinin a-amilaz, a-glukozidaz ve asetilkolinesteraz enzimleri igin iyi
birer inhibitor potansiyeli tasidigini1 gostermektedir. Bu da onun diyabet ve Alzheimer
hastaliklar1 i¢in bitki temelli ila¢ veya gida takviyesi olarak kullanilmasini olasi
kilmaktadir. Bu tez ¢alismasiyla, D. hastata’nin bu potansiyeli aydinlatilacak ve ileriki
asamalar i¢in gerekli olan in vivo ¢aligmalarin temelleri olusturulacaktir.

2.5.3. Taksonomik isim degisikligi: Salvia dorystoechas B.T.Drew (syn. Dorystoechas
hastata Boiss. & Heldr. ex Benth.)

D. hastata, Tiirkiye’nin gilineybatisina 6zgli endemik bir tiir olup uzun yillar
boyunca Dorystoechas adiyla, monotipik bir cins olarak kabul edilmistir. Ancak, 2017
yilinda Drew ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan yapilan filogenetik analizler sonucunda,
bu tiirlin Salvia cinsi igerisinde siniflandirilmasi dnerilmis ve Salvia dorystoechas adiyla
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yeniden tanimlanmistir (Drew et al., 2017). Bu taksonomik revizyon, Salvia cinsinin
monofiletik (tek bir ortak atadan tliremis) bir grup olarak tanimlanmasini saglamak
amaciyla gerceklestirilmistir. Drew ve calisma arkadaslarinin ¢alismasi, Salvia cinsinin
daha once ayr cinsler olarak kabul edilen Dorystoechas, Meriandra, Perovskia,
Rosmarinus ve Zhumeria cinslerini de i¢ine alacak sekilde genisletilmesini 6nermistir.

Her ne kadar isim degisikligi 2017 yilinda 6nerilmis olsa da bilimsel camiada bu
tir degisikliklerin yayginlagsmasi zaman alabilir. Dorystoechas hastata adi, literatiirde
uzun siire kullanilmaya devam etmistir. Tiirkiye'deki resmi floristik kaynaklarda bu
degisikligin yansimasi biraz zaman almistir. 2017 yilinda yayimlanan "Systematic and
Biogeographic Overview of Lamiaceae in Turkey" bashkli calismada Dorystoechas
hastata'nin taksonomik pozisyonuna dair tartigmalar yer almaktadir. Bu ¢alisma, Tiirkiye
florasinda Lamiaceae familyasinin sistematigi ve biyocografyasi iizerine kapsamli bir
degerlendirme sunmaktadir. Calismada, Dorystoechas cinsinin Tiirkiye'de 100%
endemizm oranina sahip tek tiir olan Dorystoechas hastata ile temsil edildigi
belirtilmektedir. Ancak, bu tiiriin taksonomik pozisyonunun hala tartismali oldugu ifade
edilmektedir. Bu, Tiirkiye'deki bilimsel c¢evrelerde isim degisikliginin hemen
benimsenmedigini gostermektedir. Yapilan taksonomik degisiklik, molekiiler verilerle
desteklenmis ve Salvia cinsinin monofiletik yapisinin korunmasi amaciyla
gergeklestirilmis olsa da Tiirkiye'deki bazi bilimsel ¢evreler, bu degisikligin yeterince
degerlendirilmedigini ve morfolojik Ozelliklerin de dikkate alinmasi gerektigini
savunmaktadir. Bu durum, bilimsel literatiirdeki isim degisikliklerinin yerel diizeyde
benimsenmesinin zaman alabilecegini ve farkli goriislerin olabilecegini gostermektedir.

Ancak uluslararasi veri tabanlar1 artik Salvia dorystoechas adin1 gegerli bilimsel
ad olarak kabul etmektedir. Giinlimiizde, Salvia dorystoechas adi, Royal Botanic
Gardens, Kew tarafindan yonetilen "Plants of the World Online" (POWO) veri tabaninda
kabul edilmis ve Tiirkiye'nin gilineybatisina 6zgii bir tiir olarak listelenmistir. Ayrica,
World Flora Online (WFO), Internatonal Plant Names Index (IPNI) ve Global Diversity
Information Facility (GBIF) gibi veri tabanlarinda da bu isim gecerli isim olarak yer
almaktadir.

Bu tez caligmasinda, gilincel taksonomik simiflandirmaya uygun olarak Salvia
dorystoechas ismi de esanlamli olarak kullanilacaktir. Bilgi biitiinliigii agisindan literatiir
D. hastata ismiyle ve S. dorystoeches ismiyle birlikte taranmis, bulgular ve tartisma
boliimiinde de her iki isimle yapilan yayinlara da yer verilmistir.

2.6. Enzimler ve Enzim Kinetigi

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve bu siireclerde katalizor
olarak gbrev yapan biyolojik molekiillerdir. Hayat, gii¢lii ve spesifik katalizorler olan
enzimlere baghdir. Birkac katalitik RNA disinda bilinen tiim enzimler proteinlerden
olusur. Enzimler, kataliz ettikleri reaksiyon tiirline gore siniflandirilir. Tiim enzimlerin
resmi E.C. (Enzyme Commission) numaralar1 ve adlart bulunur, ayrica ¢ogu yaygin
olarak bilinen "trivial" adlara da sahiptir.
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Cizelge 2.3. Enzimlerin uluslararasi siniflandirma sistemi (Nelson ve Cox 2008).

Siif No  Smmf ismi Katalize Edilen Reaksiyon Tiirii

1 Oksidorediiktazlar Elektron transferi-Alkol dehidrogenaz

2 Transferazlar Grup transfer reaksiyonlari-Kinazlar

3 Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlari-a-amilaz ve asetilkolinesteraz

4 Liyazlar Cift baglara gruplarin eklenmesi veya gruplarin

uzaklastirilmasiyla ¢ift baglarin olusumu-Fumaraz

5 [zomerazlar Molekiil iginde gruplarin yer degistirmesiyle izomerik
formlarin olusumu-Fosfohekza izomeraz

6 Ligazlar Kondenzasyon reaksiyonlariyla C—C, C—S, C—O ve C—
N baglarinin olusumu -DNA ligaz

Her enzim, spesifik substratlarla ¢alisir; bu, enzimin substratina olan yiiksek
ozgilliigiinden kaynaklanir. Bu 6zgiilliik, enzimin ii¢ boyutlu yapisinda bulunan aktif
bolge ile iligkilidir. Aktif bolge, substratin baglandigi ve kimyasal reaksiyonun
gergeklestigi yerdir. Enzimler, reaksiyon sirasinda degismeden kalir, boylece tekrar tekrar
kullanilabilirler. Bununla birlikte, enzimlerin etkinligi sicaklik, pH, substrat
konsantrasyonu ve inhibitorlerin varligi gibi ¢cevresel faktorlerden etkilenir.

Enzimler, hiicrelerde cok ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlarda rol oynar. Bu
reaksiyon tiirleri arasinda hidroliz, oksidasyon-rediiksiyon, izomerizasyon ve sentez

reaksiyonlart bulunur. Bu nedenle, enzimler metabolik yollarin diizenlenmesinde kritik
bir 6neme sahiptir.

Substrat Uriinler

1 \
- )
[ y ™,
S I~ \
- C/"/

Enzim Enzim-Substrat Enzim
Kompleksi

Sekil 2.10. Enzimlerin ¢aligma sekillerinin sematik gdsterimi
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Enzimlerin etkinligi, c¢evresel kosullara bagli olarak degisir ve her enzim,
optimum kosullarda maksimum performans sergiler. Enzimlerin ¢alisma kosullarini
etkileyen temel faktorler:

e Sicaklik: Enzimler, genellikle belirli bir sicaklik araliginda en iyi sekilde calisir.
Cok diistik sicakliklar, enzimin aktivitesini yavaslatirken, ytliksek sicakliklar
enzimin denatiire olmasina neden olabilir. Cogu insan enzimi i¢in optimum
sicaklik yaklagik 37°C’dir.

e pH: Her enzim, spesifik bir pH araliginda maksimum aktivite gdsterir. Ornegin,
mide enzimi pepsin asidik bir ortamda (pH ~2) ¢alisirken, pankreas enzimi tripsin
noétr bir pH’da (~7.5) aktiftir.

o Substrat Konsantrasyonu: Substrat konsantrasyonu arttikca reaksiyon hizi da
artar, ancak bu artis enzim doygunluguna ulastiginda durur. Doygunluk
noktasinda, tiim enzim molekiilleri substrat ile baglanmis durumda oldugundan
hiz daha fazla artmaz.

« Inhibitorler ve Aktivatorler: Inhibitrler, enzimin aktivitesini gegici (reversible)
veya kalic1 (irreversible) olarak azaltirken, aktivatorler enzimlerin aktivitesini
artirabilir. Inhibitorler, enzim kinetigi calismalarinda reaksiyon mekanizmalarinin
anlasilmasinda 6énemli bir aragtir.

Enzimlerin bu kosullara olan duyarliligi, canli organizmalarda metabolik yollarin
diizenlenmesine olanak tanir. Hiicresel seviyede, sicaklik ve pH gibi cevresel faktorler
genellikle sabit tutulsa da inhibitor ve aktivatorler araciliiyla enzim aktiviteleri dinamik
bir sekilde kontrol edilir.

2.6.1. Michealis-Menten kinetigi ve Lineweaver-Burk grafigi

Enzim kinetigi, enzimlerin katalitik aktivitelerini anlamak ve bu aktiviteleri
etkileyen faktorleri incelemektir. Bir enzimin substratini ne kadar hizla {irlinlere
dontistiirebildigini ve bu siirecte hangi dinamiklerin etkili oldugunu anlamaya yoneliktir.

Enzim kinetigi ¢alismalarinda, reaksiyon hizlarini anlamak ve modellemek igin
genellikle Michaelis-Menten kinetigi kullanilir. Michaelis-Menten modeli, enzimatik
reaksiyonlari iki agamali olarak tanimlar:

e Substratin enzime baglanarak enzim-substrat kompleksi (ES) olusturmasi.
e Bu kompleksin, {iriin ve serbest enzim olmak {izere ayrigmasi.

Bu modelin 6nemli bir varsayimi, reaksiyonun kararli hal (steady-state)
kosullarinda gergeklestigidir. Kararli hal yaklasimi, enzim-substrat kompleksinin olusum
hizi par¢alanma hizina esit kabul edildigi i¢in enzim-substrat kompleksinin
konsantrasyonunun zamanla sabit kaldigi durumdur. Bu yaklasim, reaksiyon kinetigini
anlamamizi kolaylastirarak Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum reaksiyon hizi
(Vmax) gibi 6nemli kinetik parametrelerin hesaplanmasini miimkiin kilar
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Michaelis-Menten denkleminin elde edilmesi asagidaki adimlart igerir:

ki ko
E + S‘r ES —>» E + P

E: Enzim

S: Substrat

P: Uriin

ES: Enzim-substrat kompleksi

ki: Enzim-substrat kompleksini olusturan tepkimenin hiz sabiti

k-1: Enzim-substrat kompleksinin ayrigmasina ait tepkimenin hiz sabiti

ko: Son reaksiyon iiriinlinii iireten ve serbest enzimi tekrar olusturan kataliz
reaksiyonunun hiz sabiti. Bu basamak yavas basamaktir ve reaksiyonun hizini belirler.

E+S—> ES v=ki [E][S] 2.1)
ES — E+S v=k. [ES] (2.2)
ES —> E+P v=ka [ES] (2.3)

Kararli hal yaklasimina gore;

ki [E][S] =k [ES] + ko [ES] 2.4)

ki [E] [S] = (k-1 + k2) [ES] (2.5)
Ortamdaki toplam enzim [Et] konsantrasyonu su sekilde ifade edilir;

[Et] = [E] + [ES] (2.6)
Buradan serbest enzim,;

[E] = [Et] - [ES] 2.7)

seklinde ifade edilir ve esitlik 2.5’te yerine yazilirsa;

ki ([Et] - [ES]) [S] = (k1 + ko) [ES] (2.8)
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esitlik 2.8 elde edilir ve bu denklem [ES] kompleksi i¢in ¢oziiliirse;

ki [Et] [S]
[ES] = (2.9)
k-1 + k2 + ki S]
[Et] [S]
[ES] = (2.10)

(ka1 + ko) / ki +[S]

Burada (k-1 + k2) / ki ifadesi yerine Km yazilirsa;

[Et] [S]
[ES]= —— (2.11)
Km + [S]

esitligi elde edilir. Reaksiyon hizi, iiriin olusum hizina esit oldugu icin denklem 2.3’te
verilen esitlik denklem 2.11°de [ES] yerine yazilirsa Michaelis-Menten denkleminin
genel formu elde edilir.

ka2 [Et] [S]

v= (2.12)
Km + [S]
Vmax [S] : : e

V= ——— (Michaelis-Menten esitligi) (2.13)
Km + [S]

Vmax: Maksimum hiz (Vmax = k2 [Et])
Km: Substrat konsantrasyonunun, maksimum hizin yarisina ulasildigi noktadaki degeri.

e Disiik [S]: [S]«Km oldugunda v yaklasik olarak su sekilde olur:

Vmax [S]

vR———— 2.14
m (2.14)
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Bu, reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonuna dogrusal olarak bagli oldugu bolgedir.
e Yiiksek [S]: [S]>»Km oldugunda v yaklasik olarak su sekilde olur:
v = Vmax (2.15)
Bu durumda, enzim substrata doymustur ve hiz substrattan bagimsizdir.

Eger Michealis-Menten denklemini grafige gecirirsek sekil 2.11.’de ki grafik elde edilir.

. Vo=Vmax
«—1'Vo=Vmax[S]/ Km L
100 --==-==f-=- e e e
1
I
1
I
1
80 i

I
1

S !

_ I

N 1

T 60 i

| = I

o 1

=T P I

Y 1 Y2Vmax

(1] 1

L 40 !
I
I
1
I
1

20 i
: Michaelis-Menten Eqrisi
H -=- Vmax = 100
H ——- Km=2
O 1 1 1 1 ]
2 4 6 8 10
Km Substrat Kensantrasyonu [S]

Sekil 2.11. Miechealis-Menten denkleminden elde edilen grafik (Nelson ve Cox 2008).

Michaelis-Menten kinetigini takip eden bircok enzim, oldukca farkli reaksiyon
mekanizmalarina sahiptir ve alt1 veya sekiz belirgin adimi olan reaksiyonlar: katalize
eden enzimler bile ayni kararli-hal kinetik davranisi sergileyebilir. Her ne kadar denklem
2.13 birgok enzim i¢in gecerli olsa da Vmax ve Km'nin biiyiikliigii ve ger¢ek anlami
enzime gore farklilik gosterebilir. Bu durum, enzim kinetiginde kararli-hal yaklagiminin
onemli bir sinirlamasidir.

Herhangi bir enzim i¢in Vmax ve Km degerleri deneysel olarak elde edilebilir;
ancak bu degerler tek baslarina, reaksiyondaki adimlarin sayisi, hizlar1 veya kimyasal
dogas1 hakkinda c¢ok az bilgi saglar. Buna ragmen, kararli-hal kinetigi, enzimlerin
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katalitik etkinliklerini karsilastirmak ve karakterize etmek i¢in kullanilan standart bir
yontem olarak kabul edilir.

Michaelis-Menten denklemi dogrusal olmadigindan parametrelerin dogru bir

sekilde belirlenmesi i¢in Lineweaver-Burk doniisiimii kullanilir. Bunun i¢in Michealis-
Menten denklemine ¢ift ters doniisiim (double reciprocal) uygulanir (2.16 ve 2.17).

I _ Km+[S] (2.16)

Vo Vmax [S]

1 Km 8] (2.17)
Vo Vmax [S] Vmax [S]

Elde edilen denklemin diizenlenmesi ile esitli 2.18 yani Lineweaver-Burk grafigi elde
edilir.
1 Km 1 (2.18)
= +
Vo Vmax [S] Vmax

Bu denklem sekil 2.12.’de goriildiigii gibi grafige gecirildiginde bir dogru verir.
Bu dogrunun egimi (slope) bize Km / Vmax degerini verir. Bu degerde Michaelis-Menten
sabiti ile maksimum hiz arasindaki iliskiyi tanimlar.

'i_.l'

max

IV
\ Vi Lumfmin |

N
=

i ()

i

Sekil 2.12. Lineweaver-Burk denkleminden elde edilen grafik (Nelson ve Cox 2008).
Dogrunun x eksenini kestigi nokta -1/Km degerini verir. Bu deger substratin
enzime baglanma afinitesi hakkinda bilgi verir. Kii¢iik bir Km degeri enzimin substrata

yuksek afinitesi oldugunu gosterir.

Dogrunun y eksenini kestigi nokta 1/Vmax degerini verir ve bu deger bize
maksimum hiz hakkinda bilgi verir.
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Bu denklemin en 6nemli avantaji Km ve Vmax degerleri dogrudan grafik
tizerinden hesaplanabilir. Deneysel verileri dogrusal bir sekilde analiz etmeyi saglar.
Ancak yiiksek ve diisiik substrat derisimlerinde hata oran1 artar ve grafigin egimi degisir.
Bu yiizden 6n ¢aligmalarla uygun derisim araliklar1 belirlenerek c¢alisilmalidir.

2.6.2. Enzim inhibisyonu

Enzimlerin aktivitesinin geg¢ici veya kalici olarak engellenmesine enzim
inhibisyonu bunu yapan maddelere ise enzim inhibitorii denir. Enzim inhibitorleri iki ana
kategoriye ayrilir; reversible (geri doniisiimlii) ve irreversible (geri doniisiimsiiz).

[rreversible enzim inhibitorleri enzime kovalent baglarla baglanir ve kalici bir
inhibisyona neden olur. Enzimin aktif bolgesini kalic1 olarak degistirir. Yeni enzim
sentezi olmadan aktivite geri getirilemez.

Reversible enzim inhibitorleri ise enzime kovalent olmayan ikincil baglarla
baglanir ve bu baglanma geri doniistimliidiir. Bu inhibitdrler baglanma yerlerine gore 3
farkli inhibisyon mekanizmasi gosterirler. Bu inhibitorler ilag gelistirme ve metabolik
kontrol mekanizmalarinda kullanilirlar.

- Kompetitif (rekabetci) inhibisyon:

Rekabetci inhibitorler, substratin baglandigi enzimin aktif bolgesine baglanir.
Substrat ile inhibitor arasinda dogrudan rekabet vardir. Baglanma sadece serbest enzime
(E) olur; enzim-substrat kompleksine (ES) baglanmaz. Bu durumda Michealis-Mentem
denklemi su sekilde yazilir.

Vmax [S]
Vo= ——
aKm + [S]

(2.19)

Burada; o=1+[I]/Ki ve Ki=[E][I]/[EI] temsil etmektedir.

Sekil 2.13’te  kompetetif inhibisyon icin elde edilen Lineweaver-Burk
denkleminin grafigi gosterilmektedir. Goriildiigli lizere inhibitér varliginda Km artis
gosterir ve substrat, inhibitor ile rekabet ettigi icin daha fazla substrat gereklidir. Deneysel
olarak belirlenen degisken Km (aKm) inhibitdriin varliginda gézlemlenen Km degeri
olup, genellikle goriiniir (apperent) (Km®P? olarak adlandirilir. Vmax degismez ve
yeterince yiiksek substrat konsantrasyonunda inhibitor etkisi asilabilir.
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Sekil 2.13. Kompetetif inhibisyon i¢in elde edilen Lineweaver-Burk denkleminin grafigi

(Nelson ve Cox 2008).

Unkompetitif (rekabetci olmavyan) inhibisyon:

Unkompetitif inhibitdrler yalnizca enzim-substrat kompleksine (ES) baglanir.
Substrat baglanmasi, inhibitor i¢in bir baglanma yeri olusturur. Substrat yoksa inhibitor
baglanamaz. Km degeri azalir inhibitdr, enzimin substrata olan baglanma afinitesini

artirir. Vmax degeri azalir, liriin olusumunu engeller.

()

Sekil 2.14. Unkompetetif inhibisyon i¢in elde edilen Lineweaver-Burk denkleminin

grafigi (Nelson ve Cox 2008).
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- Mixed ve nonkompetitif (karisik ve rekabet dis1) inhibisyon:

Mixed inhibitorler, serbest enzime (E) ve enzim-substrat kompleksine (ES)

baglanabilir. Nonkompetetif inhibitorler, 6zel bir mixed inhibitor tiiriidiir; E ve ES i¢in
baglanma afinitesi esittir.

Mixed inhibitorlerde Km degeri inhibitériin baglanma yerlerine bagli olarak

artabilir veya azalabilir. Vmax ise her zaman azalir. Nonkompetetif inhibitorlerde ise Km
degismezken Vmax azalir.

-
D‘wll—l
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J—
Lr\-
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i
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o

)
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1
anfmin

{

1
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cr '.;{I.'I:I
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Sekil 2.15. Nonkompetetif inhibisyon i¢in elde edilen Lineweaver-Burk denkleminin
grafigi (Nelson ve Cox 2008).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Kimyasallar, Cihazlar ve Yazilim Programlari

Bu boéliimde deney sirasinda kullanilan kimyasallar ve cihazlar iiretici firmalari
belirtilerek c¢izelge seklinde sunulmustur. Kullanilan yazilim programlar1 ise liste
seklinde verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Uretici Firma

Metanol Sigma Aldrich, % 99,9 saflik
Etanol Sigma Aldrich, % 99 saflik
Aseton Merck, % 99 saflik
n-Hekzan Merck % 95 saflik
Kloroform Merck, % 99 saflik

Etil Asetat Merck, % 99,5 saflik
n-Biitanol J.T. Baker

Hidroklorik Asit (HCI) Merck, % 37 saflik

Dimetil Siilfoksit (DMSO)
Folin-Ciocalteu (FC) Reaktifi
Sodyum Karbonat (Na,CO3)
Sodyum Hidroksit (NaOH)
Potasyum Hidroksit (KOH)
Sodyum Kloriir (NaCl)

Sodyum Nitrit (NaNO,)

Aliiminyum Kloriir Hekzahidrat (AICl3.6H,0)

Coziinebilir Nisasta

Merck, % 99 saflik

Sigma Aldrich

Merck, % 99,9 saflik
Emboy, % 99,5 saflik
Merck

Sigma Aldrich, % 99 saflik
Merck

Riedel

Isolab

5-5 -Ditiobis-2-Nitrobenzoik Asit (DTNB) BLDpharm, % 98 saflik

Devami arkada
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Cizelge 3.1’in devami

Asetiltiyokolin Iyodiir (ATCI)
Asetilkolin Esteraz Enzimi (AChE)
o-Amilaz Enzimi

Gallik Asit

Kuersetin

Potasyum Fosfat Dibasic (K:HPO4)
Potasyum Fosfat Monobasic (Khapos)

Potasyum Iyodiir (KI)

BLDpharm, % 98 saflik

Sigma Aldrich, from electric eel , 500U
GLP Bio, from porcine pancreas, 50 kU
BLDpharm, % 99,98 saflik

BLDpharm, % 97 saflik

Sigma Aldrich, % 99 saflik

Sigma Aldrich, % 99 saflik

Isolab, % 99,5 saflik

iyot (L)

Merck

Cizelge 3.2. Deneylerde kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Uretici Firma

UV-Visible Spektrofotometre

Evaporator
Sogutmal sirkiilator
Etiv

Vorteks

Terazi

Magnetik Karistirict
pH Metre

Su Banyosu

Vakum Pompasi
Ultra Saf Su Cihazi

UHPLC-MS/MS

Kromatografi Kolonu

Cary 100 Bio

IKA RV10 modeli

Julabo, F12 modeli

Memmert

VWR International

RADWAG , PS 750 R2 modeli
Stuart, SB 162-3 modeli
Metler Toledo, Five Easy modeli
BIBBY RE 100 B modeli
Edwards, 3 modeli

Veolia, Elga modeli

Thermo Scientific TSQ Fortis,

Hypersil Gold RP C18 (1.9um), 50x2.1 Mm, Thermo

Fisher Scientific Inc.
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Kullanilan yazilim programlari;

Kromatografik analizler Xcalibur
Molekiil yapilarinin ¢izimi Chemdraw Ultra 12.0
Grafiklerin ¢izimi Graphpad prism 10 ve Excel (Microsoft 365 office)

3.2. D. hastata Bitkisinin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan D. hastata bitkisi Dog. Dr. Naciye Erkan (Akdeniz
Universitesi Teknik Bilimler Meslek Yiiksekokulu) tarafindan Antalya Feslikan yaylas1
bolgesinden toplanip kurutulmustur. Sekil 3.1°de D. hastata bitkisinin yaprak ve
cigeklerinin kurutulmus hali gosterilmektedir.

Sekil 3.1. Kurutulmus D. hastata bitkisinin toprak iistii pargalari

Kurutulan bitki karanlik ve serin bir yerde saklanmistir ve kullanimdan 6nce
odunsu kisimlart ayrilip toz haline getirilerek kullanilmistir.

3.3. D. hastata Bitkisinden Cesitli Ekstraktlarin Eldesi

Kurutulmus ve toz haline getirilmis D. hastata bitkisinin ekstraksiyonu ig¢in
konvansiyonel metotlardan biri olan maserasyon yontemi tercih edilmistir. Ham
ekstraktin eldesi ve ¢esitli fraksiyonlarin eldesine ait akis semasi sekil 3.2 ve sekil 3.4°te
gosterilmektedir.
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Ham metanolik ekstraktin eldesi i¢in 40,0 gram bitki tartildi ve 800 mL metanol
eklenerek 24 saat karistirildi. Karisim adi filtre kagidindan siiziildii ve siiziintli daha sonra
kullanilmak tizere 4°C’da saklandi. Filtre kagidinda kalan tortu bir kaba alind1 ve ilizerine
400 mL metanol eklenerek 24 saat oda sicakliginda karistirildi. Bu karigim tekrar adi filtre
kagidindan stiziildii ve siizlintii ayrildi. Daha sonra siiziintiiler birlestirildi ve evaporatdrde
40°C’, 120 rpm doniis hizinda 200 mmHg basing ayarlamasinda siiziintiiniin ¢6zgeni
uzaklagtirilarak ham metanolik ekstrakt elde edildi.

40,0 gram kurutulmus toz D. hastata tartilir ve
tizermne 800 mL metanol ( % 99 satlik) eklenir

24 saat oda sicakhgmda
(25°C) manyetik karistiricida

kanstiilir.
== Karnisim siiziilir.

Erlene aktarilan posanin iizerine 400 mL

Kalan posa tekrar erlene aktarilir metanol (% 99 saflik) eklenir ve oda
sicakliginda (25°C) 24 saat manyetik
kanigtiricida kangtinlir.

Siiziintii ayrilir ve daha sonra

kullanilmak tzere 4°C’da

saklanir.

l 7 Kanismm stiziiliir.

Stiztntiiler birlestirilir ve ) &

metanol evaporatorde
40°C’da uzaklastirilarak
ekstrakt kurutulur.

Sekil 3.2. D. hastata bitkisinden maserasyon yontemi ile oda sicakliginda ham metanol
ekstraksiyonuna ait akis semasi.
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Sekil 3.3. Flde edilen ekstraktlardan ¢oziicliniin uzaklastirilmas: i¢in kullanilan
evaporator diizenegi.

Bu asamadan sonra yukarida tarif edildigi gibi elde edilen ham metanolik
ekstrakta Nernst’iin dagilim yasasina uygun olarak farkli polaritelerdeki ¢oziiciiler ile
muamele edildi ve alt fraksiyonlar elde edilmis oldu (Kislik 2012). Bu islemler sekil
3.4’te verilen akis semasina gore yapildi (Otsuka 2005).

Ham metanol ekstrakti 6nce faz ayriminin daha iyi goézlenebilmesi i¢in % 5
oraninda saf su igeren 100 mL metanol ¢ozeltisinde ¢oziildii ve esit hacimde n-hekzan
ilave edilerek c¢ozelti karistirildi. Karigim ayirma hunisine aktarildiktan sonra 5 dk
boyunca kuvvetlice ¢alkaland1 ve 20 dakika boyunca faz ayrimi i¢in beklenildi. Hekzan
ve metanol fazi birbirinden ayrildiktan sonra hekzan fazi bir erlene aktarildi ve metanol
fazinin iizerine tekrar 100 mL n-hekzan ilave edilerek ayirma islemi toplamda 5 kez
tekrarlandi. Birlestirilmis olan n-hekzan ve kalan metanol ¢ozeltilerinden ¢dziiciiler
evaporatorde 40°C’ve 120 rpm doniis hizinda (n-hekzan i¢in 300 mmHg basing
uygulandi) uzaklastirildi. Tam kuruma i¢in 40°C’da 24 saat boyunca etlivde bekletildi.
Buradan n-hekzan ve metanol ¢6ziiniir fraksiyonlar elde edildi.
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Tiim fazlardan

coziici 40°C de Ham Ekstrakt

cvaporatorde

uzaklastirtlir, 100 mL %95’lik metanol ¢ozeltisi eklenir.
ekstrakt tam

kurumast igin cam

X n-hekzan ekstraksiyonu yapilir
petrl kabinda (100 mL x 5 kez)

40°C’de 24 saat
boyunca etiivde

tutulur. l l
n-hekzan Metanol
¢cOziniir Qﬁzﬁr_u'ir
fraksiyonu fraksiyonu
Fraksiyondan 1 gram alinir ve
100 mL su cklenir

Kloroform ekstraksiyonu
yapilir (100 mL x 5 kez )

Kloroform Su faz

¢Ozunur
fraksiyonu

Etil Asetat ekstraksiyonu
yapihr (100 mL x 5 kez )

| |

Etil asetat Su fazi
?faﬁ(lfiluénu n-biitanol ckstraksiyonu
s yapilir (100 mL x 5 kez )
n-biitanol Su ¢ozlnilr
¢oziinir traksiyonu

fraksiyonu

Sekil 3.4. Elde edilen ham metanol ekstraktindan metanol, n-hekzan, kloroform, etil
asetat, n-biitanol ve su fraksiyonlariin elde edilmesine ait akis semasi.

Elde edilen metanol fraksiyonunun ekstrakti i¢erisinden 1,00 gram aliarak 100
mL saf suda sonikator yardimiyla dagitildi. Bu su fazina 6nce 100 mL kloroform
eklenerek yukarida tarif edildigi gibi toplamda 5 kez ayirma hunisinde sivi-sivi
ekstraksiyonu gergeklestirildi. Kloroform fazlar1 birlestirilerek kloroform ¢oziiniir
fraksiyonu elde edildi. Kalan su fazina sirasiyla etil asetat ve n-biitanol ile de ekstraksiyon
islemi uygulandi. Bu ¢ézgenler ile de ¢oziiniir fraksiyonlar elde edildi. En son kalan su
fazi ise ¢oziiniir su fraksiyonu diye adlandirildi. Her bir fraksiyon ¢ozeltisinden ¢ozgen
uzaklastirilarak kati ekstrakt elde edildi. Bu ekstraktlar sonraki kullanima kadar 4°C’da
saklandi. Tezin bu boliimiinden itibaren elde edilen bu ekstraktlar metanol, hekzan, su,
kloroform fraksiyonlar1 olarak isimlendirildi.
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3.4. Elde Edilen Fraksiyonlarin Karakterizasyonu

D. hastata bitkisinin ham metanol ekstraktindan elde edilen fraksiyonlarin
karakterizasyonu i¢in fenolik bilesen icerikleri toplam fenolik bilesen ve toplam
flavonoid bilesen tayini yapildi.

3.4.1. UHPLC-MS/MS cihaz ile fenolik bilesen icerigi analizi

D. hastata bitkisinden elde edilen fraksiyonlarin icerdigi fenolik bilesenlerin
analizi UHPLC-MS/MS cihaz kullanilarak belirlenmistir. Analiz, Siilleyman Demirel
Universitesi SUDUM biriminden hizmet alimi seklinde gerceklestirildi.

Orneklerin hazirlanmas igin 20 mg numune % 0,1 (v/v) formik asit iceren 10 mL
metanol/asetonitril (50/50) ¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir. Karisim 5 dakika vortekslendi ve
4000 rpm'de 4°C'da 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen silipernatant
0,2 um PTFE membran filtreden gegirilerek UHPLC-MS/MS cihazina enjekte edildi.
Toplam analiz siiresi 7 dakikadir.

Fenolik bilesiklerin analizi ve miktarinin belirlenmesi Thermo Scientific Ultimate
3000 UHPLC, Thermo Scientific- TSQ Fortis sistemi kullanilarak gergeklestirildi.
Verilerin analizleri Xcalibur yazilimi kullanilarak yapildi. Kromatografik ayirma igin
kullanilan analitik kolon Hypersil Gold RP C18 (1.9um), 50x2.1 mm UHPLC kolonudur.

Sekil 3.5. Fenolik bilesen igerik tayinin yapildigi UHPLC-MS/MS cihazim

Analiz i¢in kullanilan mobil fazlar iki ¢esitten olusmaktadir: organik ve inorganik
bazli. Mobil faz A, %0,1 formik asit ve 4 mM amonyum format igceren 95:5 su ve
asetonitril karisimindan hazirlandi. Mobil faz B, asetonitril ve suyun % 0,1 formik asit ve
4 mM amonyum format eklenerek 95:5 oraninda karistirilmastyla hazirlandi. Mobil fazin
iki farkli ¢ozeltisi kullanilarak fenolik bilesikler analitik kolonun (organik ve inorganik
bazli) gradient akis programi uygulanarak analiz edildi. Konsantrasyonu bilinen 29 adet
fenolik bilesik analitik saflik standardi olarak kullanilarak standartlarin ve numunelerin
analiz sonuglar ile karsilagtirildi. Boylece D. hastata bitkisine ait ekstraktlarin fenolik
bilesenlerinin icerigi kantitatif olarak belirlendi. Cihazin tespit limiti 0,05 pg/g’dir.

40



MATERYAL VE METOT B.TASKIRAN

3.4.2. Toplam fenolik bilesen tayini

D. hastata bitkisinin ham metanol ekstraktindan elde edilen fraksiyonlarin toplam
fenolik bilesen tayini Folin-Ciocalteu metoduna gore yapildi (Singleton vd. 1999). Erkan
(2011) ve arkadaslarinin belirttigi yontem bazi degisiklikler yapilarak kullanildi. Bu
yontemde, Folin-Ciocalteu (FC) reaktifinin ortamda bulunan fenolik bilesenler tarafindan
indirgenmesiyle saridan maviye bir renk doniisiimii gerceklesir ve bu mavi renk takip
edilerek ekstraktta bulunan toplam fenolik bilesen miktar1 hesaplanir. Yonteme ait
tepkime mekanizmasi sekil 4.5°te verilmistir.

Bu deney i¢in bir cam deney tiliptine 500 pL fraksiyon ¢ozeltisi (100 pg/mL) ile
500 uL FC reaktifi eklendi ve yaklasik bes saniye vortekslendi. 3 dakika sonra 500 puL
NaxCOs ¢ozeltisi ilave edildi, tekrar vortekslendi ve ¢ozelti distile su ile 5 mL’ye
tamamlandi. Karisim 2 saat boyunca karanlikta bekletildi ve 760 nm’de absorbansi
kaydedildi.

Folin-Ciocalteu reaktifi karanlikta amber sisede oda kosullarinda saklandi ve
deneyden hemen 6nce 1:10 oraninda ultra saf su ile seyreltilerek kullanildi. Na2CO3
¢oOzeltisi derisimi % 7,5 (a/h) olacak sekilde ultra saf su ile hazirlandi.

Yontemde standart olarak gallik asit kullanildi. Gallik asidin 500 pg/mL (% 95
metanol icerisinde) stok ¢ozeltisi hazirlandi ve kalibrasyon grafigi olusturuldu. Her bir
fraksiyondan 1000 pg/mL (% 95 metanol igerisinde) stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok
¢oOzeltileri ¢ozlinmenin iyi gergeklesmesi i¢in sonikatdrde 5 dk boyunca tutuldu. Gerekli
seyreltmeler % 95 metanol ile stok ¢ozeltilerinden yapildi. Deneyde kor olarak % 95°1ik
metanol ¢ozeltisi kullanildi. Sonuclar 1 gram kuru fraksiyondaki (KF) mg gallik asit
esdegeri (GAE) olarak verildi.

3.4.3. Toplam flavonoid bilesen tayini

D. hastata bitkisinin ham metanol ekstraktindan elde edilen fraksiyonlarin toplam
flavonoid tayini AICls metoduna gore yapildi (Shraim vd. 2021). Shraim ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alismada metodun sinirlamalarini basarili bir sekilde gostermistir. Bu metot
icin literatiirde Onerilen iki yontemde denendi ve avantaj ve dezavantajlar1 karsilastirildi.
Her iki yontemde de standart olarak kuersetin kullanildi.

1. yontem: Bu yontem verilen kaynaga gére bazi degisiklikler yapilarak kullanildi.
Standart kalibrasyon grafiginin ¢izilebilmesi i¢in kuersetin stok ¢ozeltisi 1000 ug/mL
olacak sekilde (% 95 metanol igerisinde) hazirlandi. Her bir fraksiyondan 1000 pg/mL
stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozeltiler hazirlanirken ¢éziinmenin iyi gergeklesmesi igin
sonikatorde 5 dk boyunca tutuldu. Gerekli seyreltmeler % 95 metanol ile stok
cozeltilerinden yapildi. Deneyde kor olarak % 95°lik metanol ¢ozeltisi kullanildi ve
sonuclar 1 gram kuru fraksiyondaki (KF) mg kuersetin esdegeri (QE) olarak verildi.

Bir cam deney tiipiine 2,0 mL % 95 metanol ¢ozeltisi eklendi ve iizerine 0,5 mL
ornek (kuersetin veya fraksiyon ¢ozeltisi) ve % 10’luk (w/v) AlICI3 ¢ozeltisinden 0,2 mL
(AICI3.6H20’dan % 95 metanol igerisinde hazirlanmistir) ilave edildi, karisim
vortekslendikten sonra 3 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda 1 M CH3COONa’tan 0,2
mL ilave edilerek % 95 metanol ¢ozeltisi ile karisim 5,0 mL’ye tamamlandi. Rengin
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oturmast i¢in tiipler 40 dakika boyunca karanlikta bekletildi. Karigtm UV-Vis
spektrofotometrede 250-600 nm dalga boyu araliginda tarandi.

2. yontem: Bu yontem de flavonoidler dnce HNO:z ile nitrozilasyona ugrar ve daha
sonra AI** ile kompleks olusturlar béylece saridan pembeye bir renk degisimi gozlenir.
Bu komplekse ait pembe renk takip edilerek ekstraktta bulunan toplam flavonoid miktari
hesaplanir. Bu yontemde de kuersetin ve fraksiyonlarin ¢ozeltilerinin stoklar 1. yontemle
ayni1 sekilde hazirlandi ve seyreltmeler ayni sekilde yapildi.

Bir cam deney tiipline 2,0 mL % 95 metanol ¢ozeltisi eklendi ve lizerine 0,5 mL
ornek (kuersetin veya fraksiyon ¢ozeltisi) ilave edildi. Daha sonra iizerine 0,15 mL 1 M
NaNO: ¢ozeltisi ilave edildi ve vortekslendikten sonra 3 dakika bekletildi. Bu siirenin
sonunda 0,15 mL %10’luk AICI3 (w/v) (AlCI3.6H20’dan % 95 metanol igerisinde
hazirlanmistir) ¢ozeltisi ilave edildi ve tekrar vortekslendikten sonra 3 dakika bekletildi.
Bu siirenin sonunda 1 mL 1 M NaOH ¢ozeltisi ilave edildi ve % 95 metanol ¢ozeltisi ile
karisim 5,0 mL’ye tamamlandi. Rengin oturmasi i¢in tiipler 40 dakika boyunca karanlikta
bekletildi. Karisim UV-Vis spektrofotometrede 250-600 nm dalga boyu araliginda
tarandi.

3.5. Elde Edilen Fraksiyonlarin Enzimler Uzerindeki Inhibisyon Etkilerinin
Belirlenmesi

Bu boliimde Dorystoechas hastata bitkisinin ham metanol ekstraktindan elde
edilen metanol, kloroform, hekzan ve su fraksiyonlarinin enzim inhibisyon aktivitelerini
degerlendirmek i¢in kullanilan yontemler detaylandirilmistir. Asetilkolin esteraz
enziminin inhibisyon mekanizmasini incelemek i¢in Elman metodu, a-amilaz enziminin
inhibisyon mekanizmasini incelemek i¢in nisasta-iyot metodu kullanilmistir. Her iki
yontem de in vitro enzim inhibisyon ¢aligmalarinin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini
saglamak i¢in yaygin olarak kullanilan, giivenilir ve standart protokollerdir.

3.5.1. Asetilkolinesteraz enziminin inhibisyon calismalari

Elman metodu, asetilkolinesteraz enzim aktivitesini degerlendirmek icin
kullanilan renk degisimine dayali bir spektrofotometrik yontemdir. Bu yontemde,
asetilkolinesteraz substrati olarak asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) kullanilir. Enzimatik
reaksiyon sonucunda olusan tiyokolinin, 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile
reaksiyona girmesiyle sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat (TNB) olusur. Enzim aktivitesi
olusan bu sar1 rengin artmasi lizerinden takip edilir (Ellman vd. 1961; Kapkova 2004).

Ellman metodu i¢in KH2PO4 (0,362 g) ve KoHPO4 (8,245 g) kullanilarak her
seferinde 500 mL 0,1 M pH= 8 fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlandi. Cozeltinin ayarlanmasi
icin 1 M KOH ve 1 M HCI ¢ozeltileri kullanildi ve pH ayarlamasi oda sicakliginda
yapildi. Bu ¢ozelti dolapta 4°C’da en fazla 1 hafta saklanabilir. Kullanmadan o6nce
mutlaka oda sicakligina gelmesi beklenmelidir.

Ellman reaktifi olan 5-5-ditiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) nin hazirlanmasi
icin 0,396 g DTNB ve 0,15 g NaxCOs tartilip ultra saf suda ¢oziindiiriildii ve saf su ile
100 mL’ye tamamlandi. Cozelti 1,5 mL’lik alikotlar halinde -20°C’da saklandi ve
kullanmadan 6nce oda sicakligina getirildi.
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Substrat olan asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) 0,217 g tartild1 ve saf su ile 10 mL’ye
tamamlanarak derisim 0,075 M olacak sekilde hazirlandi. Cozelti 0,5 mL olarak
alikotlandi ve -20°C’da saklandi. Kullanmadan 6nce oda sicakligina getirildi. ATCI 1518a
duyarli oldugu i¢in ¢6zeltisinin karanlikta hazirlanmasina dikkat edildi ve deney sirasinda
da karanlikta bekletildi.

AChE enziminin hazirlanmasi i¢in 500 iinite enzim hazirlanan fosfat tamponu
icerisinde ¢oziilerek 100 mL’ye tampon ¢ozelti ile tamamlandi. Boylece 5 U/mL
konsantrasyonda enzim ¢dzeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti 0,8 mL’lik alikotlar halinde
- 20°C’da saklandi. Deney sirasinda 0,8 mL tampon ¢ozelti ilave edilerek derigim 2,5
U/mL olacak sekilde ayarlandi.

Elde edilen kuru fraksiyonlar %1’lik DMSO ¢ozeltisi i¢inde ¢oziindiiriilerek 5
mg/mL olacak sekilde stok ¢ozeltiler hazirland1 ve gerekli seyreltmeler buradan saf su ile
yapildi. DMSO orani ezim ¢ozeltisinde % 0,01°den biiyiik olmayacak sekilde ayarlandi.

AChE enziminin kinetik ¢alismalarinda tiim 6l¢timler oda sicakliginda 412 nm’de
420 saniye boyunca her 15 saniyede bir alinmstir.

Deneyin akisi su sekildedir;

e Kor ¢ozelti
e 3.0 mL fosfat tamponu Quartz kiivete eklenir
e 200 pL saf su (enzim ve inhibitdr yerine)
e 100 L DTNB
e 20 pL ATCI ilave edilir ve 6l¢iim alinir.

¢ Enzim aktivitesi
e 3,0 mL fosfat tamponu
100 pL saf su (inhibitdr yerine)
100 uL. AChE
100 uL DTNB
20 uL ATCI ilave edilir ve 6lglim alinir.

e inhibisyon
e 3,0 mL fosfat tamponu
100 pL inhibitor
100 uL AChE (15 dk inkiibasyon oda sicakliginda)
100 uL DTNB
20 uL ATCI ilave edilir ve dlgiim alinir.

Asetilkolin  esteraz enziminin kinetik ¢alismalarinda baslangic  hizinin
hesaplanmasi i¢in esitlik 3.1 kullanilmistir. Her bir substrat konsantrasyonu igin
reaksiyonun ilk asamasinda (0—75 sn-0n c¢alismalarla belirlendi) elde edilen zaman—
absorbans verileri kullanilarak, dogrusallik gosteren kismin egimi hesaplanmistir. Bu
egim, birim zamandaki absorbans degisimini (AA/At) (1/sn) vermektedir. Elde edilen
egim degerleri asagidaki denklemle olusan TNB miktarina (nmol TNB/dk)
doniistiiriilmiistiir:
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vy = 2222.10% 60.0,00332 (3.1)

Burada:

e AA/At: Ilk 75 saniyeye ait regresyon dogrusunun egimi (1/sn),

e & :5,5-Ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) i¢in molar absorbsiyon katsayisi
(13.600 M'-cm™),

e d: Kiivet yol uzunlugu (1 cm),

e 10%: mol — nmol déniisiim katsay1s,

e 60: saniyeden dakikaya dontistim.

e 0,00332: Reaksiyonun gergeklestigi toplam hacim (L)

Bu sekilde her bir substrat derisimi i¢in dakika basina olusan nmol TNB miktari
hesaplanmis ve bu degerler, enzim reaksiyonunun baslangic hizi (Vo) olarak
degerlendirilmistir.

Fraksiyonlarin % inhibisyon degerleri ise esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmaigtir.
% Inhibisyon = ((Kontroliin hiz1 — Inhibitériin hiz1) / Kontroliin hiz1) x 100 (3.2)

Burada kontrol enzimin inhibitér ilave edilmeden hiz degerini ifade etmektedir. Bu deger
% 100 aktiviteyi gosterir. Inhibitér eklendiginde enzimin hizindaki degisimin oran1 %
inhibisyon degerini verir.

DMSO’nun etkisini anlamak icin inhibitor yerine DMSO eklenerek % inhibisyon
hesapland1 ve ¢oziiciiden kaynakli bir inhibisyonun olup olmadig: incelendi.

3.5.2. a-amilaz enziminin inhibisyon ¢alismalari

a-amilaz enziminin inhibisyon caligmalar1 i¢in nisasta-iyot metodu secildi. Bu
yontemde substrat olarak kullanilan nisasta iyot ile mavi renk vererek nisasta-iyot
kompleksini olugturur. Enzim aktivitesi mavi rengin azalmasi iizerinden takip edilir (Xiao
vd. 2006; Oliveira vd. 2019; Ononamadu vd. 2020).

Nisasta-iyot metodu icin her seferinde KH2PO4 (5,414 g) ve KoHPO4 (10,488 g)
kullanilarak 500 mL 0,2 M pH = 6,9 olan ve 6mM NaCl (0,175 g) iceren tampon ¢ozelti
hazirlandi. Ayarlama islemi 1 M KOH ve 1 M HCI kullanilarak yapildi. Bu tampon
¢Ozelti 4°C’da buzdolabinda en fazla 1 hafta saklanabilir. Kullanmadan 6nce mutlaka oda
sicakligina getirilmelidir.

Substrat olarak nisasta her seferinde 50 mL % 1’lik (a/h) konsantrasyonda taze
olarak hazirlandi. Nisasta olarak ¢oziinebilir nisasta kullanildi ve 95°C sicaklikta saf suda
cOzdiiriilerek hazirlandi. Bu asamada nisastanin jellesip ¢Okmemesine 6zen
gosterilmelidir.
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Renklendirme ajani olarak kullanilan iyot ¢ozeltisi 100 mL 5 mM KI ve 5 mM L2
icerek sekilde hazirlandi. I2, KI varliginda daha iyi ¢6ziinerek KI3 olusturur. Bu yiizden
cozelti hazirlanirken bir miktar I KI ¢ozeltisine eklendi. Coziinme islemi uzun
siirmektedir. Bu ylizden 6nce 2 saat sonikatorde daha sonra bir gece magnetik karistiricida
bekletilerek ¢ozelti hazirlandi. Iyot ¢ozeltisi 1518a karst duyarlidir ve karanlikta hazirlanip
saklanmalidir. Bu yiizden hazirlanan iyot ¢ozeltisi daha sonra kullanilmak {izere oda
sicakliginda karanlikta saklanmustir.

a-amilaz enzimi (65 U / 1 mg katida) 5 U/mL olacak sekilde fosfat tamponu
icerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlandi. 0,5 mL’lik alikotlar halinde -20°C’da saklandi. Bu
stok c¢ozeltiden gerekli seyreltmeler fosfat tamponu ile yapilarak farkli derisimlerde
enzim ¢ozeltileri hazirlandi.

o-amilaz enziminin Kinetik ¢alismalarinda tiim 6lgiimler 620 nm’de alindi. Enzim
optimum ¢alisma sicakligi olan 37°C’da farkli siirelerde inkiibasyona birakilarak
Olgtimler alindi.

Deney akist su sekildedir;

¢ Nisasta kalibrasyonu
e 500 pL tampon bir cam deney tiipiine eklenir
e 500 pL tampon (enzim yerine)
e 500 pL saf su (inhibitor yerine)
e 500 pL nisasta ¢ozeltisi (15 dk 37°C’da inkiibasyon)
e 20 puL 1 M HCI (reaksiyonu durdurmak igin)
e 100 pL iyot ¢ozeltisi ilave edilir ve hemen absorbansi okunur.

e Enzim aktivitesi
e 500 pL tampon
500 pL enzim (10 dk 37°C’da inkiibasyon)
500 pL saf su
500 pL nisasta ¢ozeltisi (15 dk 37°C’da inkiibasyon)
20 uL. 1 M HCI
100 pL iyot ¢ozeltisi ilave edilir ve hemen absorbansi okunur.

e Inhibisyon

500 pL tampon

500 pL enzim (10 dk 37°C’da inkiibasyon)

500 pL inhibitor (15 dk 37°C’da inkiibasyon)

500 pL nisasta ¢ozeltisi (15 dk 37°C’da inkiibasyon)

20 uL 1 M HC1

100 pL iyot ¢ozeltisi ilave edilir ve hemen absorbansi okunur.

Enzim inhibisyon ¢aligmalarinda % inhibisyon degerinin hesaplanmasi icin esitlik 3.3
kullanilmistir.
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(D-A) - (C-B)
% Inhibisyon = x 100 (3.3)
(D-A)

A = a-amilaz + nigasta + HCI + iyot + tampon

B = a-amilaz + inhibitdr + nisasta + HCI + iyot + tampon
C = inhibitor + nisasta + HCI + iyot + tampon

D = nigasta + HCI + iyot + tampon

3.5.3. a-glukozidaz enziminin inhibisyon calismalari

Bu ¢alismada fraksiyonlarin a-glukozidaz enzimi iizerindeki inhibitor etkileri, p-
nitrofenil-a-D-glukopiranozid (pNPG) substrati kullanilarak spektrofotometrik olarak
degerlendirilmistir. Yontem, substratin a-glukozidaz enzimi tarafindan hidroliz edilerek
p-nitrofenol (pNP) olusturmasi ve bunun 405 nm dalga boyunda absorbansinin dlgiilmesi
esasina dayanir (Tadera vd., 2006).

Reaksiyon ortami i¢in 0,1 M, pH 6,9 potasyum fosfat tamponu hazirlanmistir.
Bunun i¢in KH2PO4 ve KoHPOa kullanilarak 250 mL tampon ¢6zeltisi hazirlanmis, pH
ayart 1 M KOH veya 1 M HCI ile yapilmistir. Tampon ¢ozelti 4°C’de buzdolabinda
saklanmis, kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirilmistir.

Substrat ¢ozeltisi olarak pNPG, 12,5 mM konsantrasyonda ultra saf su ile
hazirlanmis ve 1 mL’lik alikotlar halinde -20°C’de saklanmistir. Substratin 1s18a
duyarlilig1 nedeniyle karanlikta muhafaza edilmesine dikkat edilmistir.

Calismada kullanilan a-glukozidaz enzimi (Saccharomyces cerevisiae kaynakli)
potasyum fosfat tamponunda ¢oziilerek stok ¢ozelti halinde hazirlanmis ve -20°C’de 500
uL’lik alikotlar halinde saklanmistir. Deneylerde kullanilacak farkli enzim
konsantrasyonlar1 fosfat tamponu ile seyreltme yapilarak elde edilmistir.

Tiim deneyler 37°C sicaklikta gerceklestirilmis ve reaksiyonlar toplam 2 mL
hacimde diizenlenmigtir. Olglimler, reaksiyon sonrasi olusan p-nitrofenoliin
absorbansinin 405 nm’de spektrofotometrik olarak okunmasiyla yapilmstir.

Deney akist su sekildedir:
e Enzim Aktivitesi :

e 1,3 mL fosfat tamponu

e 500 pL enzim (tampon ile seyreltilerek hazirlanmis stok ¢ozeltiden ) (15
dk inkiibasyon 37°C’da)

e 100 pL su (inhibitdr yerine) (15 dk inkiibasyon 37°C’da)

e 100 uL pNPG substrat ¢ozeltisi (12,5 mM stok cozeltiden) (30 dk
inkiibasyon 37°C’da)

e Absorbans dl¢iimii hemen yapilir (405 nm)
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« Inhibisyon:
e 1,3 mL fosfat tamponu
e 500 puL enzim (tampon ile seyreltilerek hazirlanmis stok ¢ozeltiden) (15
dk inkiibasyon 37°C’da)
e 100 pL inhibitor (1 mg/mL stok ¢ozeltisinden saf su ile hazirlanan farkl
derisimlerdeki ¢ozeltilerde) (15 dk inkiibasyon 37°C’da)
e 100 uL pNPG substrat ¢ozeltisi (12,5 mM stok ¢ozeltiden) (30 dk
inkiibasyon 37°C’da)
e Absorbans dl¢limii hemen yapilir (405 nm)
a-glukozidaz enzimin inhibisyon sonuglari esitlik 3.4’te verilen denklemle
hesaplanmustir.

(A-B) — (C-D)
% Inhibisyon = x 100 (3.4)
(A-B)

A: a-glukozidaz + pNPG + tampon

B: pNPG + tampon

C: a-glukozidaz + inhibitér + pNPG + tampon
D: inhibit6ér + pNPG + tampon
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, Dorystoechas hastata bitkisinin ham metanol ekstraktindan
elde edilen farkli fraksiyonlarin (metanol, hekzan, kloroform, su) fenolik bilesen
igerikleri, toplam fenolik bilesen ve toplam flavonoid bilesen miktarlar1 detayli bir sekilde
incelenmistir. Ayrica, asetilkolinesteraz (AChE), a-amilaz ve a-glukozidaz gibi 6nemli
enzimler iizerindeki inhibitdr etkileri degerlendirilmistir.

Bu boliimde, elde edilen sonuglar gosterilmis ve literatiirdeki benzer ¢aligmalar
ile karsilastirilarak tartisilmistir. Boylelikle D. hastata’'nin biyokimyasal potansiyeli
ortaya konulmaya calisilmistir. Ozellikle, enzim inhibisyonu ve fenolik bilesen icerigi
arasindaki iliskiler detayli olarak analiz edilmistir. Calismanin sonuclarinin, bitkisel
temelli terapotik yaklasimlara ve biyoteknolojik uygulamalara yonelik katkilar
vurgulanmustir.

4.1. D. hastata Fraksiyonlarinin Fenolik Bilesen Profili

Fraksiyonlarin elde edilmesinde kullanilan ¢dzgenlerin polarite siralamasi ¢ok
polardan az polar yoniinde su sekildedir; su, metanol, n-biitanol, etil asetat, kloroform ve
hekzan. Su en polar ¢ézgen olmasina ragmen fenolik bilesiklerin basarili bir sekilde
bitkiden ekstrakte edilmesi i¢in metanol ¢ok daha uygun bir ¢oziiciidiir. Bunun nedeni
fenolik bilesiklerin yapisinda hem polar hem de apolar gruplarin bulunmasidir. Fenol
halkas1 apolar karakter gosterirken hidroksil (-OH) gruplar1 polar karakterlidir ve hidrojen
bagi yapabilirler. Metanol suya kiyasla daha diisiik bir polariteye sahip (dielektrik sabiti
~ 32.6) olmasina ragmen bu iki 6zellige de uyum saglayan bir ¢oziicii oldugu i¢in fenolik
bilesikleri sudan daha iyi ¢ozer. Bu yiizden bitkide bulunan fenolik bilesikleri verimli bir
sekilde ekstrakte etmek i¢in Once iyi ¢oziindiikleri metanolii kullanmak ve daha sonra
fraksiyonlamak olduk¢a 6nemlidir.

D. hastata bitkisinden elde edilen ham metanol ekstraktina Nernst’iin dagilim
prensibinden yararlanarak artan polariteye sahip c¢ozgenlerle sirasiyla sivi sivi
ekstraksiyonu uygulanmistir. Bu islemin yapilmasindaki amag, elde edilen ham
ekstrakttan bilesenlerin polaritelerine gore ayrilmalar1 ve fenolik bilesen agisindan daha
zengin fraksiyonlar elde edilmesidir. Sekil 4.1°de hekzan ekstraksiyonuna ait 5 asama
goriilmektedir. Elde edilen ham ekstraktin 6nce hekzan ile muamele edilmesi hekzanin
apolar bir ¢oziicli olmas1 nedeniyledir. Hekzan lipofilik molekiilleri oldukga iyi ¢ézer, bu
ylizden ekstraktta bulunan klorofilleri ve yaglar1 basarili bir sekilde ham ekstrakttan
uzaklagtirabilir. Bu isleme yagsizlastirma veya yagdan arindirma da denir. Her asama da
n-hekzan fazinin renginin giderek acildig1 ve yesilden sariya dondiigii net bir sekilde
goriilmektedir. Bu islem sayesinde ekstrakt yaglardan arindirildigi i¢in tamamen
kurutulabilmektedir. (Otsuka vd. 2006).
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J‘

Sekil 4.1. Ham metanolik ekstrakta n-hekzan ekstraksiyonun uygulanma asamalari.

40,0 g ogiitiilmiis kuru bitki pargalari ile yola ¢ikilarak hazirlanan ham metanolik
ekstrakt ¢ozeltisinden ¢dzgenin uzaklastirilmasi sonucunda 4,706 g kuru ekstrakt elde
edilmistir. Buradan hekzan muamelesi yapildiktan sonra hekzan fazindan elde edilen
ekstrakt 0,615 g ve metanol fraksiyonundan elde edilen ekstrakt ise 2,980 g’dir. Aradaki
kiitle farki hekzan muamelesi sonucu klorofil ve yaglarin uzaklastiriimas: ile
olusmaktadir. Sonraki islemler i¢cin metanol ekstraktinin 1 grami kullanilarak 0,895 g
kloroform ve 0,097 g su ekstraktlar1 elde edilmistir. n-biitanol ve etil asetat
fraksiyonlarindan elde edilen madde miktar1 olduk¢a az (<0,005 g) oldugu i¢in ¢alisma
kapsamindan ¢ikarilmiglardir.

Elde edilen metanol, hekzan, kloroform ve su fraksiyonlarinin karakterizasyonu
icin fenolik bilesen profilleri elde edilerek incelenmistir. Bu inceleme UHPLC-MS/MS
cthazi ile yapilmistir. 29 adet standart bilesik kullanilarak fraksiyonlarin fenolik igerigi
analiz edilmis ve 21 adet bilesik tespit edilmistir. Yani, 8 adet bilesik incelenen
fraksiyonlarda belirlenememistir. Bunlarin yani sira, iki bilesik sadece metanol
fraksiyonunda ¢ok diisiik miktarda belirlenebilmistir. Varliklar1 belirlenen bilesiklerin
miktarlar1 pg / g KF cinsinden cizelge 4. 1’ de verilmistir.

D. hastata bitkisi Lamiaceae ailesine ait monotipik endemik bir tiirdiir. Lamiaceae
ailesi iizerine yapilan onceki arastirmalar, polifenolik bilesimlerini kapsamli bir sekilde
ortaya koymustur. Bu aileyi karakterize eden temel polifenoller, fenolik asitler ve
flavonoidlerdir. Fenolik asitlerin, Lamiaceae ailesi igerisindeki farkli cinsler arasinda
genis bir dagilim gosterdigi ve tiirlerine ve bolluguna gore cesitlilik sergiledigi
belirtilmistir. (Hossain vd. 2010; Ahn vd. 2020; Spréa vd. 2022; Moshari-Nasirkandi vd.
2023). En sik rapor edilen fenolik asit bilesikleri arasinda sunlar yer alir; kafeik asit, p-
hidroksibenzoik asit, klorojenik asit, ferulik asit, gallik asit, rosmarinik asit, vanilik asit,
p-kumarik asit.
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Ozellikle, klorojenik asit ve kafeik asit, Lamiaceae ailesindeki farkli cinsleri ayirt
etmek i¢in 6nemli kemo taksonomik belirtegler olarak énerilmistir (Misi¢ vd. 2015).

D. hastata bitkisi de bu aileye ait bir tiir oldugu i¢in ekstraktlarinda literatiirde
gosterilen fenolik bilesiklerin varligi beklenmektedir. Erkan ve arkadaslar1 2011 yilinda
yaptiklar1 calismada en genis fenolik bilesen yelpazesini elde etmek i¢in D. hastata’'nin
metanol, etil asetat, su, aseton ve petrol eteri ekstraktlarini elde etmisler ve icerdikleri
fenolik bilesikleri analiz etmislerdir. Caligmada analiz edilen serbest fenolik asitler
arasinda klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve rosmarinik asit
bulunmaktadir. Serbest flavonoidler olarak kuersetin, kaempferol, apigenin ve mirisetin
belirlenmistir. Ayrica, abietan diterpenoid sinifina ait serbest fenolik bilesiklerden olan
karnosik asit ve karnosoliin varlig1 gosterilmistir.

Cizelge 4.1°de listelenmis olan fraksiyonlarin fenolik bilesen igerik sonuglar
literatiirle olduk¢a uyumludur. Tiim fraksiyonlarda en ¢ok gozlenen bilesikler karnosol,
karnosik asit, rutin, ferulik asit ve rosmarinik asittir. Fenolik bilesenlerin miktarlar1
fraksiyonlara gore farklilik gostermistir. Sekil 4.2 ‘de fenolik bilesiklerin fraksiyonlara
gore dagilimi yigilmis siitun grafigi seklinde verilmistir. Ozellikle metanol ve su
fraksiyonlar1 fenolik igerik agisindan oldukg¢a zengin bulunmustur. En dikkat g¢ekici
bilesenlerden bazilar1 ve fraksiyonlara gore miktarlar1 su sekildedir:

Karnosik asit, fraksiyonlar igerisinde en yiiksek miktarda bulunan fenolik bilesen
olmustur. Sadece hekzan fraksiyonunda ikinci en yiliksek miktarda bulunan madde
olmustur. Metanol fraksiyonunda 5622,18 pg/g KF ile maksimum degere ulagmistir.
Karnosol, karnosik aside benzer sekilde yiiksek miktarda bulunmus ve metanol
fraksiyonunda 2790,19 pg/g KF olarak dl¢iilmiistiir. Bu iki bilesen, 6zellikle antioksidan
aktivite, antikanser, anti-enflamatuvar ve noroprotektif etkileri ile bilinmektedirler
(Mantzourani vd. 2023).

Rutin bilesigi ise, metanol fraksiyonunda 2272,38 pg/g KF ile iiclincli en bol
bulunan fenolik bilesen olarak tespit edilmistir. Hekzan (1447,20 pg/g KF), kloroform
(1118,01 pg/g KF) ve su (570,29 pg/g KE) fraksiyonlarinda da 6nemli miktarlarda rutin
bulunmustur. Rutin, literatiirde anti-enflamatuvar, antikanser ve antidiyabetik etkileri ile
bilinmektedir (Negahdari vd. 2021). Ferulik asit, metanol fraksiyonunda 585,71 pg/g KF
ile yiiksek bir miktarda bulunmus ve su fraksiyonunda (288,17 ug/g KF) da dikkate deger
miktarlarda tespit edilmistir. Bu bilesen, serbest radikal temizleme kapasitesi ve
noroprotektif etkileri ile 6ne ¢ikmaktadir (Kumar ve Pruthi, 2014). Kaempferol bilesigi,
tiim fraksiyonlarda tespit edilmistir ve en yliksek miktari metanol fraksiyonunda (166,50
ng/g KF) bulunmustur. Rosmarinik asit, metanol fraksiyonunda 128,87 pg/g KF ve su
fraksiyonunda 54,51 pg/g KF olarak 6lctilmiistir.

Erkan ve arkadaslar1 (2011) D. hastata bitkisine ait 10 adet fenolik bilesen
gostermislerdir ve bu bilesenlerin tamami elde ettigimiz analiz sonuclarinda da
goriilmektedir. Bununla birlikte bu tez calismasinda ilk kez D. hastata bitkisinde rutin,
gallik asit, kaftarik asit, katesin, epigallokatesin gallat, epikatesin gallat, epikatesin,
siyanidin ve delfinidin bilesiklerinin varlig1 gosterilmistir.
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Fraksiyonlarda 6zellikle rutinin karnosik asit ve karnosoldan sonra en ¢ok bulunan
bilesen oldugunun gosterilmesi D. hastata’nin biyolojik aktivitelerini ve potansiyelini
anlamak i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Cizelge 4.1. D. hastata bitkisinin metanolik ekstraksiyonunun metanol, hekzan,
kloroform, su fraksiyonlarina ait UHPLC-MS/MS cihazi ile elde edilmis fenolik bilesen
analiz sonuglari.

D. Hastata’da bulunan fenolik bilesenlerin oram (ng / g KF) ®

Fenolik Bilesen Metanol Hekzan Kloroform Su
Apigenin 41,76 6,47 20,13 37,21
Butein T.E.P T.E. T.E. T.E.
Delfinidin 50,12 9,06 21,20 22,00
Epikatesin 15,32 2,68 7,21 16,92
Epikatesin gallat 1,13 0,21 0,48 0,50
Epigallokatesin 0,08 T.E. T.E. TE
Epigallokatesin gallat 0,90 0,18 0,40 0,72
Ferulik asit 585,71 90,67 264,74 288,17
Gallik Asit 19,15 3,24 8,39 15,41
Gallokatesin 0,07 T.E. T.E. T.E.
Kafeik asit 10,49 1,98 4,98 4,74
5-Kafeoilquinik asit T.E. T.E. T.E. T.E.
Kaftarik asit 158,17 28,53 77,82 75,13
Kaempferol 166,50 31,10 77,75 78,42
Karnosik Asit 5622,18 987,25 2175,78 3625,56
Karnosol 2790,19 431,92 1180,25 1972,77
Katesin 21,69 3,67 10,22 12,40
Klorojenik asit 53,21 10,02 29,83 22,51
Kriptoklorojenik asit T.E. T.E. T.E. T.E.
Kuersetin 17,75 13,37 8,36 6,87
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Cizelge 4.1°in devami

Naringenin T.E. T.E. T.E. T.E.
Luteolin T.E. T.E. T.E. T.E.
p-Kumarik asit 51,81 7,68 21,92 22,74
Rosmarinik asit 128,87 24,07 60,18 54,51
Rutin 2272,38 1447,20 1118,01 570,29
Sirinjik asit T.E. T.E. T.E. T.E.
Sinamik asit T.E. T.E. T.E. T.E.
Siyanidin 82,75 14,53 32,03 37,32
Vanilik asit T.E. T.E. T.E. T.E.

@: Sonuglar 1 gram kuru fraksiyondaki pg bilesen olarak verilmistir.
®: T.E. tespit edilemedi. Tespit limiti <0,05 pg/g

Fenolik bilesiklerin metanol, hekzan, kloroform ve su ¢oziiciilerindeki dagilimi
sekil 4.2’te verilen grafikle gorsellestirilmistir. Genel dagilim ve ¢dziicii tercihlerine
bakildiginda; bilesiklerin ¢6ziiniirliigii acisindan metanol > su > kloroform > hekzan
siralamas1  goriilmektedir. Metanol, bir¢cok fenolik bilesigin en yiiksek miktarda
bulundugu ¢o6ziicli olmustur. Bunun nedeni metanoliin hem polar hem hafif apolar
bilesikleri ¢ozebilmesidir. Su, 6zellikle karnosik asit, karnosol ve ferulik asit gibi bazi
bilesikleri yiiksek miktarlarda icererek metanolden sonra ikinci sirada yer almistir.
Hekzan, apolar bir ¢oziicii oldugu i¢in genel olarak diisiik ¢oziiciiliik gosterir ancak rutin
gibi lipofilik karakteri daha yiiksek bilesikleri ¢ozmiistiir. Kloroform, orta polariteye
sahip bilesikleri belirli seviyelerde ¢ozebilmektedir.

One ¢ikan bilesikler ve ¢dziicii dagilimlarini inceledigimizde;

e Karnosik Asit ve Karnosol: Bu bilesikler hem metanol hem de suda yiiksek
konsantrasyonda bulunmustur. Bunun nedeni, fenolik halkalar ve lipofilik
bolgeler icermeleri nedeniyle su ve metanolde ¢oziiniirliigiiniin yiiksek olmasi
olabilir.

e Ferulik Asit: Metanol ve su ¢oziiciileri bu bilesigi en iyi ¢ozen ¢oziiciilerdir.
Fenolik asitlerin genellikle polar ¢oziiciilerde ¢oziinmesi beklenmektedir.

e Rutin: Metanol > Hekzan > Kloroform > Su siralamasi goriiliiyor. Bu bilesigin
hafif lipofilik ve flavonoid yapida olmasi, hem metanol hem de apolar
¢oziiclilerde ¢ozlinmesini saglamistir.
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Sekil 4.2. D. hastata bitkisine ait fenolik bilesenlerin farkli ¢oziiciilerdeki dagilimi

Sekil 4.3’te ekstraktlarda bulunan fenolik bilesiklerin molekiil yapilar
gosterilmektedir. Bu ¢izimler Chem Draw Ultra 12.0 programi ile ¢izilmistir.
Molekiillerin yapilarini inceleyince sahip olduklar1 -OH ve -COOH gruplari sayesinde
polaritelerinin arttifin1 sdyleyebiliriz ancak bircogu uzun karbon zincirlerine ve siklik
yapilara sahiptir bu da onlara apolar 6zellik de kazandirmaktadir. Bu sayede ekstrakta bir
arada durduklarinda birbirileriyle yaptiklar1 ikincil etkilesimler sayesinde birlikte
coziinebilirler ve bu nedenle ayn1 molekiil polaritesi farkli olsa bile birden fazla ¢ozgende
gozlenebilir.

Farkli polaritedeki coziiciilerle fraksiyonlama islemi sonucunda, D. hastata
ekstraktinin her fraksiyonunda ayni molekiillerin farkli miktarlarda bulunmasi, fenolik
bilesiklerin kimyasal 6zellikleri ve ekstraksiyon dinamikleriyle iligkilidir. Bu durumu
aciklamak i¢in agagidaki faktorler géz oniinde bulundurulmalidir:

e Fenolik Bilesiklerin Yapisal Ozellikleri:

Fenolik bilesikler, yapilarindaki aromatik halkalar ve hidroksil gruplar1 nedeniyle hem
polar hem de apolar ozellikler gosterebilirler. Bu amfipatik yapi, onlarin farklh
polaritedeki ¢oziiciilerde ¢dziinmelerine olanak tanir. Ornegin, flavonoidler ve fenolik
asitler gibi bilesikler, hem su hem de organik ¢oziiciilerde belirli oranlarda ¢oziiniirler
(Shi vd. 2022).
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e (Coziicu Polaritesi ve "Benzer Benzeri Cozer" Prensibi:

Ekstraksiyon islemlerinde, "benzer benzeri ¢ozer" prensibi gegerlidir; yani, bir bilesik,
polaritesi kendisine yakin olan bir ¢dziiciide daha iyi ¢oziiniir ancak fenolik bilesikler
karmagik yapilar1 nedeniyle, tek bir ¢dziiciide tamamen ¢oziinmeyebilirler ve bu da
onlarin birden fazla ¢oziiclide kismi ¢oziinmelerine yol agar (Zhang vd. 2018).

e Nernst Dagilim Yasasi ve Dagilim Dengesi:

Fenolik bilesikler, farkli polaritedeki ¢oziiciiler arasinda belirli bir dagilim dengesi
kurarlar. Nernst Dagilim Yasasi'na gore, bir bilesigin iki karismayan ¢oziicli arasindaki
dagilimi, belirli bir sicaklikta sabit bir orana sahiptir. Bu nedenle, ayn1 bilesik, farkl
coziiclilerde farkli konsantrasyonlarda bulunabilir (Bock vd. 2021).

e Zavif Intermolekiiler Etkilesimler ve Hidrojen Baglari:

Fenolik bilesikler, ¢oziiclilerle hidrojen baglar1 ve Van der Waals etkilesimleri gibi zayif
intermolekiiler etkilesimler kurabilirler. Bu etkilesimler, bilesiklerin birden fazla
¢oOziiciide ¢oziinmesine katkida bulunur (Khoddami vd. 2013).

e pH ve Iyonizasyon Durumu:

Fenolik bilesiklerin iyonizasyon durumu, ¢6ziicliniin pH'ina bagl olarak degisir. Bu da
onlarin farkli ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliiklerini etkiler. Ornegin, fenolik asitler, pH
degisikliklerine duyarhidir ve bu nedenle farkli ¢oziiciilerde farkli ¢oziiniirliik davranislari
sergileyebilirler (Shi vd. 2022).

D. hastata ekstraktinin farkli polaritedeki ¢oziiciilerle fraksiyonlanmasi
sonucunda, ayni fenolik bilesiklerin her fraksiyonda bulunmasi, bu bilesiklerin yapisal
ozellikleri, ¢oziicii polaritesi, dagilim dengesi ve pH gibi faktorlerle agiklanabilir. Bu
durum, fenolik bilesiklerin ekstraksiyon ve fraksiyonlama stireglerinde dikkate alinmasi
gereken Onemli bir husustur.
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Sekil 4.3. Fraksiyonlarda tespit edilen 15 adet fenolik bilesigin molekiil yapilari. Katesin
tiirevleri i¢gin temsilen katesin molekiilii ¢izilmistir (ChemDraw Ultra 12.0 ile ¢izilmistir).
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4.1.1. Fraksiyonlarin UV-Vis Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan metanol, hekzan, kloroform ve su fraksiyonlariin spektral
ozelliklerini belirlemek ve biyolojik aktivite dl¢limlerinde olas1 spektrofotometrik girisim
riskini degerlendirmek amaciyla UV-Vis spektrofotometrisi ile 200-800 nm dalga boyu
araliginda tarama yapilmistir (Sekil 4.4). Fraksiyonlar oncelikle %10 DMSO iginde
¢Oziindiiriilerek 1 mg/mL derisimde stok c¢ozeltiler hazirlanmis, ardindan bu stoklardan
ultra saf su ile uygun seyreltmeler yapilarak 100 pg/mL son derisime getirilmistir.

—— Metanol Hekzan ——Kloroform ——=Su
4,5 1

4,0 -
3,5 -
3,0 -

2,5 -

Absorbans

2,0 -
15
1,0
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200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
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Sekil 4.4. Fraksiyonlarin 200-800 nm araligindaki UV-Vis spektrumu

Elde edilen spektrumlar incelendiginde, tiim fraksiyonlarin 200-350 nm
araliginda belirgin absorbans pikleri gosterdigi tespit edilmistir. Bu absorbans bolgeleri,
literatiirde de belirtildigi iizere fenolik bilesikler, flavonoidler ve diger aromatik yapilarin
karakteristik emilim bélgeleri ile uyumlu bulunmustur (Dai ve Mumper, 2010). Ozellikle
metanol fraksiyonunun bu bolgede en yiiksek absorbans degerlerini gdstermesi, fenolik
icerik acgisindan zenginligine isaret etmektedir.

Bununla birlikte, biyolojik aktivite testlerinde 6l¢iim yapilan dalga boylar1 olan
405 nm (a-glukozidaz), 412 nm (asetilkolinesteraz) ve 620 nm (a-amilaz) bolgelerinde
fraksiyonlarin kayda deger bir absorbans gdstermedigi gdzlemlenmistir. Bu sonug,
deneysel oOlglimlerde fraksiyonlarin kendilerinden kaynaklanabilecek dogrudan
spektroskopik girisim riskinin bu derisim i¢in diisiik oldugunu ve Olglimlerin
giivenilirligini desteklemektedir.

Sonug olarak, spektral analizler hem fraksiyonlarin fenolik bilesikler bakimindan
beklenen spektral 6zellikleri sergiledigini hem de biyolojik aktivitelerin degerlendirildigi
dalga boylarinda anlamli bir girisim olusturmadigini ortaya koymustur. Bu durum,
biyolojik aktivite sonuclarinin ekstrakt kaynakli absorbans etkisinden bagimsiz olarak
yorumlanabilecegini gostermektedir.
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4.2. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Bilesen Tayini

Elde edilen fraksiyonlarin toplam fenolik ve toplam flavonoid bilesen tayinleri
materyal metot boliimiinde ayrintilari ile verilen sirasityla Folin-Ciocalteu ve AlCls
yontemlerine gore yapilmistir. Sekil 4.5 ve sekil 4.8’de bu yontemlere ait reaksiyon
mekanizmalar1 ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

Sekil 4.5’te de gosterildigi gibi toplam fenolik bilesen tayininde bir redoks
tepkimesi gergeklesir. Bu tepkime fenolik bilesenlerde bulunan -OH ve -COOH
gruplariin yiikseltgenmesini ve FC reaktifinin indirgenmesini icerir. Buda UV-Visible
spektrofotometre de saridan maviye degisen bir renkle takip edilir (Perez vd. 2023).

Yiikseltgenme yar1

tenkimesi
o epkimesi
OOH COO” 00"
Na,CO,
— — + e
pH=10
H OH R! e 0 OH
H 22 0
Gallik Asit R! R? R*=OH veya O
M= Mo veya W

Indirgenme yar
(+6) (+5) (+6) tepkimesi

2(PM,0,40)* |+ ¢~ —— 3 2(PMM304))" +2H"

FCR-yiikseltgen FCR-indirgenmis

Sekil 4.5. Toplam fenolik bilesen tayininde Folin-Ciocalteu metoduna ait reaksiyon
mekanizmasi (Perez vd. 2023).

Toplam fenolik bilesen tayininde fraksiyonlarin icerdigi fenolik bilesenler
belirlenen bir standart fenolik bilesene gore hesaplanir. Bu caligmada standart olarak
gallik asit kullanilmistir. Gallik asidin standart bilesik olarak secildigi yontemin
dogrusalliginin belirlenmesi i¢in artan GA derisimine kars1 absorbans grafigi ¢izilmistir.
Sekil 4.6’da verilen grafikte gallik asit derisiminin artisiyla Lambert-Beer yasasindan
sapma olduke¢a belirgin bir sekilde goriilmektedir. Bunun i¢in 0-250 pg/mL derisim
araliginda sekiz derisim calisilmig ve 125 pg/mL derisiminden itibaren dogrusalliktan
sapma oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. Farkli derisimlerdeki gallik asidin 760 nm’deki absorbans degerleri

Bu sonugtan yararlanarak cizilen sekil 4.7°de verilen standart kalibrasyon grafigi
0-100 pg/mL arahigindaki 5 derisim degeri kullanilmis ve dogrusal bir grafik elde
edilmistir. Elde edilen grafigin R? degeri 0,9931°dir. Bu deger bu grafigin standart
kalibrasyon grafigi olarak kullanilabilecegini gosterir. Dogru denklemi y= 0,0108x-
0,0316 olarak belirlenmistir. Buna gore, dlglimleri yapilan c¢esitli fraksiyonlardan elde
edilen absorbans degerleri denklemde yerine konularak gallik asit esdegeri cinsinden 1 g
kuru fraksiyondaki toplam fenolik bilesen degeri hesaplanmastir.

1,20 -
e
1,00 -
0,80 -
‘-'.
W
=
o~
£ 0,60
2 o
ﬁ y =0,0108x- 0,0316
0,40 R?=0,9931
0,20 - @
0,00 &—= r r r r r ,
0 20 40 60 80 100 120
GA (ng/mL)

Sekil 4.7. 760 nm’de gallik asidin standart kalibrasyon grafigi.
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Elde edilen sonuglar cizelge 4.2°de verilmis ve toplam flavonoid degerleri ile
birlikte yorumlanmaistir.

Bitkilerdeki toplam flavonoid igerigi (TFC) genellikle kolorimetrik yontemle
belirlenir. Bitki ekstraktlarinda TFC'nin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri, Al(III)lin bir komplekslesme ajani olarak kullanildigi aliminyum
kloriir kolorimetrik testidir. Bu test, 1960 yilinda Christ ve Miiller tarafindan ilaglardaki
flavonol tlirevlerinin belirlenmesi amaciyla Onerilmistir (Christ ve Miiller, 1960).
Yontem, Al(III)-flavonoid selatlarinin olusumuna dayanmaktadir. Cok sayida oksijen ve
hidroksil grubu igermeleri nedeniyle, flavonoidlerin AI(IIT) gibi metal iyonlarina
baglanma egilimleri yliksektir ve bu baglanma genellikle 1:1 oraninda gergeklesir. Bu
oran, pH degeri gibi deneysel kosullara baghdir (Kasprzak, Erxleben ve Ochocki, 2015;
Pyrzynska ve P¢kal, 2011).

HO
Al(lN)

]
Al(m)

Sekil 4.8. Kuersetin-Al(IIT) kompleksine ait bir illiistrasyon (Shraim vd. 2021).

Sekil 4.8’de kuersetinin AI(IIT) ile olusturdugu komplekse ait bir illiistrasyon ve
sekil 2.7°de ise flavonoidlerin genel yapisi1 yer almaktadir. Flavonoidlerin metal baglanma
bolgeleri genellikle su ili¢ noktadadir;

e 3-hidroksi — 4-karbonil gruplar1 (3—4 bolgesi, B halkasinda),

e 5-hidroksi grubu (A halkasinda) — 4-karbonil grubu (C halkasinda) (4-5 bolgesi),

e 3'4'-dihidroksi gruplar1 (3'—4' bolgesi, C halkasinda) (Sekil 4.8) (Shraim vd.
2021).

Sekil 4.9’da AI(IIl) iyonlarinin kuersetin ile olusturdugu komplekse ait
nitrozilasyon basamagin1 da iceren reaksiyon mekanizmasi goriilmektedir. Saridan
pembeye dogru bir renk degisimi izlenir ve pembe renk komplekse aittir. Boylece
ekstraktta bulunan toplam flavonoid bilesen miktar1 kuersetin esdegeri iizerinden
hesaplanabilir (Mekonnen ve Desta 2021).
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Sekil 4.9. Toplam flavonoid bilesen tayininde AICI3 metoduna ait reaksiyon mekanizmasi
(Mekonnen ve Desta 2021).

Toplam flavonoid bilesen tayininde standart bilesik olarak kuersetin secilmistir.
Ancak AICI3 metodunda birden fazla yontem kullanilmaktadir ve bu yontemler segilen
standarda, ¢oziiciiye, ortamin pH’mna ve NaNO: ile nitrozilasyon yapilip yapilmamasina
gore degisir ve farkli dalga boylarinda okuma yapilir. Bu nedenle uygun olan yontemi
bulabilmek i¢in 6nce sekil 4.8’de mekanizmas1 gosterilen NaNOz ilavesiyle olan yontem
daha sonra CH3COONa ilavesiyle olan yontem denenmistir.

Sekil 4.10°da kuersetinin NaNO:z varliginda 250-600 nm dalga boyu araliginda
taranmasina ait spektrum gosterilmektedir. Ortama heniiz AICl;3 ilavesi yapilmadigi igin
komplekslesme gozlenmez. Buradaki amag farkli derisimlerdeki kuersetin ile elde edilen
spektrumdan Amax degerini ve AI(II) eklenmesi sonrasinda kuersetinin olusturdugu
kompleksin Amax degerini varsa Amax’daki kaymayi belirleyebilmektir. Lambert-Beer
yasas1 geregi derisim arttikca absorbans da artar, yani derisim absorbans ile dogru orantili
olmalidir, ancak sekil 4.10°da goriildiigii lizere 12,5 ve 25 pg/mL derisimlerdeki
absorbans degerleri iist iiste cakismistir.

60



BULGULAR VE TARTISMA B.TASKIRAN

1,60 1

1,40 -

1,20 -

1,00

W

=

2

S 0,80 -

i —— 50 pg/mL
0,60 1 —25 pg/mL

12,5 ng/mL

0,40 1 ——6,25 pg/mL

0,20 1

0,00 T T T T T T !
250 300 350 400 450 500 550 600

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.10. Kuersetinin NaNO: varliginda UV-Vis spektrumu.

Sekil 4.11 kuersetinin NaNO: varliginda AI** ile olusturdugu komplekse ait UV-
Visible spektrumunu gostermektedir. Sodyum nitritin ortama AICls’den 6nce ilavesi
aslinda aromatik vicinal diollerin (birbirine komsu hidroksil gruplari olan bilesikler)
ylkseltgenmesini ve uygun pH ortanminda Al3+ iyonlarin varliginda hem nitrozillenmesi
hem de komplekslesmesi ger¢eklesmektedir. Sonrasinda ortamin baziklestirilmesi ile
nitro grubuna doniisiim gerceklesince olusan tiirevler pembe-kirmizi renge doniisiir
(Barnum, 1977). Bu tiirevler, yaklasik 500 nm'de yeni bir absorpsiyon bandinin ortaya
cikmastyla karakterize edilir. Bu agidan sekil 4.10 ve sekil 4.12 karsilastirildiginda sekil
4.10’da olan fakat sekil 4.12°de gozlenmeyen 450-550 nm araligindaki pik bu tiirevlere
aittir. Bu pikin sekil 4.10°da varlig1 nitrozo gruplarin nitro grubuna doniisiimii ile kirmizi
rengin olusumunu gosterir ve bu renk olusumu i¢in komplekslesmeye gerek olmadiginm
gostermektedir (Barnum, 1977). Fakat bu pikin absorbansi olduke¢a diisiiktiir ve 12,5-25
pug/mL derisimlerinde Lambert-Beer’den sapilmasi, sekil 4.11°de de goriildiigii gibi AICI3
ilavesi ile 350 nm bandindaki absorbans pikinin yarilmasi bu yontemin giivenilir olmasini
engellemistir. Ancak Shraim ve arkadaglarinin yaptiklar calismada gosterdikleri gibi eger
standart olarak rutin kullanmilsaydi bu kirmiziya kayma daha belirgin bir sekilde
gozlenebilirdi. Kuersetinin bu yontem i¢in en uygun standart bilesigi olmadigina kanaat
getirilmis olsa da bir¢ok arastirmaci tarafindan halen kullanilmaktadir.
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Sekil 4.11. Kuersetinin NaNO> varliginda AI*" ile olusturdugu komplekse ait UV-Vis
spektrumu.

Sekil 4.12’de kuersetinin ortamda NaNO: olmadan, CH3COONa varliginda
kuersetinin UV-Vis spektrumu 250-600 nm dalga boyu araliginda gdsterilmistr. Shraim
ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada CH3COONa’in Amax {izerinde belirgin bir etkisinin
olmadigini kanitlamiglardir. Burada 0-250 pg/mL araliginda olacak sekilde sekiz farkli
derisim secilmistir. GOriildiigli lizere derisim artisiyla absorbans artis1 oldukca
uyumludur.

3,50 1
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1
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Sekil 4.12. Kuersetinin CH3COONa varliginda UV-Vis spektrumu.
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Sekil 4.13. Kuersetinin CH3COONa varliginda AI(III) ile olusturdugu komplekse ait UV-
Vis spektrumu.

Sekil 4.13’de ise ortama AICIls eklenmesiyle elde edilen UV-Vis spektrumu
goriilmektedir. Burada kuersetinin 3',4’-dihidroksi gruplar1 (3'—4' bolgesi, C halkasinda)
ile Al(III)’un yaptig1 kompleks nedeniyle Amax degerinde kirmiziya kayma (427 nm)
belirgin bir sekilde goriilmektedir. Derisim artistyla birlikte absorbansin artigi ve Amax
degerinde derisime bagli bir kaymanin olmayist 427 nm’nin kalibrasyon grafigi
¢izebilmek i¢in en uygun dalga boyu oldugunu gosterir.
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Sekil 4.14. Farkli derisimlerdeki kuersetinin 427 nm’deki absorbans degerleri.
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Sekil 4.14 kuersetinin 0-250 pg/mL aralifindaki sekiz farkli derisimine ait 427
nm’deki absorbans degerlerini gosterir. Burada goriiliiyor ki Lambert-Beer’den sapma
100 pg/mL derisim degeri civarinda gergeklesmektedir. Sekil 4.15°te 6,25-12,5-25-50-75
png/mL derisimlerin kullanimu ile standart kalibrasyon grafigi cizilmistir. Grafikten elde
edilen dogru denklemi y= 0,0144x-0,046 ve R* degeri 0,9978°dir. Bu deger standart
kalibrasyon grafigi i¢in kabul edilebilir bir degerdir. Dogrunun denkleminden
yararlanarak kuersetin esdegeri olarak fraksiyonlarin toplam flavonoid degeri
hesaplanmistir. Ancak elde edilen igerik analizine gore ekstraktta bol miktarda rutin
oldugu i¢in bu testin standardinin rutin olmasi daha dogru sonuglar verecektir.
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Sekil 4.15. 427 nm’de kuersetinin AlCI3 ile tespitinin standart kalibrasyon grafigi.

Cizelge 4.2. Fraksiyonlarin toplam fenolik ve flavonoid bilesen degerleri (n=3 hata
cubuklari: £SD).

Fraksiyon Toplam Fenolik igerik Toplam Flavonoid Igerik
mg GAE / g KF % RSD mg QE / g KF % RSD

Metanol 300,93 + 7,66 2,54 33,11 +0,12 0,37

Hekzan 82,21 £0,76 0,93 23,28 £0,32 1,36

Kloroform 223,96 + 6,88 3,07 40,08 + 0,70 1,75

Su 162,99 + 3,98 2,44 49,39 £ 0,22 0,45
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Cizelge 4.2.°de verilen toplam fenolik ve flavonoid bilesen degerlerine
bakildiginda; D. hastata (S. dorystoechas) bitkisinin ham metanol ekstraktindan elde
edilen fraksiyonlarin toplam fenolik igerikleri, gallik asit esdegeri (mg GAE/g KF)
cinsinden belirlenmis ve sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu
gosterilmistir (p <0,001). Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonucunda elde edilen F
degeri: 841,95 ve p-degeri: 2,44 x 107'°, fraksiyonlar arasinda ciddi diizeyde farklilik
bulundugunu ortaya koymustur. Tukey HSD post-hoc analizi ise bu farklarin istatistiksel
olarak tiim fraksiyon ciftleri arasinda anlamli oldugunu gostermektedir (p <0,05).
Ozellikle metanol fraksiyonunun diger tiim fraksiyonlara gore anlamli sekilde daha
yuksek fenolik bilesik igerdigi belirlenmistir.

Bu bulgular, fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda ¢oziicii polaritesinin belirleyici
bir etken oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir. Polar ¢oziiciiler, 6zellikle metanol ve
kismen su, fenolik hidroksil gruplari ile giiclii etkilesim kurarak bu bilesiklerin
ekstraksiyon verimini artirmaktadir (Sultana vd. 2009). Nitekim literatiirde Salvia
officinalis, Salvia fruticosa, ve Salvia plebeia gibi tiirlerde de benzer sekilde metanol
ekstraktlariin yiiksek toplam fenolik igerige sahip oldugu ve bu ekstraktlarin antioksidan
aktivitelerinin gii¢lii oldugu rapor edilmistir (Tohma vd. 2016; Wojdyto vd. 2007).

Ayrica, bu calismada UHPLC-MS/MS analiziyle metanol fraksiyonunda yiiksek
oranda karnosik asit (5622,18 pg/g), karnosol (2790,19 pg/g) ve rutin (2272,38 pg/g) gibi
fenolik bilesiklerin bulunmasi, bu fraksiyonun fenolik maddece neden zengin oldugunu
aciklamaktadir. Su ve kloroform fraksiyonlarinda da anlamli fenolik igerikler tespit
edilmis olup, 6zellikle karnosik asit ve rosmarinik asit gibi bilesiklerin su fraksiyonunda
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi dikkat ¢ekicidir.

Sonug olarak, S. dorystoechas bitkisinin 6zellikle metanol ekstraktinin fenolik
bilesikler acgisindan zenginligi, bu tiirlin antioksidan, antienflamatuvar ve potansiyel
noroprotektif etkiler acisindan arastirilmaya deger bir kaynak oldugunu gostermektedir.
Ayrica, polar ¢oziiciilerin tercih edilmesi, fenolik madde kazanimi agisindan énemli bir
ekstraksiyon stratejisi oldugunu bir kez daha ortaya koymustur.

Farkl1 fraksiyonlara ait toplam flavonoid igerikleri kuersetin esdegeri (mg QE/g
KF) cinsinden belirlenmis ve elde edilen degerler arasinda anlamli farkliliklar oldugu
istatistiksel olarak dogrulanmigtir (p <0,001). (ANOVA sonucu F degeri: 2232,55 p-
degeri: 4,98 x 10712)

Tukey HSD post-hoc testi sonuglarina gore tiim fraksiyonlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklar bulunmustur (p <0,05). Ozellikle su fraksiyonunun diger
fraksiyonlara kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek flavonoid igerigine sahip olmasi, bu
bilesiklerin yiiksek polariteye sahip ¢oziiciilerle daha etkili sekilde ekstrakte edildigini
gostermektedir.

Literatiirde Salvia cinsine ait tiirler iizerine yapilan benzer c¢aligmalar da bu
bulgular1 desteklemektedir. Ornegin, Salvia officinalis ve Salvia fruticosa gibi tiirlerde
yapilan ekstraksiyon ¢aligmalarinda, su ve etanol gibi polar ¢dziiciilerin metanol ve
ozellikle apolar ¢oziiciilere gore flavonoidleri daha etkin sekilde ¢oziindiigii rapor
edilmistir (Grzegorczyk-Karolak vd. 2018; Boufadi vd. 2021). Su ekstraktinin yiiksek
flavonoid igerigi tasimasi, bu ¢oziiciiyle ekstrakte edilen bilesiklerin biiylik kisminin
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flavonoid karakterli oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, flavonoid igerigi yliksek olan
bu fraksiyonlar ayn1 zamanda antioksidan aktiviteyle dogrudan iliskilendirilmektedir.
Flavonoidlerin serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri ve enzim inhibisyon potansiyelleri,
bu tiir ekstraktlarin biyolojik aktivite yoniinden degerlendirilmesinde 6nemli bir
gostergedir (Tohma vd. 2016; Pérez-Ochoa vd. 2023).

Fraksiyonlarin fenolik ve flavonoid igeriklerine gore karsilastirmali
degerlendirmesi yapildiginda; her fraksiyonun toplam fenolik ve flavonoid igeriginin her
iki parametreye gore de anlamli derecede farklilastig1 ortaya koyulmustur. Sonug olarak,
metanol fraksiyonu fenolik bilesik zenginligiyle, su fraksiyonu ise flavonoid bilesen
zenginligi ile 6ne ¢ikmaktadir. Kloroform fraksiyonu her iki igerigi dengeli diizeyde
tagimas1 bakimindan ¢ok yonlii degerlendirilebilirken, hekzan fraksiyonu ise apolar
yapilarin hedeflenmesi agisindan destekleyici niteliktedir. Bu yonleriyle fraksiyonlarin
farkli farmakolojik uygulamalara yonelik potansiyel tagidig1 diisiiniilmektedir.

4.3. Enzim Inhibisyon Cahsmalarinin Genel Stratejisi ve Onemi

Bu tez calismasinda asetilkolinesteraz (AChE), a-amilaz ve a-glukozidaz
enzimleri segilerek inhibitor etkinlik degerlendirmeleri gerceklestirilmistir. Enzimlerin
secimi, yalnizca bireysel biyolojik rollerine degil, ayn1 zamanda son yillarda giderek daha
fazla dikkat ¢eken tip 3 diyabet kavrami ¢ergevesinde ortaya ¢ikan ¢ok yonlii patolojik
iliskilere dayanmaktadir. Tip 2 diyabet ile Alzheimer hastalifi arasindaki giicli
epidemiyolojik ve patofizyolojik baglantilar, "tip 3 diyabet" terimi altinda birlestirilmis
ve insiilin direnci, hiperglisemi ve norodejenerasyonun birbirini karsilikli olarak
etkiledigi kompleks bir hastalik modeli tanimlanmistir. Bu modelde, karbonhidrat
metabolizmasinin regiilasyonu (a-amilaz ve a-glukozidaz) ile kolinerjik sinir iletiminin
korunmasimin (AChE) birlikte degerlendirilmesi, hastaligin hem metabolik hem de
norolojik bilesenlerine miidahale edebilecek ¢ok hedefli tedavi stratejilerinin dnemini
ortaya koymaktadir.

Bu kapsamda, ¢alismada kullanilan bitki fraksiyonlarinin hem ndroprotektif hem
de antidiyabetik potansiyele sahip bilesenler tasiyabilecegi hipoteziyle, ii¢ farkli enzim
tizerinde inhibisyon caligmalar1 yiirttilmiistiir. Boylece fraksiyonlarin ¢ok yonlii
biyolojik aktiviteleri degerlendirilmis ve potansiyel terap6tik kullanimlari agisindan daha
kapsamli bir analiz yapilmstir.

Bu boliimde, AChE, a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerine karsi elde edilen
inhibisyon bulgular1 sirasiyla sunulmakta ve bu sonuclar literatlir verileri 1s18inda
tartisilmaktadir.

4.3.1. Asetilkolin Esteraz Enziminin Kinetik Analizi ve inhibisyon Calismalar

Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi, sinaptik boslukta asetilkolini hizla hidrolize
ederek kolin ve asetat iiriinlerini olusturan, boylece sinaptik iletimi sonlandiran hayati bir
enzimdir. Alzheimer hastaliginda, kolinerjik néronlardaki dejenerasyon nedeniyle
asetilkolin diizeylerinde ciddi bir azalma gozlenmekte ve bu durum biligsel iglevlerin
bozulmasinda temel bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, AChE enziminin inhibisyonu
yoluyla asetilkolin seviyelerinin korunmasi, hastaligin semptomatik tedavisinde etkili bir
farmakolojik strateji olarak degerlendirilmektedir. Gilinlimiizde klinikte kullanilan
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donepezil, rivastigmin ve galantamin gibi bir¢ok ilag, bu prensibe dayali olarak
gelistirilmistir.

Bu caligsmada asetilkolinesteraz (AChE) enziminin Electrophorus electricus
(electric eel) kaynakli formu kullamlmustir. insan AChE proteini (UniProt ID: P22303)
ile yapilan BLASTP karsilastirmasinda yaklasik %90°1ik bir dizi esitligi gézlenmis olup,
fonksiyonel ve yapisal benzerlikler oldukga yiiksektir. Enzim aktivitesinden sorumlu olan
katalitik triadin (Ser203, His447, Glu334; insan AChE numaralandirmasi) korunmus
olmasi, inhibitorlerin baglanma davraniglarinin biiyiik 6l¢lide benzer olacagina isaret
etmektedir. Ayrica periferik anyonik bolgedeki Trp86, Tyr337 ve Phe338 gibi baglanma
bolgeleri de hem sekans hem de ilic boyutlu yapida korunmustur. Literatiirde sikc¢a
referans gosterilen bu enzim formu, farmakolojik agidan insan AChE iizerindeki etkileri
modellemek i¢in yaygin bicimde kullanilmakta ve inhibitor tarama testlerinde giivenilir
bir biyolojik sistem sunmaktadir. Bu nedenle elde edilen inhibisyon verileri, translasyonel
biyoyararlilik acisindan degerlendirilebilir niteliktedir.

Bu calismada, bitkisel kokenli ekstraktlarin asetilkolinesteraz enzimi lizerindeki
inhibitor etkileri Ellman yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu yontem hem
duyarliligi hem de basit uygulanabilirligi nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir.
Yontemde, substrat olarak asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) kullanilmistir. AChE enzimi bu
substrat1 hidrolize ederek tiyokolin iiretir. Olusan tiyokolin, ortamda bulunan 5,5'-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyona girerek, sar1 renkli bir kromofor
olan 5-tiyo-2-nitrobenzoati (TNB) olusturur. TNB'nin konsantrasyonu, 412 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak izlenebilmektedir (Sekil 4.16).

Bu sistemde 6l¢iilen absorbans artis1, dogrudan TNB olusumunu ve dolayli olarak
enzim aktivitesini temsil etmektedir. Inhibitér varhginda, bu reaksiyonun hiz1
azalacagindan absorbans artiginda da diislis gozlenir. Bu prensip dogrultusunda, test
edilen bitki ekstraktlariin farkli konsantrasyonlar1 i¢in enzim aktivitesindeki azalma
hesaplanmuis, inhibitor etkinligi yiizdesel olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.16. Asetilkolinesteraz enziminin asetiltiyokolini hidrolize etmesi ve tiyokolinin
DTNB ile reaksiyona girerek sari renkli TNB olusturmasina ait reaksiyon mekanizmasi.
(Chemdraw Ultra 12.0 programu ile ¢izilmistir) (Kavruk vd. 2013)

- AChE enziminin kinetik analizi:

Asetilkolinesteraz (AChE) enziminin kinetik 6zelliklerini belirlemek amaciyla,
farklt substrat derisimlerinde (15,1-452 pM araliginda) enzim reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Reaksiyon siliresince olusan iirin miktari, 412 nm dalga boyunda
dlciilen absorbans degerleri ile takip edilmistir. Olgiimler 15 saniyelik araliklarla 420
saniyeye kadar stirdiiriilmiistiir.

Her bir substrat konsantrasyonu ig¢in elde edilen zaman-absorbans verileri,
reaksiyonun ilerleyisini yansitan kinetik egrileri ortaya koymustur (Sekil 4.17). Bu
egrilerde, en yiiksek substrat derisiminde (452 uM) en hizli reaksiyon gdézlenirken,
substrat derisimi azaldikc¢a reaksiyon hizi da diismiistiir. Bu durum, enzim kinetiginin
klasik satiirasyon davranigini yansitmaktadir.

Her egrinin dogrusal kismi kullanilarak reaksiyon hizlar1 (Vo) hesaplanmigtir. Bu
veriler kullanilarak Michaelis-Menten denklemine dayali olarak olusturulan grafiklerde,
enzimin maksimum reaksiyon hizi (Vi) ve Michaelis sabiti (Ky) hesaplanmistir. Bu
analizler, enzim-substrat etkilesiminin nicel olarak degerlendirilmesini saglamis ve ayn
zamanda olasi inhibitdrlerin kinetik parametreler tizerindeki etkisini incelemek i¢in temel
olusturmustur.
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Sekil 4.17. Sabit AChE derisiminde (0,25 U/mL) farkli ATCI konsantrasyonlarindan elde
edilen zamana bagli absorbans grafigi.

AChE enzim aktivitesinin kinetik olarak degerlendirilebilmesi igin, iiriin
dersiminin zamana kars1 degisimi takip edilmistir. Farkli zaman araliklarinda elde edilen
absorbans verileri kullanilarak olusturulan grafikler, reaksiyon hizinin hesaplanacagi en
uygun zaman araligini belirlemek amaciyla karsilastirilmistir (Sekil 4.18—4.20).

Enzim kinetigi calismalarinda baglangic hizinin (Vo) dogru bir sekilde
hesaplanabilmesi i¢in, reaksiyonun heniiz iiriin birikimi, substrat tiikenmesi veya enzim
inhibisyonu gibi faktorlerden etkilenmedigi dogrusal bolge secilmelidir. Bu yaklagim,
kararli hal kinetigi prensibine dayanmaktadir. Baslangi¢ fazinda, iiriin olusum hizi
yalnizca substrat konsantrasyonuna baglidir ve bu nedenle zaman—absorbans grafigi
dogrusal bir seyir izler. Sekil 4.20°de 0—150 saniye araliginda elde edilen veri seti, R* =
0,9999 gibi olduke¢a yiiksek bir korelasyon katsayisi gostermistir ve bu durum, ilgili
zaman arali@inin yiiksek dogrusal karakter tagidigini kanitlamaktadir. Buna karsilik, Sekil
4.18 ve 4.19°da izlenen daha uzun siireli egrilerde, reaksiyon siiresi uzadik¢a R* degerinin
diismesi ve egrinin egiminde azalma gozlenmistir. Bu durum, reaksiyonun doygunluga
yaklagmasi ve hizin sabitligini kaybetmesiyle agiklanabilir. Bu nedenle, hesaplamalarda
kullanilacak zaman araligi olarak hem baslangi¢ fazina en yakin hem de yeterli sayida
veri noktasi igeren ilk 75 saniyelik periyot secilmistir. Bu periyot, hem dogrusalligi
koruyarak giivenilir bir egim (Vo) hesaplamasi saglar, hem de enzimatik reaksiyonun
gercek baslangi¢ hiz1 hakkinda bilgi verir.
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Sekil 4.18. TNB’nin zamana bagli 412 nm’deki absorbans degerlerinin izlenmesine ait

grafik I- 420 sn
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Sekil 4.19. TNB’nin zamana bagli 412 nm’deki absorbans degerlerinin izlenmesine ait

grafik II- 300 sn
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Sekil 4.20. TNB’nin zamana bagli 412 nm’deki absorbans degerlerinin izlenmesine ait
grafik III- 150 sn

Cizelge 4.3’te verilen bilgiler dogrultusunda ATCI substratinin artan
konsantrasyonlarinda AChE enziminin reaksiyon hizi diizenli olarak artmis ve 452 uM'de
maksimuma ulagmistir. Substrat doygunluguna yakin degerlerde hiz artis1 yavaslayarak
plato egilimi gostermistir. Ol¢iimlere ait standart sapma (SD) ve standart hata (SE)
degerleri diisiik diizeyde kalmis; %RSD degerleri ise genellikle %5'in altinda
seyretmistir. En diisiik substrat konsantrasyonunda (%16,67) gozlenen yiiksek RSD, bu
diizeydeki dl¢iimlerde sapmalarin daha belirgin oldugunu ortaya koymustur.

Cizelge 4.3. Asectilkolinesteraz (AChE) enzimine ait baslangi¢ hizlarinin (Vo) farkh
asetiltiyokolin (ATCI) derisimleri i¢in hesaplanmasi ve istatistiksel analizleri

Ortalama Hiz

Derisim (1M ATCI) (omol TNB/dly 5P @ SE® (£) % RSD®©
15,10 8,79 1,46 0,85 16,67
30,10 22,46 1,69 0,98 7,53
60,20 39,55 2,54 1,46 6,42
151,00 72,26 3,69 2,13 5,10
301,00 101,06 5,07 2,93 5,02
452,00 121,57 2,54 1,46 2,09

@ SD: Standart sapma ® SE: Standart hata © %RSD: Yiizde bagil standart sapma
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Bu tez calismasinda enzim kinetigi analizlerinde, Km ve Vmax gibi kinetik
parametrelerin dogrulugunu artirmak ve grafiksel yorumlamalarin giivenilirligini
saglamak amaciyla birden fazla grafik tiirii ile analiz yapilmistir. Bu c¢aligmada,
geleneksel olarak kullanilan Lineweaver-Burk grafiginin yani sira Hanes-Woolf ve
Eadie-Hofstee gibi grafik tiirleri de tercih edilmistir.

Her bir grafik yontemi, Michaelis-Menten denklemine farkli matematiksel
dontigiimler uygulanarak elde edilir ve bu doniigiimler, 6l¢lim hatalarina karsi farkli
duyarliliklar gosterir. Bu nedenle, ayni veri seti kullanilsa bile grafiksel sapmalar,
korelasyon katsayilar1 (R?) ve elde edilen Km—Vmax degerleri degiskenlik gosterebilir.

Bu ¢esitlendirilmis analiz yaklasimi sayesinde:
o Lineweaver-Burk’un kii¢iik hata sapmalarin biiyiitme egilimi gézlemlenebilir,
e Hanes-Woolf’un diisiik derisimlerde hata dagilimini1 daha esit yaptig1 goriilebilir,

o Eadie-Hofstee ise hem Km hem Vmax’1 dogrudan egim ve kesisimle verdigi i¢in
yorum kolaylig1 saglar.

Bu nedenle her ii¢ grafik yontemi kullanilmis ve sonuglar birbiriyle
karsilastirilarak en giivenilir veri seti belirlenmistir. Ancak diisiik substrat konsantrasyonu
olan 15,1 uM igin elde edilen degerler sapma gostermektedir ve grafiklerin R? degerleri
oldukca diistiktiir (Sekil 4.21-4.24). Bu nedenle kinetik analizlerde yiiksek hata oranina
sahip diisiik derisim degerlerinin dislanmasi, sonuglarin giivenilirligini artirmak agisindan
uygun bulunmustur. En diisiik derisim c¢ikarilarak bes nokta i¢in grafikler yeniden
cizilmis ve degerler tekrardan hesaplanmistir. Sekil 4.25, 4.26 ve 4.27°de gosterilen
grafiklerde korelasyon katsayilarinin (R?) belirgin sekilde arttig1 (6rnegin Lineweaver-
Burk grafiginde R? = 0,9779 — 0,9975) ve regresyon ¢izgilerinin dogrusal karakter
kazandig1 tespit edilmistir. Ozellikle Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafiklerinde
parametrelerin birbirine yakinsamasi, bu veri setinin kinetik analiz i¢in daha giivenilir
oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu nedenle, ¢alismanin devaminda Km ve Vmax hesaplamalarinda, dogrusal
bolgeyi daha iyi temsil eden ve 6l¢iim sapmalarint minimize eden bes veri noktasina
dayal1 analiz sonuglar1 kullanilmistir. Cizelge 4.4’te hem 6 nokta hem de 5 nokta i¢in
hesaplanan kinetik parametreler karsilastirmali olarak yer almaktadir
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Sekil 4.21. AChE enzimine ait Michealis-Menten grafigi
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Sekil 4.22. AChE enzimine ait Lineweaver-Burk grafigi- 6 Nokta
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Sekil 4.23. AChE enzimine ait Hanes-Woolf grafigi- 6 Nokta
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Sekil 4.24. AChE enzimine ait Eadie-Hofstee grafigi- 6 Nokta
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Sekil 4.25. AChE enzimine ait Lineweaver-Burk grafigi- 5 Nokta
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Sekil 4.26. AChE enzimine ait Hanes-Woolf grafigi- 5 Nokta
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Sekil 4.27. AChE enzimine ait Eadie-Hofstee grafigi- 5 Nokta

Cizelge 4.4. AChE enzimine ait farkli grafiklerden elde edilen kinetik parametreler.

Ver} QGrafik Turu Km Vmax Ver} Grafik Turu Km Vmax
Seti Seti
Lineweaver- 10742 | 666.7 Linewaver- 197.1 169.5
Burk 2 ’ Burk 4 ’
6 Hanes- 5 Hanes-
nokta Woolf 253,6 | 188,7 Nokta Woolf 210.3 175,43
Eadie- 220,6 | 173,8 Eadie- 202,0 | 171.8

Hofstee Hofstee

5 noktadan elde edilen Km ve Vmax degerlerinin birbiriyle olduk¢a uyumlu
oldugu goriilmektedir. Kinetik analizler sonucunda hesaplanan Km degerlerinin yaklasik
200 pM seviyesinde olmasi, AChE enziminin asetiltiyokolin substratina karsi orta
diizeyde bir baglanma afinitesi gosterdigini ortaya koymustur. Vmax degerlerinin 170
nmol TNB/dk civarinda olmasi ise enzimin yiiksek katalitik kapasiteye sahip oldugunu
gostermektedir.

- AChE enziminin inhibisyon calismalari:

Bu calismada, D. hastata’dan elde edilen dort farkli fraksiyonun (metanol,
hekzan, kloroform ve su) AChE enzimine karsi inhibitor etkileri degerlendirilmistir.
Fraksiyonlar, farkli konsantrasyonlarda test edilmis ve % inhibisyon degerleri
spektrofotometrik olarak Ellman yontemi kullanilarak belirlenmistir. Her bir fraksiyonun
tic tekrarlt Ol¢iimlerine ait ortalama inhibisyon degerleri ve standart sapmalar, cizelge
4.8’de verilmis ve karsilastirmali siitun grafigi ise sekil 4.29’da gosterilmektedir. Elde
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edilen bu sonuglar, fraksiyonlarin igerdigi biyolojik aktif bilesiklerin enzime karsi
gosterdigi farkliliklar ortaya koymakta ve caligmanin ilerleyen boliimlerinde detayl
istatistiksel analizlerle tartisilmaktadir.

Inhibisyon calismalarinda baslangic noktast olarak inkiibasyon siiresi-%
inhibisyon iligkisi incelenmis ve optimum inhibisyon siiresi belirlenmeye calisilmistir.
Cizelge 4.5’te inkiibasyon siiresine bagli olarak elde edilen % inhibisyon degerleri
verilmigtir. Sekil 4.28’de ise elde edilen veriler egilimi daha iyi anlamak ig¢in siitun
grafigine dontistlirilmustiir.

Yapilan istatistiksel analizde, farkli inkiibasyon siirelerine ait % inhibisyon
degerleri iizerinde tek yonli ANOVA (One-Way ANOVA) testi uygulandi. Bu testin
amaci, ortalama inhibisyon degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup
olmadigini test etmektir. (F degeri = 12.56 p-degeri = 0.00065 ) p < 0.05 oldugu i¢in,
farkli inkiibasyon siirelerinin ortalama inhibisyon yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark vardir. Bu sonug, ekstraktin inkiibasyon siiresi boyunca enzim inhibisyonu
tizerindeki etkisinin siireye bagli olarak degistigini gostermektedir. Elde edilen sonuglara
gore metanolik fraksiyonun enzim inhibisyon etkisinin 15. dakikaya kadar arttigi,
sonrasinda ise diislis gosterdigi gozlemlenmistir. Bu durum inhibit6r bilesiklerin zamanla
degradasyonu, enzimle olan geri donlisimli etkilesimleri veya {riin birikimi gibi
faktorlerle aciklanabilir. Dolayisiyla optimum inhibisyon siiresi 15. dakika olarak
belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Metanol fraksiyonunun (100 pg/mL ) siireye baglt % inhibisyon degerleri

Siresi @0 % Inhibiwen  SP®  SE@  %RSD
5 30,22 1,29 0,75 428
10 36,57 0,65 037 1,77
15 45,15 5,13 2,96 11,36
20 36,57 171 0,99 4,68
30 38,81 171 0,99 441
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Sekil 4.28. Asetilkolinesteraz enzimi {izerine metanol fraksiyonunun (100 pg/mL)
zamana bagli % inhibisyonunu gdsteren siitun grafigi (n=3 hata ¢ubuklari: +SE).

Sekil 4.29°da farkli derisimlerdeki metanol fraksiyonunun asetilkolinesteraz
(AChE) enzimi bulunmaksizin, sistemdeki substrat (ATCI) ve Ellman reaktifi (DTNB)
ile etkilesimi incelenmis ve elde edilen absorbans verileri zamana bagli olarak
kaydedilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 1-100 pg/mL araligindaki fraksiyon
derisimleri i¢in absorbans degerleri nispeten diisiik kalmis ve zaman i¢inde belirgin bir
artis gostermemistir. Bu durum, bu derisim araliginda ekstraktin kendi basina substratla
reaksiyona girerek Ol¢iim sistemine anlamli bir etki yapmadigini ve AChE olmaksizin
DTNB ile reaksiyon vermedigini gostermektedir.
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Sekil 4.29. Farkli derisimlerdeki metanol fraksiyonunun ortamda enzim olmaksizin
stireye bagli absorbansi.

Buna karsilik, 250 pug/mL ve oOzellikle 500 pg/mL derisimlerinde olgiilen
absorbans degerlerinin zamana bagli olarak daha yiiksek seviyelerde seyrettigi ve 500
pg/mL Orneginde absorbans degerinin baslangigtan itibaren ~1,45 seviyesinde sabit
kaldig1 gortilmistiir. Bu durum, yiiksek fraksiyon derigimlerinde optik interferans, kendi
kendine absorbans (matriks etkisi) veya DTNB reaktifi ile enzim dis1 reaksiyonlara bagh
sinyallerin artmig olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgular, calismada kullanilacak
inhibitor derisimlerinin iist sinirina dair 6nemli bir gosterge olup, 6zellikle 250 pg/mL ve
tizerindeki derisimlerinin analiz dist birakilmasinin  veya kontrol gruplartyla
desteklenmesinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Dogru inhibisyon oranlarinin
hesaplanabilmesi i¢in, calismada 1-100 pg/mL aralig1 tercih edilmistir.

Calisilacak olan derisim aralig1 ve optimum inhibisyon siiresi belirlendikten sonra
yapilan tekrarli ¢aligmalar sonucunda metanol, hekzan, kloroform ve su fraksiyonlar1 i¢in
6 farkli derisimde % inhibisyon degerleri belirlenmis ve istatistiksel analizler
gergeklestirilmistir.

Her fraksiyonun 1, 5, 10, 25,50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda AChE
inhibisyon yiizdeleri iicer tekrar iizerinden hesaplanmistir. Tek yonli ANOVA testleri
sonucunda, her fraksiyonun konsantrasyonlarina gore anlamli farklar gdsterdigi
belirlenmistir (p < 0.001). Sonuglar ¢izelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. AChE enzimi inhibisyonuna yonelik metanol, hekzan, kloroform ve su
fraksiyonlarinin farkli derisimlerdeki etkilerinin kendi i¢inde karsilagtirildigi varyans
analizi (ANOVA) sonuglari.

Fraksiyon F-degeri p-degeri
Metanol 13,90 0,00043
Hekzan 17,08 0,00018

Su 27,47 0,00002

Kloroform 149,61 0,2 x 107"

Bu sonuglara gore;

e Her dort fraksiyonun da kendi i¢inde uygulanan farkli konsantrasyonlar
istatistiksel olarak anlamli fark yaratmaktadir (p < 0.001).

e En biiyiik F-degeri kloroform fraksiyonuna aittir; bu, farkli konsantrasyonlarin
kloroform fraksiyonundaki inhibisyonu iizerinde ¢ok giiclii etkiler yarattigini
gosterir.

e Metanol ve hekzan fraksiyonlar1 da anlamli doza baglilik gostermektedir; ancak
su ve Ozellikle kloroform fraksiyonlar1 daha keskin farklar gostermektedir.

Bir diger istatistiksel analizde ise, her konsantrasyon diizeyinde (6rnegin yalnizca
10 pg/mL'de) 4 fraksiyonun inhibisyon etkisi karsilastirilmistir. Sonuglar ¢izelge
4.7°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore;

e Tiim konsantrasyon diizeylerinde farkli fraksiyonlarin inhibisyon kapasiteleri
birbirinden anlamli diizeyde farklidir.

e Ozellikle 25 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarinda fraksiyonlar arasi fark ¢ok
belirgin olup, bu durum fraksiyonlarin i¢erdigi bilesik kompozisyonlarinin AChE
inhibisyon giiciinii 6nemli 6lgiide etkiledigini gostermektedir.

e Busonuglar, ayn1 konsantrasyonda dahi her fraksiyonun farkli inhibitor potansiyel
tasidigini ve igerik ¢esitliliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.7. Farkli fraksiyonlarin ayni1 derisimde AChE enzimi {izerindeki inhibisyon
etkilerinin karsilastirmali olarak degerlendirildigi varyans analizi (ANOVA) sonuglari.

Konsantrasyon (ng/mL) F-degeri p-degeri
1 21,36 0,00036

5 12,15 0,00239

10 37,56 0,000046

25 158,28 1,84 x 1077
50 270,98 0,0024

100 69,28 2,21 x 1078

Sekil 4.30° da verilen siitun grafiginde derisim artigina bagli olarak gézlenen %
inhibisyon egilimleri, fraksiyonlarin AChE enzimi ile yaptiklar etkilesim agisindan
onemli bilgiler sunmaktadir. Kloroform ve hekzan fraksiyonlarinda o6zellikle 10-50
pg/mL araliginda belirgin bir inhibisyon artis1 gézlenmis, metanol fraksiyonunda ise
inhibisyonun daha dengeli bir artis sergiledigi goriilmiistiir. Bu durum, bazi
fraksiyonlarda doza bagli hizli bir yanit olustugunu, digerlerinde ise inhibitor bilesiklerin
etkisinin daha yaygin ancak daha az keskin oldugunu gostermektedir. Ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda inhibisyon egrisinin plato ¢izmeye baslamasi, maksimum inhibisyon
kapasitesine yaklasildigini ve inhibitor doygunlugunun olustugunu diistindiirmektedir.

Fraksiyonlarda artan derigimle birlikte inhibisyon degerlerinde gdzlenen diisiis,
muhtemelen fraksiyon icerisindeki polifenolik bilesiklerin yliksek konsantrasyonlarda
enzimle spesifik olmayan etkilesimlere girmesi, sterik engel olusturmasi ya da enzim
ylzeyinde aglomerasyon yapmasi gibi fizikokimyasal engellere neden olmasiyla
aciklanabilir (Khadem ve Marles, 2010). Bu durum literatiirde yiiksek derisimlerde
inhibitér maddelerin "substrat dis1 baglanma bolgeleriyle" etkilesime girerek enzimin
konformasyonunu olumsuz yonde etkileyebilecegi yoniindeki goriiglerle ortiismektedir
(Colovic vd. 2013). Bu bulgular, fraksiyonlarin sadece igerdikleri inhibitor varligi ile
degil, bu bilesiklerin tiirli, yogunlugu ve sinerjik etkileri acgisindan da farklilik
gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.30. Fraksiyonlarin farkli derisimlerde AChE enzimi {izerindeki % inhibisyon
degerlerinin karsilastirmali siitun grafigi (n=3 hata ¢ubuklar1: £SE).

Cizelge 4.8’de verilen tim inhibisyon verileri birlikte degerlendirildiginde,
fraksiyonlarin biyolojik aktiviteleri arasinda belirgin farkliliklar oldugu goriilmektedir.
Hekzan fraksiyonu, %52,99 ile en yiikksek AChE inhibisyonunu 25 pg/mL
konsantrasyonunda gostermistir. Bu fraksiyonda inhibisyon orani, 10 ng/mL'de %48,51
olup doza baglh giiclii bir artig sergilemis, yiiksek konsantrasyonlarda ise inhibisyon
diizeyinde bir diisiis gozlenmistir. Bu durum, olas1 doygunluk etkisini veya yiiksek
derigimlerin spesifik olmayan etkilere yol actigini diisiindiirmektedir.

Metanol fraksiyonunda ise en yiiksek inhibisyon %41,79 ile 10 ng/mL'de elde
edilmig, bu deger 25 ve 100 pg/mL'de sirasiyla %39,55 ve %36,94 seviyelerinde
seyrederek plato egilimi gdstermistir. Bu egilim, enzimatik sistemin inhibitére karsi
doygunluk noktasma ulastigin1 ve ilave inhibitdr konsantrasyonunun biyolojik yaniti
artirmadigin1 gostermektedir. Bu durum optimum inhibisyon konsantrasyonunun 10-25
png/mL araliginda oldugunu diisiindiirmektedir.

Kloroform fraksiyonu, %35,82 ile maksimum inhibisyonu 50 pg/mL’de
gostermis, ancak 100 pg/mL'de bu oran %23,13’e gerileyerek diisiis sergilemistir. Bu
durum, inhibitdr bilesiklerin doza bagli sinir etkisinin olustuguna isaret etmektedir.

Su fraksiyonu ise en diisiik inhibitor etkiye sahip fraksiyon olarak belirlenmistir.
En yiiksek inhibisyon %?29,85 ile 5 pg/mL’de elde edilmis, daha yiiksek
konsantrasyonlarda inhibisyon diizeyinin azaldigi goézlenmistir. Bu sonug, su
fraksiyonunun AChE iizerinde anlamli inhibitor etki gostermedigini ve muhtemelen
diisiik inhibitor yogunluguna sahip oldugunu diisiindiirmektedir.
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Genel olarak, metanol ve hekzan fraksiyonlar1 orta konsantrasyon araliklarinda
(10-25 pg/mL) maksimum inhibisyon etkisi gostermistir. Bu, inhibisyonun doza bagiml
bir sekilde arttigini ancak belirli bir esigin ardindan doygunluk seviyesine ulasildigin
gostermektedir. Kloroform fraksiyonunda daha geg¢ tepki gozlenirken, su fraksiyonunun
inhibitor etkinligi sinirli bulunmustur.

Sonug olarak, S. dorystoechas’tan elde edilen fraksiyonlar AChE enzimi lizerine
anlamli inhibitdr etkiler gostermistir. Kloroform ve hekzan fraksiyonlar1 ozellikle 6ne
cikarken, metanol fraksiyonu da dengeli ve etkili bir inhibisyon profili sunmustur.

Elde edilen bulgular, literatiirdeki Salvia cinsine ait farkli tiirlerin
asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon potansiyelleri ile karsilastirildiginda dikkat ¢ekici
benzerlikler ve farklar gostermektedir. Ozellikle, Mervié¢ ve arkadaslar1 (2022) tarafindan
yiiriitiilen calismada yedi farkli Akdeniz Salvia tiirlinlin ultrasonik banyoda alinan % 70
etanolik ekstraktlar1 incelenmis ve sadece S. fruticosa, S. officinalis ve S. verticillata
tiirlerinin AChE enzimini anlamli sekilde inhibe edebildigi tespit edilmistir. Bu tiirler
strastyla %80’e varan inhibisyon gostermis ve 1Cso degerleri S. fruticosa igin 287,02
ug/mkL, S. officinalis i¢in 268,45 pg/mL ve S. verticillata i¢in 1607,87 pg/mL olarak
bildirilmistir.

Bu calismada ise, S. dorystoechas’tan elde edilen metanol ve hekzan fraksiyonlari,
10-25 pg/mL araliginda %40’ m iizerinde inhibisyon etkisi gdstermistir. Ozellikle hekzan
fraksiyonu 25 pg/mL’de 9%52,99’luk inhibisyon degeriyle en yiiksek aktiviteyi
sergilemistir. Bu durum, S. dorystoechas fraksiyonlarinin bazi Salvia tiirlerine kiyasla
daha diisiik konsantrasyonlarda yiiksek inhibitor etki gosterebildigini ve potansiyel olarak
daha gii¢lii inhibitor bilesenler icerdigini gostermektedir.

Mervi¢ ve arkadaslarinin ¢alismasinda ICso degeri 234.77 ng/mL olan rosmarinik
asidin AChE inhibitorii olarak etkinligi vurgulanmig ve inhibitor etkiler ile rosmarinik
asit (r = 0.8168), p-kumarik asit (r = 0.8727) ve luteolin-7-O-glukozid (r = 0.7050) gibi
bilesenler arasinda anlamli korelasyonlar bulundugu belirtilmistir. Benzer sekilde, bu
calismada yer alan tiim fraksiyonlarda rutin, ferulik asit, karnosol ve karnosik asit gibi
inhibitoér ozellikleri literatiirce desteklenen fenolik bilesenlerin varligi, elde edilen
inhibisyon verilerini biyokimyasal olarak da desteklemektedir.
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Cizelge 4.8. Fraksiyonlarin farkli derisimlerde AChE enzimi {izerindeki % inhibisyon
degerleri

. Derisim 0/ T kil o
Fraksiyon (ug/mL) % Inhibisyon SD (%) SE () % RSD
1 26,12 1,94 1,12 7,42
5 33,21 3,42 1,97 10,30
10 41,79 4,48 2,59 10,71
Metanol

25 39,55 1,94 1,12 4,90
50 33,21 1,29 0,75 3,89

100 36,94 2,82 1,63 7,63
1 35,45 5,17 2,99 14,59
5 35,82 3,60 2,08 10,05
10 48,51 2,96 1,71 6,11

Hekzan

25 52,99 2,96 1,71 5,59
50 36,57 1,71 0,99 4,68

100 36,94 3,60 2,08 9,74
1 14,18 0,65 0,37 4,56
5 22,01 2,33 1,35 10,58
10 29,48 0,00 0,00 0,00

Kloroform

25 33,58 1,29 0,75 3,85
50 35,82 0,65 0,37 1,80

100 23,13 1,71 0,99 7,39
1 25,75 3,42 1,97 13,28
5 29,85 2,33 1,35 7,81
10 25,00 2,96 1,71 11,85

Su

25 16,79 1,71 0,99 10,18
50 11,57 1,12 0,65 9,68

100 11,19 1,71 0,99 15,28
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Orhan ve arkadaglarinin (2007) c¢alismasinda, Tiirkiye’ye 6zgii 14 farkl Salvia
tiirlinden elde edilen petrol eteri, kloroform, etil asetat ve metanol ekstraktlarinin AChE
ve BChE enzimleri tizerindeki inhibitor etkileri degerlendirilmistir. AChE inhibisyonuna
yonelik yapilan analizlerde, 200 pg/mL konsantrasyonunda test edilen ekstraktlarin
biiylik cogunlugu anlamli bir inhibisyon gostermemistir. Bu ¢alismada en yiiksek AChE
inhibisyonu, 1000 pg/mL konsantrasyonunda, Salvia albimaculata’nin petrol eteri
ekstrakti ile %89,4 ve S. cyanescens’in kloroform ekstrakti ile %80,2 olarak elde
edilmistir. Metanol ekstraktlarinin ise bu konsantrasyonda dahi AChE iizerinde etkisiz
oldugu rapor edilmistir.

Bu bulgular, ¢alismamizda S. dorystoechas tiiriinden elde edilen fraksiyonlarla
karsilastirildiginda dikkat gekicidir. Ozellikle hekzan fraksiyonu, yalnizca 25 pg/mL gibi
diisiik bir konsantrasyonda %52,99’luk AChE inhibisyonu sergileyerek, Orhan ve
arkadaslarinin ¢alismasinda kullanilan 1000 pg/mL gibi yiiksek bir derisimde bildirilen
baz1 ekstraktlarla kiyaslanabilecek diizeyde bir etki gostermistir. Metanol fraksiyonu ise
100 pg/mL’de %36,94 inhibisyon gostermistir ve bu deger, Orhan ve arkadaglarinin
caligmasinda metanol ekstraktlarinin tamamen etkisiz olarak degerlendirildigi goz
oniinde bulunduruldugunda, olduk¢a anlamlidir.

Orhan ve arkadaslarinin yaptiklari bir diger ¢alismada ise Tiirkiye’ye 6zgii 6nceki
calismalarindan farkli olan 16 Salvia tiirlinden hazirlanan etil asetat ve metanol
ekstraktlariin inhibitor potansiyelleri AChE, BChE, TYRO ve LOX enzimlerine karsi
100 pg/mL konsantrasyonunda degerlendirilmistir. Kolinesteraz enzimlerine karsi genel
inhibisyon oranlarimin %5,32 + 0,81 ile %44,12 + 3,01 arasinda degistigi bildirilen bu
calismada, AChE’a karst anlamli inhibisyon yalnizca birkag tiirde tespit edilmistir. Etil
asetat ekstraktlar1 arasindan S. aytachii, S. cerino-pruinosa var. cerino-pruinosa, S.
cassia, S. nutans, S. sericeo-tomentosa var. sericeo-tomentosa, S. suffruticosa bracteata
ve S. tchiatcheffii tiirleri 100 pg/mL derisimde AChE’ye kars1 %20’ye kadar inhibisyon
sergilemistir. Metanol ekstraktlari i¢in ise sadece S. cadmica var. cadmica, S. freyniana,
S. potentillifolia ve S. sericeo-tomentosa var. hatayica tiirlerinin %35’e kadar inhibisyon
kapasitesine sahip oldugu rapor edilmistir.

Bu bulgular, c¢alismamizda Salvia dorystoechas tiiriinlin ham metanol
ekstraktindan ¢oziicii polaritesine gore elde edilen alt fraksiyonlart ile karsilastirildiginda
dikkat cekicidir. Ozellikle metanol fraksiyonu 100 pg/mL’de %36,94 inhibisyon
gostererek literatlirde bildirilen metanol ekstraktlariyla benzer veya daha yiiksek bir
biyolojik etki ortaya koymustur. Hekzan fraksiyonu ise 25 pg/mL’de %52,99 inhibisyon
gostererek, Orhan ve arkadaslarinin ¢alismasinda yer alan herhangi bir Sa/via tiiriiniin etil
asetat ekstraktindan daha yiiksek inhibisyon kapasitesine ulasmistir. Bu durum, S.
dorystoechas’in igerdigi lipofilik bilesiklerin AChE inhibisyonu ag¢isindan daha giiclii
etkiler yaratabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calismanin 6nemli farkliliklarindan biri, kullanilan 6rneklerin dogrudan
ekstrakt degil, ham metanol ekstraktinin fraksiyonlara ayrilmasiyla elde edilen ¢oziicii
bazli alt bilesen gruplar1 olmasidir. Fraksiyonlama islemi, kompleks bitki ekstraktlarinin
daha diisiik polariteli (hekzan, kloroform) ve yiiksek polariteli (metanol, su) bilesenlerine
ayrigtirllmasini saglayarak, biyolojik aktivitenin spesifik fraksiyonlarda yogunlagsmasini
test edilebilir kilmaktadir. Bu yontem, inhibitor etkiyi maskeleyen ¢ok sayida inaktif
bilesigin etkisinden kurtularak, inhibitér potansiyeli daha giiclii olan molekiillerin
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tespitine olanak saglar. Nitekim bu calismada, fraksiyonlama sayesinde daha diisiik
konsantrasyonlarda dahi yiiksek inhibisyon diizeyleri elde edilmesi, biyoyonlendirilmis
fraksiyonlamanin farmakolojik etkinligin artirilmasindaki 6nemini vurgulamaktadir.

Sonug olarak, S. dorystoechas’tan elde edilen fraksiyonlar, literatiirde bildirilen
baz1 Salvia tiirlerinden ve hatta bazi tam ekstraktlardan daha diisiik konsantrasyonlarda
daha yiiksek AChE inhibisyonu gostermektedir. Bu durum, bu tiiriin biyolojik olarak aktif
dogal bilesiklerin zenginlestirilmesinde etkili bir kaynak olabilecegini ve fraksiyonlama
tekniginin fitofarmasotik arastirmalarda ne denli kritik rol oynayabilecegini ortaya
koymaktadir.

4.3.2 a-amilaz Enziminin Kinetik Analizi ve inhibisyon Calismalar:

a-amilaz, nisasta ve glikojen gibi kompleks polisakkaritlerin a-1,4-glikozidik
baglarin1 hidrolize ederek kisa zincirli oligosakkaritlere doniistiiren temel bir enzimdir.
Bu enzim hem pankreatik hem de tiikiiriik bezlerinden salgilanarak besinlerin
sindiriminde 6nemli rol oynar. Ancak, a-amilaz aktivitesinin asir1 olmasi, 6zellikle
karbonhidrat igerigi yiiksek diyetlerde, postprandiyal (yemek sonras1) glukoz artisina yol
acarak insiilin direncinin ve tip 2 diyabetin gelisiminde katki saglayabilir. Bu nedenle a-
amilazin inhibisyonu, karbonhidrat emilimini geciktirerek ve kan sekerinin daha yavas
ylkselmesini saglayarak diyabet yonetiminde etkili bir strateji olarak kabul edilmektedir.

Son yillarda, a-amilaz inhibitorlerine olan ilgi yalnizca sentetik ilaglarla sinirlt
kalmamuis, bitkisel kaynakli dogal inhibitérler de 6nemli bir arastirma konusu haline
gelmistir. Bitkisel ekstraktlarin sundugu c¢ok bilesenli yapt hem inhibisyon etkinligini
artirabilmekte hem de sentetik inhibitorlerin neden oldugu gastrointestinal yan etkilerin
azalmasmna katkida bulunabilmektedir. Bu c¢alismada, D. hastata’nin  farkh
fraksiyonlarinin a-amilaz enzimi {izerindeki inhibisyon etkileri degerlendirilmis; bu
etkilerin potansiyel antidiyabetik uygulamalardaki 6nemi tartisilmigtir. Bulgular hem
inhibitor etkinligi hem de bitkisel fraksiyonlarin biyolojik potansiyeli agisindan literatiirle
karsilastirilarak ele alinmistir.

a-amilaz enzimi olarak bu ¢alismada Sus scrofa (domuz) pankreasi kaynakli form
kullanilmistir. insan pankreatik a-amilazi (AMY2A; UniProt ID: P04746) ile yapilan
karsilagtirmalar, bu iki enzim arasinda yiiksek diizeyde sekans homolojisi (%85-90)
bulundugunu gostermektedir. a-Amilazin katalitik aktivitesinden sorumlu olan Asp197,
Glu233 ve Asp300 kalintilari, her iki tiirde de korunmus olup, substrat baglanma oluklari
yapisal olarak bliylik benzerlik gostermektedir (PDB ID: 1PPI vs. ITHNY). Bu durum,
domuz oa-amilazinin inhibitdr taramalar1 ve anti-diyabetik ajanlarin biyolojik
degerlendirmesinde yaygin bigcimde kullanilmasinin  temelini  olusturmaktadir.
Dolayisiyla, bu g¢alismada elde edilen inhibisyon verileri, insan a-amilazi iizerinde
beklenen etkiler i¢in giiclii bir 6n tahmin potansiyeli tagimaktadir.
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Sekil 4.31. Nisastaya ait 620 nm’de ¢izilen standart kalibrasyon grafigi.

a-amilaz enzim inhibisyon c¢alismalarinda nisasta-iyot metodu seg¢ilmistir. a-
amilaz enzimi, nisastay1 daha kii¢iik seker molekiillerine (6rnegin maltoz) hidrolize eder.
Bu siire¢ sirasinda nigastanin iyot ile olusturdugu kompleksin rengi azalir, bu da 620
nm'deki absorbans degerinin diismesine neden olur. Nisasta, a-amilaz enziminin dogal
substratlarindan biridir ve enzim tarafindan pargalanarak reaksiyon hizini 6lgmek icin
uygun bir model substrat saglar.

Sekil 4.31°de ki grafikten elde edilen egri, belirli bir absorbans degerine karsilik
gelen nisasta derisiminin hesaplanmasina olanak tanir. Boylece, a-amilazin aktivitesi
(veya inhibisyonu) sonucunda kalan nisasta miktar1 dogru bir sekilde belirlenebilir.

Eger bir inhibitor eklenirse (6rnegin bitki ekstraktlari), a-amilaz aktivitesi azalir.
Bu, nisastanin daha az par¢calanmasina ve 620 nm'deki absorbans degerinin daha yiiksek
cikmasina yol acar. Kalibrasyon egrisi sayesinde bu absorbans degerinden, enzimin
inhibitor varligindaki aktivitesi belirlenebilir.

Grafikte elde edilen R? degeri, grafikteki verilerin dogrusal modelle neredeyse
miikemmel bir uyum i¢inde oldugunu gostermektedir. Yani, nisasta derisimi ile absorbans
arasinda giiclii bir dogrusal iliski vardir.

Sekil 4.32°de verilen grafikte, a-amilaz konsantrasyonu arttikca absorbansin
azaldigr gozlemlenmistir. Bu, nisasta substratinin oa-amilaz tarafindan pargalanmasi
sonucu olusan daha kiiclik molekiillerin absorbansta azalmaya neden oldugunu gosterir.
Bu molekiiller iyot ile kompleks olusturamadiklari i¢in absorbansta azalma gozlenir.

Substratin enzim tarafindan hidrolizi, a-amilaz konsantrasyonuna bagli olarak
artmaktadir, ancak yiliksek konsantrasyonlarda enzimatik etki plato yaparak
sabitlenmektedir. Elde edilen degerler grafikte de goriildiigii lizere 4. dereceden bir
polinom egrisiyle olduk¢a uyumludur. Bu grafikten yola ¢ikarak elde edilen sekil
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4.33’teki grafik bize ¢aligmamiz gereken o-amilaz araligim1 gostermektedir. Yiiksek
enzim derisimleri nisastanin hizlica parcalanmasina neden olacagi igcin UV-Vis
spektrofotometresinde Ol¢iim almak ve gilivenilir sonuglar elde etmek zorlasacaktir.
Diisiik enzim derisimlerinde ise ortamda substrat ¢ok fazla olacagi i¢in enzim ¢aligsa bile
Olciimlere bu sonug giivenilir bir sekilde yansimayacaktir.
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Sekil 4.32. Sabit nisasta derisiminde (1,5 mg/mL) farkli a-amilaz derisimlerinden elde
edilen enzim aktivite grafigi
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Sekil 4.33. Sabit nisasta derisiminde (1,5 mg/mL) artan a-amilaz derisiminin enzim
aktivitesiyle dogrusal iligkisini gosteren grafik.
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Sekil 4.34. Sabit enzim derisiminde (0,625 U/mL) artan substrat derisiminin enzim
aktivitesiyle iligkisini gosteren grafik.
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Sekil 4.35. Sabit enzim derisiminde (0,625 U/mL) artan substrat derisiminin enzim
aktivitesiyle dogrusal iligkisini gosteren grafik.
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Sekil 4.34’te gosterilen grafikte sabit enzim derisimi (0,625 U/mL) altinda artan
nisasta derisiminin (substrat) a-amilaz aktivitesi tizerindeki etkisini gostermektedir.
Baglangig bolgesinde (0-500 pg/mL) absorbans degerlerinde belirgin bir artis
gozlenmektedir. Bu, enzim-substrat komplekslerinin hizla olustugunu ve enzim
aktivitesinin substrat artisiyla dogru orantili olarak arttigini géstermektedir. 500-1000
pg/mL derisim araliginda absorbans artis1 azalmaya baslamis, edri yavasga plato
cizmigtir. Bu, enzimin aktif bolgelerinin biiyilk kisminin substrat tarafindan
dolduruldugunu ve enzim aktivitesinin maksimum hiza (Vmax) yaklastigimi
gostermektedir. 1000 pg/mL {izerinde plato bolgesi gozlenir. Bu noktada absorbans
yaklagik sabit kalmistir (~2,5-2,6 civari). Substrat derisimi artsa bile reaksiyon hiz1 artik
artmamaktadir. Bu durum, enzimin aktif bdlgelerinin tamaminin doygun hale geldigini
ve sistemin maksimum kapasitesine ulastigini (Vmax) gosterir. Baska bir deyisle, substrat
fazlasi olsa bile enzim daha hizli ¢alisamamaktadir. Sekil 4.35 ise 25-250 pg/mL derisim

araligindaki dogrusalligi gosteren grafiktir. Boylece ¢alisilmasi gereken substrat derisimi
aralig1 da belirlenmistir.

0,006 -

0,005 A

0,004 -

0,003

0,002 1

Hiz (ng/mL.dk)

0,001 A

0 50 100 150 200 250 300
Nisasta derisimi (ug/mL)

Sekil 4.36. a-amilaz (0,50 U/mL) enzimine ait Michealis-Menten grafigi.

Sekil 4.36’da verilen grafik a-amilaz enziminin 25-250 pg/mL substrat derigimi
araliginda 15 dk’lik inkiibasyon ile elde edilmis hiz degerlerinden olusturulan Michealis-
Menten grafigini gostermektedir. Sekil 4.37°de ise bu grafigin dogrusalltirilmasi ile elde
edilen Lineweaver-Burk grafigi gosterilmektedir. Bu grafikten elde edilen kinetik veriler
su sekildedir:

Vmax (mg/mL.dk): 0,01311

Km: 0,2707
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Sekil 4.37. a-amilaz enzimine ait Lineweaer-Burk grafigi.

1,0 -
0,9 -

0,8 -

0,7 -
0,6 -
0,5
0,4 -
0,3 -
02 -
0,1 -
0,0 - . . . . . : . .
0 1 2 5 10 50 100 200 250

inhibitér derisimi (ng/mL)

Absorbans

Sekil 4.38. Inhibitdriin artan derisiminin nisastaya olan etkisini gosteren grafik. (Metanol
fraksiyonu ile ¢alisilmistir.) (n=3 hata ¢ubuklari: £SE)

Bu caligmada, nisasta-iyot yonteminin 6zgiilliigiinii degerlendirmek amaciyla,
enzim eklenmeden yalnizca nisasta ve bitki fraksiyonlarinin bulundugu kontrol deneyleri
gerceklestirilmistir.  (Sekil 4.38). Elde edilen sonuglar, fraksiyonlarin farkli
konsantrasyonlarin nigasta-iyot kompleksinin absorbansi iizerindeki etkilerini ortaya
koymustur. Kontrol grubunda (sadece nisasta) absorbans yaklasik 0,7-0,8 seviyesinde
Ol¢iilmiis ve kompleksin stabil oldugu gozlenmistir. Diisiik bitki fraksiyonu
konsantrasyonlarinda (2—-10 pg/mL) absorbans degerlerinde anlamli bir degisim
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saptanmamustir. Sadece 1 pg/mL derisimde standart degerden daha yiiksek absorbans
gozlenmistir. Ancak yliksek konsantrasyonlarda (50-250 pg/mL) absorbans belirgin
sekilde azalmig ve bu durum, bitki fraksiyonlarinin nisasta veya iyot ile dogrudan
etkileserek kompleks olusumunu engelledigini veya kompleksin stabilitesini bozdugunu
diisiindiirmiistiir. Bu diisiisiin muhtemel nedenleri arasinda, fraksiyonlardaki polifenol ve
antioksidan bilesiklerin iyodun nisasta ile etkilesimini azaltmasi, iyodu indirgemesi veya
nisasta yapisini modifiye etmesi sayilabilir. Bu nedenle, enzim inhibisyon ¢aligmalari
yorumlanirken, bitki fraksiyonlarinin nisasta-iyot sistemi {lizerindeki dogrudan etkileri
g6z oniinde bulundurulmali ve inhibitor etkisi hesaplanirken bu kontrol degerleri dikkate
alimmalidir.
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Sekil 4.39. 100 pg/mL derisimdeki metanol fraksiyonunun o-amilaz enzimi igin
inkiibasyon siiresi ve % inhibisyon arasindaki iligkiyi veren grafik.

a-amilaz enziminin inhibisyon caligmalarinda optimum inkiibasyon siiresini
belirlemek amaciyla metanol fraksiyonunun 100 pg/mL derisimdeki inhibisyonu 5 farkli
zaman araliginda degerlendirilmistir. Sekil 4.39°daki grafikte de inkiibasyon siiresi ile %
inhibisyon degerleri arasindaki iliski siitun grafigi seklinde verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore 15 dk’lik inkiibasyon optimum siire olarak belirlenmistir. 15 dk’dan sonra
inhibisyonun diigmesi bilesiklerin enzimle ikincil etkilesimlerle baglanabilecegin ve belli
bir siire sonra ayrilabilecegini veya bilesiklerin birbirleriyle etkileserek aglomerasyon
olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.40. Fraksiyonlarin farkli derisimlerde a-amilaz enzimi iizerindeki % inhibisyon
degerlerinin karsilastirmalr siitun grafigi.

D. hastata bitkisinin metanol, hekzan, kloroform ve su fraksiyonlarinin a-amilaz
enzimi tizerindeki inhibitor etkilerinin incelenmesi i¢in dort farkli derisim (12,5, 25, 50
ve 100 pg/mL) kullanilarak % inhibisyon degerleri belirlenmis ve fraksiyonlarin enzim
aktivitesi lizerindeki etkileri karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar cizelge 4.9’da
verilmektedir, sekil 4.40°ta ise karsilagtirmali siitun grafigi seklinde verilmistir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, tiim fraksiyonlarin inhibitor etkisinin
derisime bagli olarak degistigi gdzlemlenmistir. Hekzan fraksiyonu, tiim derisimlerde en
yiiksek inhibisyon etkisini gostermistir. Ozellikle 50 ve 100 pg/mL derisimlerinde
%86,53 ve %85,33 inhibisyon degerlerine ulasarak, a-amilaz enzimi iizerinde giiglii bir
inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu bulgu, hekzan fraksiyonunun lipofilik
bilesenlerinin enzim inhibisyonuna 6nemli katkilar sundugunu diisiindiirmektedir.

Metanol fraksiyonu, artan derisimle birlikte inhibisyon etkisini kademeli olarak
artirmig ve en ylksek inhibisyonu 100 pg/mL’de (%35,16) gostermistir. Kloroform
fraksiyonu ise diger fraksiyonlara kiyasla daha sabit bir inhibisyon profili sergilemis ve
ortalama %25-33 aralifinda kalmistir, bu da orta diizeyde bir inhibitdr etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Su fraksiyonu ise artan derisimle birlikte inhibisyon degerini
belirgin sekilde artirarak 100 pg/mL’de %49,40’a ulagsmis ve Ozellikle yliksek
derisimlerde dikkat cekici bir etki gdstermistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, hekzan fraksiyonu a-amilaz enzimi iizerinde
en giiclii inhibitdr etkiye sahipken, su fraksiyonu orta-yiiksek, metanol ve kloroform
fraksiyonlar1 ise diisiik-orta diizeyde inhibisyon etkisi gostermistir. Bu farkliliklar,
fraksiyonlarin igerdigi biyoaktif bilesiklerin kimyasal 6zelliklerine ve enzim-substrat
etkilesimlerine olan etkilerine baglidir. Bulgular, 6zellikle hekzan ve su fraksiyonlarinin
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a-amilaz inhibitdrii olarak potansiyel tasidigini ve antidiyabetik ajan gelistirme
calismalarinda degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Cizelge 4.9. Metanol, hekzan, kloroform ve su fraksiyonlarinin a-amilaz enzimi i¢in %
inhibisyon degerleri.

Qrt %
Fraksiyon Derisim Inhibisyon | SD SE %RSD
12,50 8,95 1,15 0,66 12,85
25,00 18,86 0,92 0,53 4,88
Metanol
50,00 24,36 2,01 1,16 8,25
100,00 35,16 3,22 1,86 9,16
12,50 30,70 2,56 1,48 8,34
25,00 48,35 1,48 0,85 3,06
Hekzan
50,00 86,53 3,86 2,23 4,46
100,00 85,33 5,01 2,89 5,87
12,50 33,50 2,37 1,37 7,07
25,00 26,62 1,78 1,03 6,69
Kloroform
50,00 25,52 1,09 0,63 4,27
100,00 27,72 0,69 0,40 2,49
12,50 21,38 0,84 0,48 3,93
25,00 31,27 0,98 0,57 3,13
Su
50,00 45,47 3,03 1,75 6,66
100,00 49,40 2,41 1,39 4,88
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4.3.3 a-glukozidaz Enziminin Kinetik Analizi ve inhibisyon Cahsmalari

Bu calismada, asetilkolinesteraz (AChE) ve o-amilaz enzimleri {izerinde
gergeklestirilen inhibitor etkinlik degerlendirmelerinin ardindan, benzer bir yontemsel
yaklagim a-glukozidaz enzimi i¢in de uygulanmistir. a-glukozidaz, ince bagirsakta
bulunan ve kompleks karbonhidratlarin hidrolizini saglayarak glukoz olusumuna aracilik
eden temel bir enzimdir. Bu enzim araciligiyla glukozun hizli bir sekilde emilmesi, yemek
sonras1 (postprandiyal) kan sekeri diizeylerinin ani yiikselmesine neden olur.
Postprandiyal hiperglisemi, tip 2 diyabetin baslangicinda ve ilerleyisinde 6nemli bir risk
faktorii  olarak  tanimlanmaktadir. Bu nedenle, a-glukozidaz inhibitorleri,
karbonhidratlarin sindirimini yavaglatarak glukoz emilimini diizenlemekte ve boylece
kan sekeri diizeylerini dengeleyerek diyabet yonetiminde etkili bir tedavi stratejisi
sunmaktadir. Klinik uygulamada kullanilan akarboz, miglitol ve vogliboz gibi a-
glukozidaz inhibitorleri bu mekanizma iizerinden etki gostermektedir. Ancak mevcut
farmakolojik inhibitorlerin gastrointestinal yan etkileri nedeniyle, dogal kaynakli, daha
giivenli ve etkin a-glukozidaz inhibitorlerinin kesfi 6nemli bir arastirma alani haline
gelmistir. Bu baglamda, ¢alismada kullanilan farkli ¢oziiciilerle elde edilmis bitki
fraksiyonlarinin a-glukozidaz inhibitér kapasiteleri zamana ve konsantrasyona bagl
olarak degerlendirilmistir. Onceki enzim calismalarinda oldugu gibi, burada da optimum
inkiibasyon siiresi belirlenmis ve elde edilen inhibisyon yiizdeleri istatistiksel yontemlerle
analiz edilmistir. Bu dogrultuda, a-glukozidaz enzimi iizerinde gergeklestirilen
inhibisyon deneylerine iliskin bulgular asagida sunulmaktadir.

Bu c¢alismada o-glukozidaz enzimi olarak mikroorganizma kaynakli
Saccharomyces cerevisiae formu kullanilmistir. Insan intestinal a-glukozidazi (MGAM,;
UniProt ID: Q14624) ile yapilan karsilastirmalarda genel dizi benzerligi %40-50
diizeyinde olsa da katalitik aktif bolgeyi olusturan Asp616, Glu521 ve benzeri kritik
kalintilar yiliksek oranda korunmustur. Kristal yapilar da (6rnegin PDB ID: 2QMJ) bu
korunumun {i¢ boyutlu diizeyde devam ettigini gostermektedir. Maya kaynakli o-
glukozidazin deneysel stabilitesi, substrat benzerligi ve inhibitor baglanma profili
nedeniyle, anti-diyabetik bilesiklerin 6n tarama analizlerinde bir model sistem sundugu
literatiirde kabul gormektedir. Bu nedenle ¢alismada elde edilen inhibitdr etkiler, insan
intestinal a-glukozidaz1 iizerindeki potansiyel etkiler agisindan translasyonel bir
degerlendirme sunmaktadir.

- o-glukozidaz enziminin inhibisyon calismalari:

Bu calismada, D. hastata bitkisinin ham metanol ckstraktindan elde edilen
fraksiyonlarin a-glukozidaz enzimi iizerindeki inhibitdr etkileri, sentetik bir substrat olan
p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (pNPG) kullanilarak degerlendirilmistir. Bu yontem
hem o6zgiilliigli hem de p-nitrofenol (pNP) gibi kolay izlenebilir bir iiriin vermesi
nedeniyle a-glukozidaz aktivite testlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. a-Glukozidaz
enzimi, pNPG substratin1 hidrolize ederek serbest a-D-glukoz ve sar1 renkli kromojenik
iirlin olan p-nitrofenol (pNP) olusturur. Olusan pNP, 405 nm dalga boyunda maksimum
absorbans veren bir kromofor oldugundan, reaksiyonun ilerleyisi spektrofotometrik
olarak izlenebilmektedir. Deneysel sistemde, inhibitdr varliginda olusan pNP
miktarindaki azalma, enzim aktivitesinin baskilanma derecesini yansitmaktadir boylece
inhibitdriin % inhibisyon miktar1 hesaplanabilmektedir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. a-glukozidaz enziminin p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (pNPG) substratini
hidroliz etme reaksiyonu. (ChemDraw Ultra 12.0 ile ¢izilmistir.)

Cizelge 4.10. Metanol fraksiyonunun (100 pg/mL) zamana bagli % inhibisyon degerleri

Inkiibasyon Ortalama

Siiresi (dk) % Inhibisyon SR SE (%) % RSD
5 85,50 2,67 1,54 3,12
10 87,94 4,00 2,31 4,55
15 89,94 4,22 2,44 4,70
20 92,49 2,59 1,50 2,80
30 83,76 3,42 1,98 4,08

a-glukozidaz enzimi iizerine metanol fraksiyonunun inhibitor etkisi, inkiibasyon
siiresine bagh olarak degerlendirilmis ve bes farkl: siire (5, 10, 15, 20 ve 30 dakika) i¢in
ticer tekrar yapilmistir. Elde edilen veriler ¢izelge 4.10°da verilmis ve sekil 4.42°de siitun
grafigi seklinde sunulmustur. Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
incelendiginde, siireler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmustiir
(F=3.04,p=0.0701). Bu p-degeri, %95 giiven diizeyinde (p <0,05) anlamlilik sinirinin
tizerinde yer almakla birlikte, %90 giiven diizeyinde anlamlilifa yakin bir egilim
gostermektedir. Bu nedenle, siireye bagli inhibisyon degisimi istatistiksel olarak sinirda
bir farklilik géstermektedir.

Coklu karsilagtirmalar i¢in uygulanan Tukey HSD testi sonuglarina gore ise, 15
ve 20 dakikalik inkiibasyon siireleri arasinda %95 ve %90 giiven diizeylerinde anlaml
bir fark bulunmamistir (p = 0,8880). Bu bulgu, her iki siirede elde edilen inhibisyon
ylizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini gostermektedir.
Ortalama degerler incelendiginde 15 dakikada 9%89,93, 20 dakikada ise %92,49
inhibisyon elde edilmistir. Bu kii¢iik fark, istatistiksel anlamlilik géstermediginden, iki
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siire arasinda biyolojik etkinlik agisindan 6nemli bir farklilik bulunmadigi sonucuna
varilabilir.

Tiim bu istatistiksel degerlendirmelere ek olarak, bu ¢alismada kullanilan diger
enzimler olan asetilkolinesteraz (AChE) ve a-amilaz i¢in de optimum inkiibasyon siiresi
olarak 15 dakika belirlenmistir. a-glukozidaz i¢in de ayni siirenin se¢ilmesi, tez genelinde
yontemsel bir tutarlilik saglamakta ve enzimler aras1i karsilastirmayr miimkiin
kilmaktadir. Ayrica 15. dakikada elde edilen inhibisyon diizeyi zaten maksimuma yakin
oldugu i¢in, bu siirenin biyolojik etkinligi temsil etme agisindan da yeterli oldugu
degerlendirilmektedir.

Sonug olarak, a-glukozidaz enzimi i¢in metanol fraksiyonunun inhibit6r etkisi 15.
dakikada yiiksek diizeyde gerceklesmis ve istatistiksel olarak 20. dakikadan farklilik
gostermemistir.  Bu nedenle hem bilimsel gecerlilik hem de tez genelinde
karsilastirilabilirlik saglamak amaciyla, o-glukozidaz inhibisyon deneylerinde 15
dakikalik inkiibasyon siiresi optimum kosul olarak kabul edilmistir.

100 -

90 -
80 -
70 1
60
50 1
40 -
30 1
20 A
10 A
0 T T T T |
S 10 15 20 30

inkiibasyon siiresi (dk)

% Inhibisyon

Sekil 4.42. a-glukozidaz enzimi ilizerine metanol fraksiyonunun (100 pg/mL) zamana
bagli % inhibisyonunu gosteren siitun grafigi. (n=3 hata ¢ubuklar1: +SE)

Calisma kapsaminda, Salvia dorystoechas bitkisinden elde edilen metanol,
hekzan, kloroform ve su fraksiyonlarinin a-glukozidaz enzimi {izerindeki inhibisyon
etkileri, 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/mL derisimlerinde gerceklestirilmis ve elde edilen
veriler iiclii dlgiimlerle analiz edilmistir. Olciimler sonucunda her bir fraksiyon igin
ortalama % inhibisyon degeri, standart sapma (SD), standart hata (SE) ve % bagil standart
sapma (RSD) hesaplanmis ve cizelge 4.13°te verilmistir. Ardindan hem fraksiyon i¢i
(intra-group) hem de fraksiyonlar arasi (inter-group) karsilastirmalar icin tek yonli
varyans analizi (One-way ANOVA) yapilmis ve anlamli bulunan sonuglar Tukey HSD
post-hoc testi ile detaylandirilmistir.
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Cizelge 4.11°’de a-glukozidaz enzimi inhibisyonuna ydnelik metanol, hekzan,
kloroform ve su fraksiyonlarmin farkli derisimlerdeki etkilerinin kendi iginde
karsilastirildig1 varyans analizi (ANOVA) sonuglar yer almaktadir. Her bir fraksiyonun
farkl1 konsantrasyonlarinda gozlenen inhibisyon diizeylerinin kendi icinde anlamli
diizeyde farklilik gosterdigi gozlenmistir (p < 0.001). Metanol, hekzan, kloroform ve su
fraksiyonlari i¢in elde edilen yiiksek F-degerleri, inhibisyon etkisinin konsantrasyona
duyarli oldugunu acik¢a ortaya koymaktadir. Bu durum, fraksiyonlarin biyolojik
aktivitesinin doz bagimliligi gosterdigini ve optimal inhibitor konsantrasyonun
belirlenmesinin 6nemli oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.11. a-glukozidaz enzimi inhibisyonuna yonelik metanol, hekzan, kloroform ve
su fraksiyonlarinin farkli derisimlerdeki etkilerinin kendi i¢inde karsilastirildig: varyans
analizi (ANOVA) sonuglari.

Fraksiyon F-degeri p-degeri
Metanol 216,88 2,48 x 1071
Hekzan 278,62 5,63x 10712
Su 60,78 4,19x10®
Kloroform 159,06 01,55 x 10°°

Cizelge 4.12°de farkli fraksiyonlarin ayni derisimde o-glukozidaz enzimi
tizerindeki inhibisyon etkilerinin karsilagtirmali olarak degerlendirildigi varyans analizi
(ANOVA) sonuglar1 yer almaktadir. Ayni1 konsantrasyondaki farkli fraksiyonlar arasinda
yapilan analizler sonucunda, tiim derisimler i¢in anlamli farkliliklar saptanmistir. Bu
istatistiksel farkliliklar dogrultusunda yapilan Tukey HSD post-hoc testi, 6zellikle su
fraksiyonunun 10-100 pg/mL araliginda diger fraksiyonlara gore anlamli derecede daha
yiiksek inhibisyon etkisi gosterdigini ortaya koymustur (p < 0,001). Ornegin 10 pg/mL
konsantrasyonunda su fraksiyonunun ortalama inhibisyon degeri %74,23 olup; metanol
(%56,64), kloroform (%56,90) ve hekzan (%60,08) fraksiyonlarina gére anlamli derecede
daha ytksektir (p < 0,001). Benzer sekilde, 25 ve 50 pg/mL derisimlerinde de su
fraksiyonunun istatistiksel olarak daha etkin oldugu saptanmistir.

ANOVA sonuglari, hem her fraksiyonun kendi igerisinde artan konsantrasyonlara
gbre inhibitor aktivitesinde anlamli farklar oldugunu (p < 0.001), hem de her bir
konsantrasyonda farkli fraksiyonlarin inhibisyon yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar bulundugunu ortaya koymustur. Tiim konsantrasyonlar birlikte
degerlendirildiginde, su fraksiyonu inhibisyon etkisi bakimindan istatistiksel olarak en
iistiin fraksiyon olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Cizelge 4.12. Farkli fraksiyonlarin ayni derisimde o-glukozidaz enzimi iizerindeki
inhibisyon etkilerinin karsilastirmali olarak degerlendirildigi varyans analizi (ANOVA)
sonugclari.

Konsantrasyon (ng/mL) F-degeri p-degeri
1 196,63 7,85x 10®
5 158,22 1,85 x 107
10 24,73 2,12x10*
25 33,24 7,26 x 10°
50 15,85 9,95 x 10
100 42,98 2,79 x 10°

Sekil 4.43’te sunulan karsilagtirmali siitun grafigi ve cizelge 4.13’te verilen
sonuclar metanol, hekzan, kloroform ve su fraksiyonlarinin 1-100 pg/mL arasindaki
farkli derisimlerde a-glukozidaz enzimi iizerindeki inhibisyon etkilerini ylizde olarak
gostermektedir. Genel olarak tiim fraksiyonlar i¢in inhibitor derisiminin artmasiyla
birlikte inhibisyon diizeylerinde anlamli bir artig gozlenmistir. Bu durum, fraksiyonlarin
enzim inhibisyon etkisinin konsantrasyon bagimli bir seyir izledigini gostermektedir.

Grafikte Ozellikle su egilimler dikkat ¢ekicidir, su fraksiyonu, tiim
konsantrasyonlarda en yiiksek inhibisyon degerlerine ulagsmis ve bu etkisini 6zellikle 10
pug/mL’den itibaren belirginlestirmistir. 100 pg/mL’de inhibisyon oram1 %87,55 olarak
belirlenmistir. Bu durum, su fraksiyonunda yer alan polar bilesiklerin (6rnegin fenolik
asitler ve flavonoid glikozitler) a-glukozidaz enzimiyle yiiksek afiniteye sahip oldugunu
diistindiirmektedir.

Metanol fraksiyonu, su fraksiyonuna yakin degerlere ulasarak o6zellikle yiliksek
konsantrasyonlarda (%90,7 inhibisyon ile 100 pg/mL'de) etkili bir inhibitdr profil
sergilemistir. Bu fraksiyonun da fenolik icerik agisindan zengin olmasi, inhibisyon
etkisini agiklamaktadir.

Klorofom fraksiyonu, orta dereceli inhibisyon aktivitesi gostermistir. 100
png/mL’de ortalama inhibisyon orani1 %65,5 olup, 6zellikle 10-50 pg/mL araliginda daha
istikrarli bir artis gostermistir. Bu etki, lipofilik bilesenlerin sinirli fakat istikrarl bir
inhibitdr kapasiteye sahip olabilecegini gostermektedir.

Hekzan fraksiyonu ise en diisiik inhibisyon degerlerine sahip olmus, diisiik ve orta
konsantrasyonlarda (1-25 pg/mL) smirlt bir etki gosterirken, 50 ve 100 pug/mL’de
inhibisyon oranlar1 %68,6’ya ulagmistir. Ancak bu degerler su ve metanol fraksiyonlarina
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede dusiiktiir. Bunun yani sira hekzan
fraksiyonunda, 5 pg/mL ile 10 pg/mL arasindaki ani inhibisyon artis1 (yaklasik 4 kat)
dikkat ¢ekicidir. Bu durum, fraksiyonda yer alan lipofilik bilesiklerin etkin konsantrasyon
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esik degerine ancak 10 pg/mL seviyesinde ulasabildigini diisiindiirmektedir. Diisiik
konsantrasyonlarda inhibitér etki gostermeyen bu bilesiklerin, belirli bir derisimin
tizerinde enzime baglanabilirligi artmakta ve inhibitdr etki belirginlesmektedir.

BMetanol BHekzan @Kloroform M®Su

100 -
90

80 -

70 -

60 -

50 A

% Inhibisyon

40 -

30

20 A

10 A

1 5 10 25 50 100
inhibitér derisimi (ng/mL)

Sekil 4.43. Fraksiyonlarin farkli derisimlerde o-glukozidaz enzimi {iizerindeki %
inhibisyon degerlerinin karsilagtirmali siitun grafigi (n=3 hata ¢ubuklar1: £SE).

Elde edilen bu sonugclar, su fraksiyonunun a-glukozidaz enzimi inhibisyonunda en
etkili fraksiyon oldugunu agikca ortaya koymaktadir. Metanol ve kloroform fraksiyonlari
ise sirastyla orta-iist ve orta diizeyde etki gosterirken, hekzan fraksiyonu zayif inhibitor
profil sergilemistir. Inhibitér etkinligin bu sekilde fraksiyonlara gore degisiklik
gostermesi, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin bilesik profilini dogrudan etkiledigini ve polar
fraksiyonlarin glukozidaz enziminin inhibisyonu agisindan daha avantajli oldugunu
gostermektedir.

Sonuglar literatiirde yer alan Salvia tiirlerinin ekstraktlarinin o-glukozidaz
enzimini inhibe ettigi caligmalarla karsilagtirlldiginda dikkat c¢ekicidir. Mervic ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismada 7 adet Salvia tiirlinden yalnizca S. fruticosa, S.
officinalis ve S. glutinosa tiirlerinin 1Cso degerleri hesaplanabilir diizeyde inhibisyon
gosterdigi ve bu degerlerin sirastyla 5291, 4451 ve 4496 pg/mL oldugu bildirilmistir.
Karsilagtirma yapildiginda, S. dorystoechas tiiriiniin metanolik ve sulu fraksiyonlarinin
cok daha diisiik derisimlerde (<100 pg/mL) yiiksek inhibisyon etkisi sergiledigi
goriilmektedir.
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Cizelge 4.13. Fraksiyonlarin farkli derisimlerde a-glukozidaz enzimi iizerindeki %
inhibisyon degerleri

. Derisim 0/ ¥ kil o
Fraksiyon (ug/mL) % Inhibisyon SD (%) SE () % RSD
1 16,68 1,21 0,70 7,25
5 36,04 291 1,68 8,07
10 56,64 4,33 2,50 7,65
Metanol
25 79,56 3,92 2,26 493
50 77,60 3,47 2,00 4,47
100 90,74 3,45 1,99 3,80
1 12,52 1,28 0,74 10,23
5 14,09 1,54 0,89 10,95
10 60,08 2,45 1,41 4,07
Hekzan
25 55,57 3,66 2,11 6,58
50 68,63 3,97 2,29 5,78
100 66,65 2,09 1,21 3,14
1 32,10 1,69 1,69 5,28
5 49,78 3,74 2,16 7,51
10 56,90 2,50 1,44 4,40
Kloroform
25 66,32 2,86 1,65 4,32
50 67,51 2,59 1,50 3,84
100 65,54 421 2,43 6,42
1 32,78 0,83 0,48 2,52
5 63,70 3,01 1,74 4,73
10 74,24 1,62 0,94 2,19
Su

25 78,84 3,18 1,84 4,04
50 82,89 2,57 1,48 3,10
100 87,55 4,00 2,31 4,57
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Kalaycioglu ve arkadaslart1 (2018) tarafindan yiiriitillen bir iger caligmada,
Tirkiye'den toplanan 14 farkli Salvia tiiriiniin metanolik ekstraktlar1 kullanilarak o-
glukozidaz enzimi inhibisyonlar1 ICso degerleriyle belirlenmis ve sonuclar 17,6173
png/mL araliginda degismistir. Bu 14 tiirliin tamami inhibisyon etki géstermistir. Bu tiirler
arasinda ICso degerleri

e S aucherivar. aucheri: ICso = 17,6 ng/mL
e S adenocaulon: 1Cso = 25,9 pg/mL

e S absconditiflora: 1Cso = 39,5 pg/mL

o S blepharochlaena: 1Cso = 44,9 pg/mL

e S cilicica: 1Cso =173 pg/mL

seklinde bir dagilim gosterirken, bu ¢alismada kullanilan fraksiyonlarin tamaminda 25
pg/mL derisimde bile % 50 inhibisyon ¢oktan asilmistir. Bu durum S. dorystoechas’tan
elde edilen fraksiyonlarin bir¢ok Salvia tiiriiniin ICso degerlerinin ¢ok altinda kalan
derisimlerde bile daha yiiksek inhibisyon yaptigin1 gostermektedir.

Yapilan genis capli calismalardan birinde ise Shojaeifard ve arkadaslar1 (2023),
Iran florasma 6zgii 32 farkli Salvia tiiriine ait 50 6rnegin o-glukozidaz enzimi {izerindeki
inhibitor etkilerini karsilastirmali olarak degerlendirmistir. Calismada, bitkilerin %80
metanol ile elde edilen ekstraktlar1 kullanmilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Salvia
santolinifolia (% 1Cso: 26,23 ng/mL), S. multicaulis, S. eremophila ve S.
dracocephaloides gibi tiirler a-glukozidaz enzimi iizerinde yiiksek inhibitor aktivite
gostermistir. Bu tiirler, referans inhibitor olarak kullanilan akarbose’dan (ICso: 182,65
png/mL) anlamli derecede daha giiclii etki gostermistir (p < 0,05).

Calismada en aktif tilirlerdeki biyolojik etkilerin, igeriklerindeki spesifik
bilesiklerle dogrudan iligkili oldugu LC-MS, '"H-NMR ve *C-NMR analizleriyle ortaya
konmustur. En baskin bilesikler arasinda flavonoid glikozitleri (luteolin-7-O-glukozid,
apigenin-7-O-glukuronid vb.), fenolik asitler (6zellikle rosmarinik asit) ve diterpenoid
fenoller (karnosol ve karnosik asit) yer almaktadir.

Aragtirmacilar, total fenolik/flavonoid miktar1 ile enzim inhibisyonu arasinda
dogrudan giiglii bir korelasyon olmadigini, asil etkinin spesifik fenolik yapilar ve bunlarin
enzimle kurdugu baglanma tipi ve sinerjistik etkilesimlerle belirlendigini vurgulamstir.
Bu bulgular, Salvia tiirlerinin geleneksel kullanimlarina dayali antidiabetik
potansiyellerinin bilimsel olarak desteklenebilecegini ve yeni dogal a-glukozidaz
inhibitorlerinin kesfinde bu tiirlerin 6nemli bir kaynak olusturabilecegini gostermektedir.
Shojaeifard ve arkadaslariin bu kapsamli ¢alismasi, hem fitokimyasal profil hem de
biyolojik aktivite agisindan tiirler arasi ¢esitliligin dnemine isaret ederek, a-glukozidaz
inhibisyonuna yonelik dogal iiriin arastirmalarina 6énemli bir temel olusturmaktadir.

Bir onceki boliimlerde yer alan enzim inhibisyon c¢aligsmalarinin sonuglartyla
kiyasladigimizda fraksiyonlar, AChE ve a-amilaz lizerinde gorece diisiik inhibitor etki
sergilerken, oa-glukozidaz iizerinde belirgin diizeyde yiiksek inhibitor etkinlik
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gostermistir. Bu durum, bitki ekstraktlarinin igerdigi bilesiklerin farkli enzimlerin aktif
bolgelerine olan baglanma afinitelerinin  degiskenlik gdsterebilecegini ortaya
koymaktadir.

Enzimlerin katalitik mekanizmalar1 ve aktif bolge yapilariin birbirinden farkl
olmasi, inhibitor bilesiklerin hedef seciciligini énemli Olciide etkilemektedir. AChE
enzimi, serin-histidin-glutamat kalintilarindan olusan klasik bir katalitik triad yapisina
sahiptir ve ester hidrolizine 6zgli bir mekanizma izler. a-amilaz, karbonhidrat
polimerlerini parcalamak lizere calisan ve aktif bolgesinde bir aspartik asit katalitik
merkezi bulunan bir endo-amilazdir. a-glukozidaz ise disakkaritleri glukoza ayiran, daha
dar bir aktif bolge yapisina sahip bir egzo-enzimdir ve substrat baglanmasi i¢in seker
halkasima 6zgii 6zel bir baglanma cebi barindirir. Bu yapisal ve fiziksel farkliliklar,
fraksiyon igerisindeki bazi bilesiklerin 6zellikle a-glukozidaz gibi seker substratlarina
0zgii baglanma bolgelerine yliksek afiniteli olmasina neden olabilirken, AChE veya a-
amilaz gibi farkli substratlara 6zgii enzimler lizerinde daha diisiik etki gdstermelerine yol
acgabilmektedir.

Bu farkliligin olasi bir agiklamasi, ¢alismada tespit edilen fenolik bilesiklerin
yapisal ozellikleri ile iliskilendirilebilir. Ozellikle rutin gibi flavonoid glikozidler,
yapilarinda tasidiklar1 seker birimleri sayesinde a-glukozidaz enziminin seker tanima
bolgelerine yliksek afinite gosterebilir. Rutin, kuersetin aglikonuna bagli bir rutinoz
(glukoz + ramnoz) birimi igerdigi i¢in, a-glukozidazin dogal substratlarina benzer bir
baglanma motifine sahiptir. Asetilkolinesteraz ve o-amilaz gibi farkli katalitik
mekanizmalara sahip enzimlerde ise bu tiir bir glikozidik yapi, aktif bolgeyle daha diisiik
etkilesim saglayabileceginden, rutin igeren fraksiyonlarin bu enzimler {izerindeki
inhibitor etkisi daha sinirli kalabilir. Bu durum, fraksiyonlardaki bilesiklerin enzim
spesifikligi acisindan segici bir inhibitor profil sergiledigini diisiindiirmektedir.

Dogrudan flavonoid miktarina baglanmasa da fraksiyonlarin igerdigi flavonoid
cesitliligi de onemlidir. Tadera ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada (2006),
alt1 farkli flavonoid grubuna ait toplam 25 bilesigin, ii¢ farkli enzim sistemi iizerindeki
inhibitor etkilerini sistematik olarak karsilagtirmiglardir. Calisma, flavonoidlerin yapisal
Ozellikleriyle inhibitor etkinlikleri arasindaki iliskiyi derinlemesine inceleyerek, bu
bilesiklerin enzim se¢iciligini belirleyen yapisal motiflerini ortaya koymustur. Calismada
maya a-glukozidaz1 {lizerinde yiiksek inhibitér etki goOsteren flavonoid gruplar
antosiyanidinler, izoflavonlar ve flavonoller olarak siralanmistir. Ozellikle siyanidin,
genistein, kuersetin, miristin ve epigallokatesin gallat, ICso degeri 15 uM’nin altinda
kalan gii¢lii inhibitorler olarak one ¢ikmistir. Molekiiler diizeyde yapilan analizler,
flavonoidlerin B halkasindaki 4'-OH grubu, B halkasinin poli-hidroksillenmis olmasi ve
C halkasinda 2,3-¢ift bag1 ile 4-karbonil grubunun varli§inin inhibitor etkinligi artiran
yapisal 6zellikler oldugunu gdstermistir.

Bu bulgular, calismada gozlemlenen a-glukozidaz iizerine yliksek inhibitor
etkinligi desteklemekte ve fraksiyonlarin antidiyabetik potansiyelini ortaya koymaktadir.
Sonug olarak, rutin gibi yapisal 6zelliklere sahip bilesiklerin varligi, fraksiyonlarda
bulunan flavonoidlerin orani ve igerigi a-glukozidaz segiciliginin ve bu enzim tlizerindeki
inhibitdr etkinligin temel belirleyicilerinden biri olabilir.
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda D. hastata bitkisinin ham metanolik ekstraktindan elde edilen
metanol, hekzan, kloroform ve su fraksiyonlarinin in vitro antidiyabetik ve anti-
Alzheimer etkileri incelenmis ¢esitli fenolik bilesenlerin analizi, toplam fenolik ve toplam
flavonoid bilesen tayinleri ile enzim inhibisyon c¢alismalari yapilmistir. Elde edilen
bulgular, bitkinin incelenen enzimler iizerindeki biyolojik 6zelliklerini agiga ¢ikarmustir.

Fenolik bilesenlerin UHPLC-MS/MS analizleri, bitkinin zengin bir fenolik profil
sundugunu gostermistir. Ozellikle karnosik asit, karnosol ve rutin incelenen
fraksiyonlarda miktarca en fazla bulunan bilesenler olarak dikkat ¢ekmistir. Bu tez
calismasinda D. hastata bitkisinde ilk kez varlig1 gosterilmis sekiz adet fenolik bilesen
vardir. Bu bilesikler; rutin, gallik asit, kaftarik asit, katesin, epigallokatesin gallat,
epikatesin gallat, epikatesin, siyanidin ve delfinidindir. Ozellikle rutinin bagil olarak
yiiksek miktardaki varliginin gosterilmesi ve karnosik asit ve karnosolden sonra iigiincii
en ¢ok bulunan bilesen olmasi olduk¢a onemlidir. Karnosik asit ve karnosoliin tespit
edilen yiliksek oranlart D. hastata bitkisinin bu bilesenlerin kaynagi olarak
kullanilabilecegi sonucu dogurmustur.

Toplam fenolik bilesen tayininde metanol fraksiyonu 300,93 = 7,66 mg GAE / g
KF degeri ile, kloroform fraksiyonu ise 223,96 + 6,88 mg GAE / g KF degeri ile en yliksek
fenolik bilesen igerigine sahip fraksiyonlardir. Toplam flavonoid bilesen tayininde ise
49,39+ 0,22 mg QE / g KF degeri ile su en yiiksek flavonoid i¢erigine sahip fraksiyondur.

Tiim enzim c¢aligmalarinda inhibitoriin inkiibasyon siiresi 15 dakika olarak
belirlenmistir. Kinetik c¢alismalarin takibini i¢in tiim inhibitorlerde Lambert-Beer
yasasina uyduklar1 ve substrat ile girisim yapmadiklar1t 0-100 pg/mL derisim araligi
belirlenmistir. AChE enziminin inhibisyonunda metanol ve hekzan fraksiyonlar1 10
png/mL  konsantrasyonda %40’in iizerinde inhibisyon gostermis; kloroform ve su
fraksiyonlar1 yaklasik %25 inhibisyon saglamistir. a-amilaz enziminin inhibisyonunda
hekzan fraksiyonu 50 pg/mL’lik ¢ozeltisi ile %86 oraninda inhibisyon yaparak en yliksek
aktiviteyi sergilemistir. a-glukozidaz enziminin inhibisyonunda 10 pg/mL’lik derisimde
tim fraksiyonlar %350-%75 arasinda inhibisyon gostermistir. Boylece en yliksek
inhibisyon sonug¢lar1 a-glukozidaz enziminde gozlenmistir.

Elde edilen sonuglar, D. hastata'nin fenolik bilesenlerce zengin bir kaynagi temsil
ettigini ve D. hastata’nin yalnizca bir degil birden fazla metabolik ve norolojik yolag:
hedefleyen ii¢ 6nemli enzimi inhibe edebildigini ortaya koymustur. AChE inhibisyonu ile
noroprotektif, a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonlar1 ile antidiyabetik etkiler ayni
bitkisel kaynakta gozlemlenmistir. Coklu hedeflere yonelik bu biyolojik aktivite, bitkinin
“cok fonksiyonlu biyoterapotik™ potansiyelini 6n plana ¢ikarmaktadir. Bu yoniiyle D.
hastata, yalnizca tek bir hastaliga degil, metabolik sendromlar ve yasa bagli dejeneratif
hastaliklar gibi kompleks hastalik tablolarma yonelik bitkisel formiilasyonlarda
kullanilabilecegini ve yeni bitki temelli fonksiyonel gida takviyelerinde potansiyel bir
aday olabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alisma in vitro kosullarda gergeklestirilmis olup D. hastata’nin potansiyelinin
dogrulanmasi i¢in in vivo deneylerinin yapilmasi da Onerilmektedir. Fraksiyonlarin
fenolik bilesen tayininde sadece belirtilen bilesikler tayin edilmistir dolayisiyla
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fraksiyonlarin icerdigi baska bilesiklerin varligt da goz ardi edilmemelidir. Kinetik
analizlerde elde edilen Km ve Vmax degerleri, belirli bir substrat ve kosul altinda
Olciilmiis olup farkli substratlar veya degisken cevresel kosullar altinda farklilik
gosterebilir. Ayrica inhibisyon c¢aligmalarindan elde edilen sonuglar belirtilen kosullar
altinda alian fraksiyonlara ait olup farkli ekstraksiyon teknikleri kullanilarak elde edilen
ekstraktlarin bu enzimler iizerindeki inhibisyon sonuglar1 da degisecektir. Gelecek
calismalarda fraksiyonlarin toksikolojik degerlendirmelerinin yapilmasi ve in vivo
kosullardaki doz-yanit iligkisinin ortaya konulmasi gerekmektedir dolayisiyla bu
calismadan elde edilen sonuglara gore insan kullanimi i¢in dogrudan bir Oneri
yapilamamakta ancak D. hastata bitkisinin potansiyeli ortaya konulmaktadir.
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