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Bu calismada, Cyclotrichium longiflorum bitkisinin metanol, etanol, distile sudan
(72.5/14.8/12.7, v/v/v) olusan solvent karisim ile hazirlanan ekstraktinda antikolinerjik,
antidiyabetik, antioksidan, antibakteriyel aktivite ve fenolik icerigi degerlendirilmistir.
Calismada, antioksidan aktivite analizleri igin 2.2.-Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH), 2.2
azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS) ve Demir indirgeyici antioksidan gii¢
tayini (FRAP) metotlar1 kullanilmigtir. Ayrica bitkide toplam fenolik ve flavonoid igerik
tayini deneyleri de yapilmistir. Antikolinerjik ve antidiyabetik aktiviteler igin
asetilkolinestraz (AChE), biitirilkolinesteraz (BChE), alfa-amilaz ve alfa-glukozidaz enzim
inhibisyon aktivite deneyleri gerceklestirilmistir. Antibakteriyel analiz i¢in Escherichia coli
ve Stahylococcus aureus bakterilerine kars1 disk difiizyon yéntemi ve Minimum Inhibitér
Konsantrasyonu (MIK) arastirilmistir. Bitkinin fitokimyasal bilesenlerin detayl analizi i¢in
ise LC-MS/MS metodu kullanilmigtir. Yapilan analizler sonucunda C. longiflorum bitkisinin
antioksidan etkisinin ICso degerleri hesaplanmuis, bitkide yiiksek antioksidan etki oldugu ii¢
deney sonucunda da gorilmiistiir. Antibakteriyel deneylerinden ilki olan disk difiizyon
yonteminde bitki her iki bakteri i¢in de iyi zon olusturmus, sonuglar pozitif ve negatif
kontroller ile karsilastirilmistir. MIK sonuglarinda anlamli  antibakteriyel aktivite
goriilmiistiir. Yapilan enzim inhibisyon deneylerinde AChE ve BChE enzimlerine karsi
bitkinin giiclii inhibisyon aktivitesi oldugu belirlenmis ve bitkinin 6nemli ol¢lide
antikolinerjik etkisinin oldugu sonucuna ulagilmistir. a-amilaz ve a-glukozidaz enziminde
beklenen inhibitor etkilerinden ziyade bu enzimlerin aktivitesinde tam tersi bir artis
gozlenmistir. LC-MS analizi sonucunda, ekstraktin 6nemli 6lgiide naringin ve hesperidin
gibi flavonoid bilesiklerini igerdigi tespit edilmistir. Literatiirde bu bilesiklerin enzimlerin
aktif bolgelerine baglanarak aktivator etki gosterdigi caligmalarda goriilmistiir. Bu
calismada da benzer sonuglar ile karsilagilmistir. LC-MS/MS metodunda C. longiflorum
bitkisinde naringin, hesperidine ek olarak, rutin hidrat, benzoik asit, eridiktiol bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan, antibakteriyel, Cyclotrichium longiflorum,
enzim inhibisyon, LC-MS/MS
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ABSTRACT

ASSESSMENTS OF ANTICHOLINERGIC, ANTIDIABETIC, ANTIOXIDANT

ACTIVITIES AND PHENOLIC CONTENT OF Cyclotrichium longiflorum
MSC THESIS
SIBEL ATAY
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. FATIH SATIL )
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. MEHMET EMIN DIKEN )
APRIL - 2025

In this study, anticholinergic, antidiabetic, antioxidant, antibacterial activities and phenolic
content of the extract of Cyclotrichium longiflorum plant prepared with a solvent mixture
consisting of methanol, ethanol, distilled water (72.5/14.8/12.7, vIv/v) were evaluated. In the
study, 2.2-Diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH), 2.2 azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS) and Iron reducing antioxidant power determination (FRAP) methods
were used for antioxidant activity analyses. In addition, total phenolic and flavonoid content
determination experiments were performed in the plant. Acetylcholinesterase (AChE),
butyrylcholinesterase (BChE), alpha-amylase and alpha-glucosidase enzyme inhibition
activity experiments were performed for anticholinergic and antidiabetic activities. Disk
diffusion method and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) were investigated against
Escherichia coli and Stahylococcus aureus bacteria for antibacterial analysis. LC-MS/MS
method was used for detailed analysis of phytochemical components of the plant. As a result
of the analyses, ICso values of antioxidant effect of C. longiflorum plant were calculated, and
it was determined that the plant had high antioxidant effect as a result of three experiments.
It was also seen. In the first of the antibacterial experiments, the disk diffusion method, the
plant formed a good zone for both bacteria and the results were compared with positive and
negative controls. Significant antibacterial activity was seen in MIC results. In the enzyme
inhibition experiments, it was determined that the plant had a strong inhibitory activity
against AChE and BChE enzymes and it was concluded that the plant had a significant
anticholinergic effect. Rather than the expected inhibitory effects in a-amylase and a-
glucosidase enzymes, an opposite increase was observed in the activity of these enzymes.
As a result of LC-MS analysis, it was determined that the extract contained significant
flavonoid compounds such as naringin and hesperidin. It has been seen in the literature that
these compounds bind to the active sites of enzymes and have an activator effect. Similar
results were obtained in this study. In addition to naringin and hesperidin, rutin hydrate,
benzoic acid and eridictyol were found in C. longiflorum plant in the LC-MS/MS method.

KEYWORDS: Antioxidant, antibacterial, Cyclotrichium longiflorum, enzyme inhibition,
LC-MS/MS
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ABTS : 2.2 azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit))
ACh - Asetilkolin
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BChE : Bitiirilkolinesteraz
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RNS - Reaktif nitrojen tiirleri

ROS - Reaktif oksijen tiirleri

TBHQ : Tersiyer-biitilhidrokinon

TE : Trolox

Tptz : 2,4,6-Tri-2-Pyridinyl-1,3,5- Triazine
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ONSOZ VE TESEKKUR

Anadolu’nun zengin bitki gesitliligi arasinda tibbi 6zellikleri ile 6ne ¢ikan bir ¢ok bitki
bulunmaktadir. Bu zengin tibbi bitki gesitliligi i¢erisinde yer alan Cylotrichium longiflorum
bitkisi bu tez ¢alismamin ana konusunu teskil etmektedir. Bu ¢alismada C. longiflorum'un
antikolinerjik, antidiyabetik ve antioksidan aktiviteleri degerlendirilerek, fenolik
bilesiklerinin biyolojik etkileri ile olan iligkisi ortaya konmaya ¢alisilmistir. Giiniimiizde
oksidatif stresin neden oldugu hastaliklar, diyabet ve norodejeneratif hastaliklar 6nemli
saglik sorunlari arasinda yer almaktadir. Bu dogrultuda, bitkisel kaynakli dogal bilesiklerin
terapotik potansiyellerinin arastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Tez ¢alismasi ile elde
edilen bulgularin bitki iizerinde farmakolojik potansiyelini arttirarak literatiire katki
saglanacagi disiiniilmektedir.

Calisma boyunca bir ¢ok Kisinin destegini yanimda gordiim. Basta yiiksek lisans egitimim
boyunca rehberligi ile bana yol gosteren, bilimsel bilgi ve deneyimlerini comertge paylasan
kiymetli danigmanim Prof. Dr. Fatih Satil’a siikranlarimi sunarim.

Deneylerimin her asamasinda katki saglayan, bilgi birikimini ve yardimlarini esirgemeyen
es danismanim Dog. Dr. Mehmet Emin Diken e tesekkiir ederim.

Kabul siirecimden itibaren her an yanimda olan, bana laboratuvarlarinin kapisini agarak tiim
destegini sunan, iyi yiirekli hocam Prof. Dr. Serap Dogan’a tesekkiir ederim.

Disiplini ve bilgi birikimine hayran oldugum sevgili hocam Dr. Ogr. Uyesi Begiimhan
Yilmaz Kardas’ a ve tez bitkimi toplayip teshis eden, ulagtiran Dog¢. Dr. Mikail Agar’ a
tesekkiir ederim.

Tezimi 2024/106 nolu proje ile destekleyen Balikesir Universitesi Rektorliigii Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimine tesekkiir ederim.

Laboratuvar ailem, tez siireci ve disinda hep benimle olan ekip arkadaslarim Kardelen
Sezgin, Sertap Karabas, Didem Karakus, Nur Yalgin’ a; varligii yanimda hep hissettigim
Ipek Bozdemir’e ve bu yolculukta bana gii¢ veren degerli arkadaslarim Nihal Inci, Dilara
Ipek, Esra Toptas, Havva Yilmaz, Halil Alper Yalcin ve Berkay Yildiz’ a kalpten tesekkiir
ederim.

Hayatim boyunca yanimda olan, beni kosulsuzca dogru ve yanlislarimla destekleyen,
yolumu aydinlatan, bagarinin ve azmin degerini bana 6greten, zor zamanlarimda sarsilmaz
bir dayanak olan canim annem ve babam, Yasemin Atay ve Ahmet Atay’a; her zaman
yanimda olan sevgili kardeslerim Gamze Kocamemis ve Zehra Atay’a enistem Tugrul
Kocamemis’e; biricik yegenlerim Sahra ve Ziimra’ya yiirekten tesekkiir ediyorum.

Ve simdi, en zor tesekkiirli kendime etmek istiyorum. Ciinkii bu yol hi¢ kolay olmadi. 'Kizlar
okumaz' diyenlere inat, inandigim yoldan hi¢ donmedim. Yoruldum, umutsuzluga diistiim
ama her seferinde daha gii¢lii kalkmay1 basardim. Bu siiregte kendime ve ¢evreme sunu
kanitladim: Kadinlar isterse her seyi basarabilir. Atatiirk’lin kadinlar i¢in ¢izdigi o yolda
ylriimek benim i¢in bir gorev ve onurdu. Kendime, her zorluga gogiis gerdigim, umudumu
kaybetmedigim ve inandigim igin tesekkiir ediyorum.

Balikesir, 2025 Sibel ATAY
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1. GIRIS

Etnofarmakoloji, bireylerin hastaliklardan korunma ve tedavi amaciyla ilag gelistirilmesinde
Oonemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Bitkisel iirlinlerin kolay erisilebilir ve diisiik
maliyetli olmasi, ayrica “dogal olan zararsizdir” diisiincesi, bitkilerin bilingli ya da bilingsiz
bir sekilde kullanimini artirmaktadir (Bacanli vd., 2015). Bitkilere olan ilginin artmasiyla
birlikte, bilimsel caligmalarda da tibbi amacgla kullanilan bitkilere yogun bir ilgi
gosterilmektedir. Bunun baslica nedeni, toplumda genis bir kesimin sentetik ilaglarin yan
etkilerinden endise duymalaridir. Tibbi bitkilere farmasotik potansiyel kazandiran temel
bilesenler ise sekonder metabolitlerdir. Bitkiler, dogada zararli patojenlere karsi savagsmak
icin sekonder metabolitleri kullanir. Bitki dayanikliliginda, endiistriyel uygulamalarda ve
saglik alaninda biiylikk Oneme sahip olan bu bilesikler temel ii¢ grup halinde
siiflandirilmaktadir. Yapilan arastirmalar, sekonder metabolitlerin 6nemli bir sinift olan
fenolik bilesiklerin, terapdtik etkilere sahip oldugunu kanitlamistir (Giizel, 2023a; Tiring
vd., 2021).

Bitki yapisinda bulunan ve bitkinin savunma sisteminde ¢ok 6nem arz eden fenolik
bilesikler, bitkinin biiylime, gelisme ve dollenme gibi hayati islevlerinden sorumludur.
Fenolik icerik bakimindan zengin bitkiler, diyabet, Alzheimer, kalp problemleri, kanser
hastaliklarinin ek olarak insan hiicrelerinde mutasyonun azalmasi bakimindan da énemlidir
(Karakaya, 2004). Fenolik bilesiklerin insan saghg: iizerinde, antioksidan, antikolinerjik
antidiyabetik, antienflamatuvar, antialerjik, antibakteriyel, antiviral, antipatojenik gibi
birgok etkisi bulunmaktadir (Manach et al., 2004).

Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, viicutta dejenere etki gosteren oksijen yogunlugunun
azaltmasina, oksidasyonun baslamasini dnlemesine veya direkt olarak serbest radikalleri
tutarak radikal oksijen tiirlerinin olugmasini engellemesine dayanmaktadir (Zhang and Tsao,
2016). Antioksidanlar hiicre metabolizmasinin toksik yan iirlinii olan serbest radikalleri
noétralize hale getirir ve bir denge olusturmak i¢in durmadan calisirlar ancak oksidatif denge
bozuldugunda oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stresin artmasi, hiicre i¢i lipit ve
protein yapilarin ¢ift bag iceren gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina zarar
verebilir ve bir hidrojen atomu koparir. Artan reaktif oksijen tiirleri seviyesi ile baglayan ve
zincirleme oksidasyon reaksiyonlari hasari ile devam eden bu durum beraberinde birgok

hastalig1 getirmektedir. Oksidatif hasar, lipidleri, proteinleri ve niikleik asitleri etkileyerek



kanser, diyabet, ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok hastaliga neden
olabildigi son yillarda yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Lima et al., 2006; Rao et al.,
2007). Oksidatif stresin yol agtig1 hiicresel hasar hem diyabet hem de Alzheimer hastaliginin
patogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ayrica
Alzheimer ve diyabet arasinda bir iligki oldugu goriilmektedir. Alzheimer hastalarinin
cogunda metabolik diizensizlikler ve hatta insiilin direnci oldugu belirlenmistir. Insiilin
direnci ve diyabet beyindeki glikoz metabolizmasini bozabilmekte ve noéronlarin enerji
iiretme sistemime zarar verebilmektedir. Diyabetle birlikte oksidatif stres nedeniyle
norodejeneratif siire¢ hizlanarak Alzheimer hastaligina zemin hazirlamaktadir (Ferreira et

al., 2018).

Enzim inhibisyon caligmalar1 6zellikle diyabet ve Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisinde
biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu hastaliklarda enzimlerin anormal aktivasyonu patolojik
siiregleri tetikleyebilir. Ornegin, Alzheimer hastaliginda asetilkolinesteraz (AChE) ve
butirilkolinesteraz (BChE) gibi enzimlerin inhibisyonu, norodejenerasyonu yavaslatma
potansiyeline sahiptir. Diyabette ise a-glukozidaz ve a-amilaz enzimlerinin inhibisyonu,
karbonhidrat emilimini geciktirerek kan sekeri kontroliine yardimci olur. Bu tiir enzim
hedefli tedaviler, hastaligin ilerleyisini yavaslatmayir amaclayan farmasotik stratejilerin

onemli bir pargasidir (Nguyen et al., 2023; Prete and Pagano, 2024).

Bitkilerin sahip olduklar1 zengin fenolik ve flavonoid bilesenler sayesinde gliclii antioksidan
ve enzim inhibe edici 6zellik gosterdikleri bilinmektedir. Ozellikle Lamiaceae ailesine ait
bitkiler zengin fitokimyasal bilesenleri ile dikkat ¢ekmektedir. Lamiaceae familyasina ait
bitkilerin bu potansiyeli, hastaliklarin tedavisinde dogal ¢oziimler sunma agisindan biiyiik

ilgi gérmektedir (Ekin et al., 2019).

Lamiaceae familyasina ait olan Cyclotrichium longiflorum Leblebici tiirii yetistikleri

yorelerde halk tarafindan “Tiiylii gekme” ismi ile bilinmekte ve yemeklerde veya sifali ot

olarak kullanilmaktadir (Kaya et al., 2015; Aslan et al., 2007).

Bu c¢alismada Lamiaceac familyasina ait C. longiflorum tiiriiniin antikolinerjik,
antidiyabetik, antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri arastirilmistir. Ayrica bitki

ekstraktlarinin fenolik bilesenleri LC-MS/MS analizleri ile belirlenmistir.



C. longiflorum ile ilgili yeterli ¢alisma olmadigi goriilmektedir. Bu tir ile ilgili
antikolinerjik, antidiyabetik, antioksidan aktiviteleri ve fenolik i¢eriginin degerlendirilmesi
ile ilgili yapilmis bir caligma bulunmamaktadir. Calisma sonucunda elde edilecek bulgularin
farmakoloji alaninda yapilacak ¢alismalara ve gida teknolojisine katkida bulunabilecegi

distiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Sekonder Metabolitler

Bitkiler primer ve sekonder metabolitler olarak adlandirilan yapilara sahiplerdir. Primer
metabolitler tiim bitkilerde bulunan, beslenmeye ve tiremeye katilarak metabolik faaliyetleri
yerine getirir. Bitkide bulunan primer metabolitler niikleik asitler, karbonhidratlar, lipitler
ve yaglar gibi bitki gelisiminde hayati rolleri olan bilesikleri kapsamaktadir. Sekonder
metabolitler ise bitkide diisiik konsantrasyonlarda bulunan kiiclik bilesiklerdir. Sekonder
metabolitler, farkli organik molekiilleri sentezleme kapasitesine sahip, benzersiz karbon
iskelet yapilart olan, bitkinin biiylime ve gelismesi i¢in ihtiya¢ duymadigi ancak bitkilerde
yan {iriin olarak iiretilen ve genellikle olusumu doku, organ ve hiicreye 6zgii olan
bilesiklerdir. Bu bilesiklerin miktar1 ve ¢esitliligi bitkiye baghdir. Bitkilerin sekonder
metabolitleri iiretme amaglari genel olarak savunma amaclidir. Bitkilere karsi olugan biyotik
ya da abiyotik streslere karsi bitkileri korumaktadir. Birgok sekonder bilesik, diger
hiicrelerin aktivitelerini etkiler ve metabolik faaliyetlerini kontrol ederek bitkinin gelisimini
koordine eder bunu da sinyal fonksiyonlar: ile yapar (Bakir, 2020). Sekonder Metabolitler
farkli kimyasal yapilara sahiptirler ve terpenler, alkaloidler ve fenolikler, olarak li¢ grupta

siiflandirilirlar (Topcu ve Colgegen, 2015).

2.1.1 Terpenler

Terpenler en biiylik sekonder metabolit grubunu igermektedirler. Terpenler monoterpenler,
seskiterpenler, diterpenler, triterpenler ve politerpenler olarak bes gruba ayrilmaktadir
(Bakir, 2020). Bitkiler, glandiiler trikomlar, salgi bosluklar1 ve glandiiler epidermis gibi
Ozellesmis yapilarinda gesitli terpenoid bilesikleri sentezler. Terpenlerin biiyiik bir kismi
halka formunda bulunur. Bitki aromalarinin yam sira parfiim ve gida sektoriinde yaygin
olarak kullanilan esansiyel yaglarin ana bilesenleri monoterpenlerdir (Topcu ve Cdlgegen,

2015).

2.1.2 Alkaloidler

Bitkilerden elde edilen, genellikle kuvvetli fizyolojik ve farmakodinamik aktivite gosteren,
halka icinde bir veya birden fazla azot tasiyan, bazik karakterli maddelere alkaloid
denmektedir (Alaca ve Arslan, 2012). Alkaloidler, temelde amino asitlerden, birgok
benzersiz enzim kullanilarak biyosentezlenen azotlu organik molekiiller olan sekonder

metabolitlerdir (Croteau et al., 2000). En 6nemli terapotik ajanlarin ¢ogu alkaloidlerdir.



Insanlar yiizyillardir alkaloidleri agr1 kesici veya tedavi edici yonleri i¢in kullanmislardir

(Bakar, 2020).

2.1.3 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, bir veya birden fazla hidroksil grubunun baglandigi benzen halkasi ve
fonksiyonel gruplara sahip bilesiklerdir. Dogadaki tiim bitkiler savunma mekanizmasi olarak
bircok fenolik bilesigi farkli nitelikte ve konsantrasyonda tretirler. Bitkiler fenolik
bilesikleri yogun stres altinda korunma amaciyla iliretmektedir. Ayn1 zamanda fenolik
bilesiklerin meyve sebzelerde tat ve renk verme gibi 6zellikleri de bulunmaktadir. Fenolik
bilesiklerin varligr gidalarin besinsel degerinde etkili olmakla birlikte ayni zamanda
besinlerin kaliteleri tlizerinde de etkilidir. Gidalarda, eser miktarda bulunduklarinda bile
gidalar1 oksidatif bozulmalara kars1 korumaktadirlar. Fenolik bilesikler kendi igerisinde 5°e
ayrilmaktadir. Yapisal faktorlere ve sahip olduklar1 halka yapisina gore isimlendirilirler.

Fenolik bilesiklerin en biiyiik grubu flavonoidlerdir (Atak vd., 2017).

FLAVONOIDLER LIGNANLAR

" FENOLIK

STILBENLER I BiLEsiKLER TANENLER

FENOLIK ASITLER

Sekil 2.1: Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi (Uyarlanmistir, Atak vd., 2017)

2.1.3.1 Flavonoidler

Insan diyetinde en yaygin fenolik bilesikler flavonoidlerdir. Bitki geligmesi ve biiyiimesiyle
ilgili bircok gorevi bulunmaktadir. Gilinlimiizde 5000°den fazla farkli flavonoid
belirlenmistir. Flavonoidler, biyolojik etkilerini belirlemede 6nemli olan baz1 ortak yapisal
ozellikleri ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptirler. Flavonoidler, geng yapraklarda bulunur
ve antioksidan ozellik gostermelerinin yani sira enzim inhibitorleri ile toksik bilesiklerin

oncii maddeleri arasinda yer alir. Zararli UV isinlarina karsi koruyucu bir bariyer



olusturabilir ve bitkilerin patojenlere karst direng kazanmasina katki saglayabilir (Ating ve
Kalkan, 2018). Flavonoidler aminoasitler karbonhidratlar gibi birinci metabolitlerden
tiirerler. Flavonoidlerin en etkin o6zelligi kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu gorev

almasidir (Birman, 2012).

2.1.3.2 Fenolik asitler
Fenolik asitler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ve organik yapiya sahip bilesiklerdir. Bu

bilesikler, bitki biiyiime siirecinde serbest, konjuge veya bagli formlar halinde sentezlenir.
Yapisal 6zelliklerine gore fenolik asitler, hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler olarak
iki temel gruba ayrilir. Ozellikle hidroksisinnamik asitler bitkilerde daha yaygin bulunur. P-
kumarik, kafeik ve ferulik asitler yaygin serbest hidroksisinnamik asitlere 6rnek olarak
verilebilir. Hidroksibenzoik asitler arasinda ise vanilik asit, siringik asit, gallik asit ve p-

hidroksibenzoik asit 6ne ¢ikar (Lang et al., 2024).

Fenolik asitlerin yapisinda bulunan aromatik halka tizerindeki hidroksil ve metoksil gruplari,
bu bilesiklerin biyolojik aktivitesinde belirleyici rol oynar. Fenolik ve flavonoid yapilar,
antioksidan 6zellikleri ile dikkat ¢eker ve hidrojen atomu vericisi olarak serbest radikalleri
etkisiz hale getirebilir. Ozellikle naringin, hesperidin, klorojenik asit, verbaskosit, erioditiol,
gallik, quersetin, siringik, kafeik asitlerin serbest radikal temizleme etkinligi gosterdigi

bilinmektedir (Lang et al., 2024).

2.2 Serbest Radikaller

Serbest radikaller diisitk molekiil agirlikli, son orbitalinde bir veya c¢oklu eslenmemis
elektrona sahip olabilen, tutarsiz, ayn1 zamanda da aktif molekiiller olarak bilinmektedir. Dig
orbitalde var olan eslenmemis elektronlar1 sebebi ile bagska maddeler ile hizl1 ve kolay bir
sekilde reaksiyona girebilme durumlari vardir (Karabulut ve Giilay, 2016a; Mercan, 2004).
Serbest radikaller hiicrenin genel metabolizma siirecinde olusabildigi gibi farkli dig
faktorlerde bu radikallerin olugmasina neden olabilir. Endojen kaynaklar arasinda
mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi, peroksizomlar ve iltihapli hiicreler yer
almaktayken, ekzojen kaynaklar arasinda ise birgok toksin, hava kirliligi, glines 1511, X-ray
1sinlart etkisi gibi faktorler yer almakta ve bu faktorler serbest radikalleri olusturmaktadir
(Karabulut ve Giilay, 2016b; Karakan ve Nazhkul, 2017; Ozcan vd., 2015). Serbest
radikaller oldukga reaktif molekiiller oldugundan bir¢ok farkli molekiille reaksiyona girerek

ve ¢esitli bilesikler olusturmaktadir. Olusan bu bilesikler genel olarak toksik 6zellikler tasir.
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Serbest radikaller proteinlere, niikleik asitlere, DNA’ya ve lipitlere zarar verebilmektedir.
Proteinlerin yapisinda bulunan peptit baglari, prolin, lizin gibi amino asitler, serbest
radikallere kars1 asir1 hassas olabilmektedir. Proteinin yapisina gore serbest radikal hasarina
karst hassasiyeti, amino asit birlesimine, proteinin aktivasyonundan veya yapisinin
diizenlenmesinden gorevli olan amino asitin konumuna veya protein hasar gordiiyse eger bu
proteinin onarilabilmesine baglidir (Trelstad et al., 1981). Serbest radikallerin niikleik asitler
ve DNA iizerindeki etkileri 6zellikle iyonize radyasyona bagli hiicre mutasyonlari ve hiicre
olimii ile iliskilendirilir. Bu durum, serbest radikallerin DNA ile reaksiyona girmesi
sonucunda ortaya ¢ikar ve Ozellikle hidroksil radikali bu siirecte baslica rol oynar. Niikleik
asit baz degisiklikleri ve DNA zincir kirilmalar sitotoksisiteye yol acar. Bu durumda ise
tamir mekanizmalarinda bir sikinti ya da yetersizlik olusursa mutasyon meydana
gelebilmektedir (Floyd, 1990; Kanofsky, 1989). Lipit peroksidasyonu ise serbest radikaller
tarafindan baglatilir. Serbest radikaller membran peroksidasyonuna neden oldugundan hiicre
zarindaki hasar membran transport sistemlerini bozar ve iyon dengesizliklerine yol acar. Bu
durum, hiicre i¢i kalsiyum artist ve proteaz aktivasyonu ile devam eder. Lipid
peroksidasyonu nedeniyle organellerde membran hasar1 ve litik enzimlerin salgilanmasi
hasart artirir (Slater, 1988). Serbest radikaller hem oksijen hem de nitrojen kaynakli
olabilmektedir. Oksijen kaynakli olanlara reaktif oksijen tiirleri (ROS) denirken, nitrojen
kaynakli olanlara ise reaktif nitrojen tiirleri (RNS) denilmektedir. Bu iki grup icinde en
onemli olan reaktif oksijen tiirleri yani oksijen kaynakli ortaya ¢ikan serbest radikallerdir
(Altiner vd., 2018; Karabulut ve Giilay, 2016a). ROS normal oksijen metabolizmasinda yan
tirlin olarak olusur ve hiicre i¢i dengede 6nemli bir role sahiptir. Hiicrelerde diisiik ve sabit
seviyelerde bulunmasi hiicresel isleyis ve denge i¢in 6nemlidir. ROS bagisiklik sisteminde
antijenlerin yok edilmesine yardimci olur ve fagositoz i¢in Onemlidir. Ayni zamanda
hiicresel haberci olarak veya redoks tizerinden hiicresel iletimi saglayarak faydali gérevleri
bulunmaktadir (Hampton et al., 1998). Ancak ROS’larin kontrolsiiz artisi beraberinde
oksidatif stresi meydana getirir.

Tablo 2.1: Reaktif oksijen tiirlerinin Siniflandirilmasi (Bayhan, 2022)

Radikaller Radikal Olmayanlar Singlet Oksijen
Siiperoksit radikali(Oz-) Hidrojen peroksit(H20-) 10,
Hidroksil radikali(OH-) Lipit hidroperoksit(LOOH)

Alkoksil radikali(LO-) Hipoklorik asit(HCI)
Peroksil radikali(LOO-)




2.3 Oksidatif Stres

Belli bir seviyeye kadar fizyolojik fonksiyonlar1 hizlandiran ROS’lar organizma agisindan
onemli olsa da asir1 artis1 tehlikeli bir durumdur (Aslan ve Karahalil, 2019). Metabolizma
esnasinda olusan ROS’larin fazla artis1 sebebi ile savunma olarak onlar1 azaltip homeostaziyi
saglamaya calisan antioksidanlarin yetersiz olusu, beraberinde oksidatif dengenin
bozulmasin getirmektedir. Bu olaya oksidatif stres denmektedir. Oksidatif stresin artmasi,
hiicre i¢i lipit ve protein yapilarin ¢ift bag igeren gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift
baglarina zarar verebilir ve bir hidrojen atomu koparir. Bunun sonucunda zincirleme
oksidasyon reaksiyonlar1 baslar (Ozcan vd., 2015). ROS seviyesindeki artis
biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olarak hastaliklarin gelismesine neden olur

(Hybertson et al., 2011).

2.4 Antioksidanlar

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin hatta daha spesifik bir alt grubu olan ROS’un
hiicresel yapilara verecek hasarlar1 6nlemesi amaciyla bir savunma mekanizmasi bulunur.
Bu savunma sisteminin ismi “antioksidan sistemler” ya da kisaca antioksidanlardir.
Antioksidanlar savunma gorevini serbest radikallere kolayca elektron hedefi olusturarak
gosterirler. Serbest radikallerin yapilar1 kararsiz oldugundan elektron alma egilimi
gostermektedir. Bu durumda antioksidan son orbitale elektron baglar ve eslesmemis elektron
kararli hale gecer. Antioksidanlar sentetik ve dogal antioksidanlar olarak da ayrilmaktadir.
Sentetik antioksidanlar genelde gida endiistrisinde raf dmrii uzatmak ic¢in kullanilmaktadir.
Gidalarda peroksidasyon siirecini uzatmak ve hatta 6nlemek yalnizca antioksidanlar ile
miimkiin olmaktadir. Sentetik antioksidan uygulamalar1 maliyetlidir. Ge¢misten bu yana
gida {irlinlerinin bozulmalarin1 6nlemek i¢in kullanilan 6nemli sentetik antioksidan olarak
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve tersiyer-
biitilhidrokinon (TBHQ) kullanilmaktadir (Ogiit, 2014).  Ancak son yillarda yapilan
calismalar ile iceriginde fazlasiyla kimyasal barindiran bu antioksidanlar bazi iilkeler
tarafindan yasaklanmig ve kisitlama getirilmistir. Bu durum dogal antioksidanlara kars1 bir

yonelim meydana getirmektedir (Tozoglu, 2011; Haigh, 1986).

Dogal antioksidanlar igerisinde kimyasal barindirmamasi ve zararsiz olmasi sebebiyle son
yillarda kullanimi1 daha da artmistir. Dogal antioksidanlar bircok meyve, sebze ve bitkide
bulunmaktadir. Bu besinlerde baslica antioksidan kaynagi olan fenolik bilesikler vardir.

Klinik denemeler ve epidemiyolojik calismalar meyve sebze tiikketiminin kalp rahatsizliklar
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kanser ve kronik rahatsizliklarin arasinda zit bir iligski oldugunu ortaya koyarken, bitkiler de
dogal antioksidan bilesiklerin baslica kaynagi olarak goriiliir ve siiper antioksidanlar olarak

da adlandirilirlar (Deveci vd., 2016; Davies and Percy, 2000).

2.4.1 Antioksidan testleri

2.4.1.1 DPPH (2.2.-Difenil-1-pikrihidrazil)

DPPH, radikal siiptirme reaktifi kullanilarak biyolojik kaynaklarin antioksidan potansiyelleri
degerlendirilmektedir. Bu yontem hem kolay hem de hizli sonug verdigi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda neredeyse tiim maddelerle reaksiyona girebildigi i¢in ¢ok
avantajlidir (Seyhan, 2019). Bu yontemde antioksidan igerige sahip molekiiller hidrojen
atomlarini, DPPH’da bulunan nitrojen atomuna transfer ederek indirger ve renk
degisimlerine neden olur (Bayhan, 2022; Kedare and Singh, 2011). Bir DPPH ¢ozeltisi
baslangigta menekse rengindedir. Hidrojen atomlar1 indirgendiginde bu renk kaybolur ve
DPPH radikalinin (DPPH-H) indirgenmis formuyla sonuglanir (Yapici et al., 2021). DPPH
antioksidan deneyi UV-vis spektroskopisi ile kolayca kaydedilebilir. 517 nm dalga boyunda
absorbans vermektedir (Giilgin and Alwasel, 2023).

2.4.1.2 ABTS (2.2 azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit))

ABTS antioksidan degerlendirmesinde en ¢ok kullanilan metotlardan bir digeridir. ABTS
neredeyse her lipofilik ve hidrofilik antioksidanla hem hizlica reaksiyona girdiginden hem
de dogru sonug verdiginden yaygin olarak kullanilmaktadir (Dawidowicz and Olszowy,
2013). Antioksidanlarin Hidrojen vermesiyle birlikte indirgenir renk degisimi bu esnada
gerceklesir. ABTS antioksidan deneyi UV-vis spektroskopisi ile kolayca kaydedilebilir. 734
nm dalga boyunda absorbans vermektedir (Alkayar et al., 2024).

2.4.1.3 FRAP (Demir indirgeyici Antioksidan Gii¢ Tayini)

FRAP yontemi, bitki 6zlerinde yaygin olarak kullanilan metotlardandir. FRAP testi, basit
ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle siklikla tercih edilir. FRAP yontemi, asidik kosullar
altinda (pH 3.6) yogun mavi renk olusturur. [Fell(TPTZ)]2+ olusturan ferrik-tripiridiltriazin
[Fell(TPTZ)]3+ nin indirgenmesine dayanir Indirgeme sonucunda koyu mavi bir renk
olusturur (Sadeer et al., 2020). Olusan rengin yogunlugu, 6rnegin antioksidan kapasitesi ile

dogru orantilidir spektrofotometre ile genellikle 593 nm dalga boyunda 6l¢iiliir (Mahajan et

al., 2024).



2.5 Alzheimer ve Kolinerjik Sistem

Alzheimer hastaligi, hastalarda hafizada kayip, diistinme ve konusma zayifliklari, giinliik
yasam aktivitelerini yapmada glinden giine zorluk ¢ekme hatta yapamama gibi git gide
kotiilesen birgok semptomunun goriildiigii bir hastaliktir (Keles ve Ozalevli, 2018).
Hastaligin esasinda, sinir hiicreleri olan ndronlarin kaybi ve buna baglh olarak kolinerjik
sistemdeki azalma bulunmaktadir. Noronlar boéliinebilen hiicreler degildir bu sebepten
hastalik sebebi ile olusan problemler azaltilamaz yalnizca hastaligin seyri yavaslatilabilir.
Bu da kolinerjik etkiyi arttirarak ve kaliteli yasam standartlarini saglayarak miimkiin
olabilmektedir (Berman et al., 1980). Giiniimiiz sartlarinda Alzheimer’a neden olan sebepler
tam olarak bilinmemektedir ancak bazi hipotezlerle hastaligin etkenleri agiklanmaya
calisilmistir. Bunlar kolinerjik hipotez, amiloid hipotezi, tau hipotezi ve oksidatif stres
hipotezidir. Alzheimer hastaligini nedenini aciklayan ve giiniimiizde de kabul edilen tek
hipotez, kolinerjik hipotezdir. Kolinerjik aktivitenin azalmasiyla beraber hastalarda bilissel,
fonksiyonel ve davranigsal diizensizlikler goriilebilmektedir. Bu durum kolinerjik hipotez
olarak adlandirilir. Bu hipoteze gore sinir sisteminde kolinerjik aktiviteyi ve 6grenmeyi
arttiran ¢ok 6nemli bir norotransmiter olan (ACh) miktarindaki azalma Alzheimer’e neden
olmaktadir (Demir ve Tiirkan, 2022). Kolinesteraz enzimleri olan AChE ve BChE
enzimlerinin inhibisyonu, ACh miktarini artirmakta bu da kolinerjik aktiviteyi artirmaktadir.
Hastaligin seyrini yavaslatmak i¢in Beyindeki sinapslarda azalan ACh ndrotransmiter
miktar1 artirilmaya calisilmaktadir. Giinlimiizde AChE inhibitorleri olarak kullanilan bazi
donepezil, rivastigmin ve galantamin gibi bilesikler vardir. Bu inhibitorler giiniimiizde
kullanilan tek Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayl ilaglardir
(Contestabile, 2011).

2.5.1 AChE enzimi

ACHh’ in hidrolizi kolinerjik sinir iletiminin diizenlenmesinde ¢ok dnemlidir ve kolinesteraz
(ChE) enzimlerinin etkisiyle hidroliz edilir. Viicutta yaygin olarak bulunan ve konumlarina
bagh olarak ¢esitli islevlere sahip AChE ile BChE adinda iki tip ChE vardir (Greig et al.,
2002). AChE, 537 amino asit uzunlugunda saniyede 250.000 kadar asetilkolin molekiiliinii
hidrolize eden bir peptid monomeridir (Tripathi and Srivastava, 2010). AChE, Beyindeki
ChE aktivitesinin %80’ inden sorumludur. Beyin, sinir ve kirmizi kan hiicrelerinde yogun
sekilde bulunan spesifik bir esterazdir. Fonksiyonunu, beyinde ve otonom sinir sistemindeki
kolinerjik sinapslarda yer alan asetilkolinin hidrolizini katalizleyerek gosterir (Das, 2012).

Beyindeki asetilkolinin sinapstaki varligt AChE enzimine baglidir. ACh ndéronlarda bulunan
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vezikiillerde depolanir. Buradan ndrona sinir iletisi geldiginde sinaptik aralifa salinir.
Sinaptik aralikta bircogu postsinaptikteki reseptorlere baglanir. Baglanamayanlar1 ise AChE
hidroliz eder. Postsinaptikte sinir iletimini yapan bagli ACh’ ler ayrilir ve AChE tarafindan
hidroliz edilirler. ACh’ in yikimiyla kolin agiga ¢ikar bu kolin tekrar kullanilmak {izere yine

presinaptik norona gider (Wilkinson et al., 2004).

En ¢ok bilinen norotransmiter olan ACh, mitokondrilerde hiicresel solunumun bir iriinii olan
asetil koenzim A (asetil CoA)’ dan ve lipit metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan
kolinden tiiretilmektedir (Koganci and Aslim, 2016). Merkezi sinir sisteminde 6grenme ve
hafiza siireclerinde 6nemli rol oynayan ACh ndrotransmiteri, kolin asetiltransferaz (ChAT)
enzimi yardimiyla presinaptik noéronlarda kolin ve asetil CoA'nin birlesmesi sonucu
sentezlenir. Presinaptik néronlardan salgilanan ACh, postsinaptik néronlarin dentritlerindeki
muskarinik ve nikotinik kolinerjik reseptorlere baglanarak sinirsel iletimi saglar. ACh,
islevini tamamladiktan sonra sinaptik boslukta, AChE ve BChE enzimleri tarafindan kolin

ve asetata parcalanir (Scarpini et al., 2003).

2.5.2 BChE enzimi

BChE; Kolin esterlerinin yani sira ¢esitli esterleri de hidroliz edebilen, kan serumu,
pankreas, karaciger ve merkezi sinir sisteminde yer alan spesifik olmayan bir kolin
esterazdir. Yaklagik 342.000 Da molekiiler agirliga sahip tetramerik bir glikoprotein
yapisindadir. AChE ile BChE yapilar birbirine olduk¢a benzerdir. Fakat baz1 noktalarda
farkliliklar1 vardir bu farklardan bazilar1 substrat 6zginliigli, dokulardaki dagilimi ve

inhibitdrlere duyarliliklar: gibi siralanmaktadir (Miller et al., 2006).

BChE enziminin en hizli parcaladig1 kolin esteri butirilkolindir. Bundan dolay1 bu enzime
biitirilkolinesteraz ismi verilmistir. BChE merkezi sinir sisteminin sinapslarinda pek
bulunmadigi i¢in bu sinapslardaki ACh pargalanmasina ¢ok fazla bir etkisi yoktur. BChE
bazi durumlarda AChE’ nin yedegi olarak is goriir. BChE’ 1 beyindeki rolii belirsizligini
hala korumaktadir (Imramovsky et al., 2013; Isik vd., 2022).

2.5.3 Kolinesteraz inhibitorleri
FDA, Alzheimer tedavisinde kullanilan ii¢ farkli kolinesteraz inhibitorii olan rivastigmin,
galantamin ve donepezili onaylamistir. Bu inhibitorlerin biligsel fonksiyonlar: iyilestirdigi

degerlendirilmektedir ve ¢ok tartisilan ve caligilan bir konu olarak 6nem arz etmektedir. Bu
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ilaglar1  kullanan Alzheimer hastalarmin  %50’sinde  semptomlarin  geciktirildigi
raporlanmistir. Bu ilaglar Alzheimer hastaliginin ¢esitli donemlerinde kullanilmaktadir. Bu
ilaglarin temel amaci peliferik bolgeye yarismali ve geri donisiimlii sekilde baglanarak
asetilkolini sinapsa yedekleyip, kolinerjik iletimin 1iyilesmesine fayda saglamaktir
(Herrmann et al., 2011; Isik vd., 2022). Ancak bu ilaglar kesin ¢6ziim degildir. Yalnizca

semptomlar1 geciktirmek ve hastaligin seyrini yavaglatmak i¢in kullanilmaktadir.

2.5.3.1 Bitkisel kolinesteraz inhibitorleri

Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan mevcut ilaglar, semptomlarin iyilestirilmesi
veya hastaligin ilerlemesinin yavaslatilmasinda yeterli basariy1 saglayamamaktadir. Ayrica,
bu ilaglarin pek ¢ok yan etkisi bulunmakta olup, bu durum hastalar1 alternatif tedavi
yontemlerine, 6zellikle bitkisel kaynaklara yonlendirmektedir. Giinlimiizde tibbi bitkiler,
iceriklerinde bulunan sekonder metabolitler gibi Onemli bilesenler sayesinde bir¢ok
hastaligin tedavisinde potansiyel bir kaynak olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle, tibbi
bitkiler iizerine artan bir ilgi soz konusudur. Bitkisel iiriinler, Alzheimer tedavisinde
genellikle AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonu yoluyla ya da oksidatif stresi azaltarak
etki gostermeye calismaktadir. Bu sayede, bitkisel kaynaklar hem baz1 hastaliklarin
tedavisinde kullanilmakta hem de Alzheimer hastaliginin tedavi siirecine katkida bulunarak
hastaligin semptomlarini hafifletebilmekte ve hastalarin yagam kalitesini artirma potansiyeli
tasimaktadir. Bitkilerden elde edilen inhibitorler cok 6nemlidir. Omegin; Galantamin, nergis,
zambak ve 1lgili bitkilerin ¢igek ve soganlarinin bir ekstrakt olup Alzheimer tedavisinde
kullanilan kolinesteraz inhibitérlerinden FDA tarafindan son olarak kabul edilen inhibitor
olarak dikkat cekmektedir. Galantamin gibi bitkilerden {iiretilebilecek bir¢ok inhibitoriin de
olabilecegi diisliniilmektedir (Kurban ve Sentiirk, 2024).

2.6 Diyabet

Diyabet, bir diger adiyla Diabetes Mellitus (DM) tiim yas gruplarinda ve her popiilasyonda
goriilen ¢ok yaygin kronik bir metabolizma hastaligidir (Mandrup Poulsen, 1998). DM
hastalar1 insiilin seviyesine bagli olarak olusacak akut komplikasyonlar1 en aza indirmek

amaciyla stirekli olarak tibbi kontrol altinda olmalidir (Cosansu, 2015).

DM kendi igerisinde 4 gruba ayrilmaktadir. Bunlar tip 1, tip 2, gestasyonel diyabet (GDM)
ve diger spesifik tipler seklinde siniflandirilir. Tip 1 diyabette, pankreas B-hiicreleri zarar

goriir ve %80-90 azalmas ile insiilin sekresyon kapasitesi yetersiz hale gecer bu durum
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insiilin eksikligini beraberinde getirir. Hastalar genelde 20 yas alt1 gencleri ve ¢ocuklari
kapsamaktadir ve insiilin ile tedavi edilmektedir. Tedavi edilmedikleri taktirde koma ya da
6liim ile sonuglanmaktadir. Tip 2 diyabet insiilin direnci ve insiilin sekresyon bozuklugudur.
Tipl e gore ¢ok daha yaygin ve sik karsilasilan bir diyabet grubudur. Tiim diyabetlilerin
yaklasik %90-95’ini tip 2 diyabetliler olusturur. Genelde 30 yas iistii kisilerde goriilse de
tiim yas gruplarinda da goriilebilir. Gestasyonel diyabet gebelik sirasinda ortaya ¢ikan
diyabete denilmektedir. Gebelerde %2-5 oraninda goriilmektedir. Bu donemde insiilin
karsit1 hormonlar artmakta ve insiilin direnci olugmaktadir (Arituluk ve Ezer, 2012). Diger
spesifik tipler pankreasi etkileyen bir¢ok nedenle ortaya c¢ikan kan sekeri yiiksekligini
tanimlamaktadir. B hiicre fonksiyonunun genetik mutasyonlari, insiiline bagli genetik
bozulmalar, birtakim ilaglarin ya da kimyasal maddelerin kullanim1 gibi bazi nedenlerle

ortaya ¢ikmaktadir (Tanriverdi et al., 2013).

2.6.1 Kan glikoz diizeylerinin diizenlenmesi

Kan glikoz seviyesindeki diizenlemeler pankreastan salgilanan insiilin ve glukagon
hormonlarmin arasindaki iliskiye baglhdir. Insiilin pankreastaki B hiicrelerinden salgilanir
boylece kas yag ve karaciger hiicrelerine glikoz alimini arttirir. Kan sekeri buna bagli olarak
diismeye baslar. Bu durumun iizerine, glukagon pankreasin alfa hiicrelerinden salgilanarak
karacigerden glikoz salinimini tegvik eder ve kan sekeri yiikselir (Bilaloglu vd., 2024).
Saglikli bir kiside kan glikoz diizeyi 70-100 mg/ dL’dir. Yemekten hemen sonraki ilk 1-2
saat i¢inde kan glikoz diizeyi 160-170 mg/dL’yi ¢ok gecmeden belirli bir seviyeye kadar
artarak 2 saat iginde normal sinirlara diiser (Savas ve Giiltekin, 2017). Kana glukoz veren
olaylarla kandan glukoz alan olaylar arasindaki denge ile kan glukoz diizeyi ile saglanir. Bu
olaylar karbonhidrat mekanizmasini olusturmaktadir. Karbonhidrat mekanizmasinin
temelinde glukoz bulunur. Karbonhidrat mekanizmasi yani kan glukoz diizeyi insiilin gibi
hormonlar tarafindan diizenlenir ancak bu iki hormonun dengeyi saglayamamasi durumunda
kisilerde sorunlar ¢ikmaktadir (Altinisik, 2010). Karbohidratlarin sindirim ve emilimlerini
azaltict etkisi olan bir¢cok inhibitdr diyabet tedavisine kullanilmaktadir. Karbonhidrat
metabolizmasinin o-amilaz ve a-glukosidaz gibi temel enzimleri bulunmaktadir. Bu
enzimlerin faaliyeti neticesinde kan glukoz seviyesi yiikseltilmektedir. Karbonhidrat
yikiminda gorevli olan a-amilaz ve a-glukosidaz enzimleriyle yapilan inhibisyon deneyleri
antidiyabetik aktivite tayininde kullanilmaktadir. Enzim inhibisyonu deneylerinde hastaligin
seyrinde gorevli enzimler inhibe edilmeye calisilir. Bdylece hastalik kaynakli etkiler

azaltilabilir.
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2.6.2 a-Amilaz enzimi

Gidalar ile viicuda alinan nisastanin viicutta emilerek monosakkaritlere hidrolizlenmesi o-
amilaz ve a-glikosidaz gibi enzimler ile gergeklesir. Kanda yemek sonrasi olusan glukoz
artisinin ana sebebi bu enzimlerdir. a-amilaz enzimlerinin inhibit6érleri karbonhidratin
parcalanmasint geciktirerek DM’ 1i hastalarda yemek sonrasi olusan yiiksek kan glukoz
seviyesinin azaltilmasini saglamaktadir (Kwon et al., 2007). Polisakkaritleri olusturan a-1,4
veya a-1,4 ile a-1,6 baglarini pargalayan, ticari dneme sahip, mikrobiyal olarak ya da baska
kaynaklardan elde edilebilen amilazlar (o-1,4-glukan-4-glukanohidrolaz) tokluk kan
sekerinin diisiiriilmesi i¢in terapotik yaklasimlardan birisidir (Mccue et al., 2005). Sindirim
organlarindaki a-amilaz karbohidrat hidroliz enzimlerinin inhibisyonuyla glukoz emilimini
geciktirdiginden, yeni farmokoloji ¢aligsmalar, a-amilaz gibi glikozid hidrolaz enzimlerinin

inhibisyonu tizerinedir.

2.6.3 a-Glukozidaz enzimi

a-glukosidaz enzimleri 6zellikle amilopektin ve amiloz iizerinde etkili olan diger enzimler
sayesinde olusmus kisa zincirli oligosakkaritler iizerindeki a-1,4 baglanmalarin1 hidroliz
eden enzimlerdir (Ozdemir, 2021). Glukozidaz oligosakkaritler ve disakkaritleri glukoz
birimlerine hidrolizlemektedir. Bu enzimin inhibitorleri, karbohidratlarin tamamen
sindirilme siirelerini uzatarak, sindirimini geciktirmektedirler. Bunun nedeni a-glukozidaz,
karbohidratlarin sindiriminin son basamaginda gorev almasidir. a-glukozidaz inhibitorleri,
karbohidratlarin hidrolizini ve emilimini yavaglatarak tokluk kan sekeri yiiksekligini
baskilayabilmektedirler. Tiim bu 6zellikleri nedeniyle Tip II diyabetin diizenlenmesinde

oldukca énemlidir (Ozdemir, 2021).

2.6.4 Glikozid hidrolaz inhibitorleri

a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitdrleri iizerine caligmalar, 6zellikle nisasta sindiriminin
kontrolii ve diyabet yonetimi gibi saglik alanlarinda 6nemli sonuglar ortaya koymaktadir.
Viicuda gidalar ile alinan karbonhidratlarin emilerek monosakkaritlere pargalanmasi o-
amilaz ve a-glikosidaz enzimleri sayesinde olmaktadir. Bu iki enzimin sindirim sistemindeki
inhibisyonu, karbonhidratlarin sindirilmesini engeller ve bdylece viicutta glikoz emilimini
geciktirir. Yemek sonrasi kan plazmasinda glikoz seviyesini kontroliinii saglar. Ozellikle
Tip-2 Diyabet’in tedavisinde kabul goren yaklasim, a-glukosidaz enziminin karbonhidrat
emilimini inhibe ederek hiperglisemiyi azaltmasidir (Dinggag, 2011). Tirkiye’de Tip2 DM

tedavisinde kullanilan a-glukosidaz inhibitorii ilact akarbozdur. Akarboz, yemekten sonra
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glikoz seviyesini diislirerek kan glikoz seviyesini dengede tutmaya hedefler (Dinggag, 2011).
Akarboz, Aktinomyces bakterisinin kiiltiir edilmesiyle elde edilen giiclii, rekabetci bir
glikozidaz inhibitoriidiir (Giimiis, 2014). Akarboza ek olarak miglitol ve vogliboz da
kullanilan diger ilaglar olup ticari olarak temin edilebilir. Akarboz, a-amilaz ve diger a-
glukozidazlar {izerinde etki ederken, vogliboz ve miglitol ince bagirsak villus o-
glukozidazlarina kars1 etkilidir ancak nisasta pargalayan a-amilaza kars1 etkisizdir. Akarboz,
miglitol ve vogliboz c¢esitli ulusal ajanslar tarafindan kullanim i¢in onaylanmistir.
Monoterapi olarak veya diger oral hipoglisemik ajanlarla (siilfoniliireler, metformin) ya da
instilinle kullanilabilirler (Kalinovskii et al., 2023). Diyabet hastaligin1 tedavi etmek
amaciyla kullanilan bu enzim inhibitorleri gaz, siskinlik, mide agrisi, ishal gibi yan etkileri
nedeniyle kullanimi zor bir hale gelmistir sentetik olan ilaglar ile dogal iirlinler
kiyaslandiginda anti-diyabetik etkiye sahip sifali bitkilerin 6nemli bir rolii vardir

(Kalinovskii et al., 2023; Mohd Bukhari et al., 2017).

2.6.5 Glikozid hidrolaz aktivatorleri

Bitkisel kaynaklar iizerinde yapilan ¢aligmalarda a-amilaz ve a-glukozidaz aktivatorleri
yerine daha ¢ok bu enzimlerin inhibitor 6zelliklerini arastirmaya odaklanmistir. a-amilaz ve
a-glukozidaz enzimlerinin aktivator etkisi, kan sekeri seviyelerini artirma potansiyeline
sahip olmalar1 anlamina gelmektedir. Bu tiir calismalarda, belirli bilesiklerin bu enzimlerin
aktivitelerini artirarak karbonhidratlarin daha hizli par¢alanmasina ve glukozun daha hizl
salinmasina neden olabilecegi sdylenebilir. a-amilaz ve a-glukozidaz aktivasyonunun
potansiyel hipoglisemi tedavisi agisindan faydalar1 konusunda daha fazla arastirmaya ihtiyag
vardir. Bu alanda yapilacak daha fazla ¢alisma, dogal bilesiklerin hipoglisemi durumunda
kan sekeri seviyelerini dengelemek i¢in nasil kullanilabilecegini anlamak i¢in 6nemlidir

(Riyaphan et al., 2018).

2.6.6 Bitkisel glikozid hidrolaz inhibitorleri

Diyabet hastaligini tedavi etmek amaciyla kullanilan sentetik enzim inhibitorlerinin birgok
yan etkileri vardir. Bundan dolay1 dogal bitkisel enzim inhibitorleri sentetik yan etkileri cok
olan ilaglara gore daha tercih edilmektedir. Dogal {iriinlerde bulunan biyoaktif sekonder
bilesikleri ve bu bilesiklerin aktiviteleri incelenmis ve birgok ilacin gelistirilmesinde 6nemli
gorev almiglardir. Anti-diyabetik tibbin kesfedilmesi ve gelistirilmesi i¢in dogal bitkisel
ilach kaynaklara yogunlasilmis bu bitkisel kaynakli ilaglarin hipoglisemik etki gosteren
bircok bitki ve biyoaktif bilesikler arastirilmistir (Li et al., 2009). Literatiirde hipoglisemik
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aktiviteye sahip bir¢ok bitki tiirii bilinmektedir. Bu bitkilerin ¢ogu 6zellikle anti-diyabetik
etkiye sahip oldugu disiiniilen glikozitler, alkaloidler, terpenoidler, flavonoidler,
karotenoidler, peptidoglikanlar, hipoglikanlar, aminoasitler ve guanidin gibi biyoaktif

bilesikler igermektedir (Erdem, 2022).

2.7 Antibakteriyel Aktivite

Mikroorganizmalarin artmasini engelleyen hatta 6ldiiren hem dogal hem de sentetik yollarla
iiretilebilen maddelere antibakteriyel madde denilmektedir (Giil, 2019). Ozellikle
enfeksiyon hastaliklariin tedavi edilmesinde antibakteriyel maddeler olduk¢a 6nemli bir
konumdadir (Sevgi, 2010). Bakteriyel enfeksiyonlar, insanlar i¢in énemli ve ¢ogu zaman
tehlikeli enfeksiyonlar oldugundan, cesitli kaynaklardan antibakteriyel ajanlar gelistirmek

icin arastirmalar hizla devam etmektedir (Zorofchian Moghadamtousi et al., 2014).

Bitkilerin antibakteriyel madde oldugu ve insan sagligi i¢in ne kadar onemli oldugu ise
1900’14 yillarda calisilmaya baglanmistir (Giil, 2019). Bitkilerin igerisinde bulunan
sekonder metabolitler sayesinde antibakteriyel oOzellik gosterdigi bilinmektedir. Artan
antibiyotik direnci ve antimikrobiyal bilesiklerin az olmasi dolayisiyla bilim insanlari
bitkileri potansiyel antibakteriyel madde olarak gormektedir (Baydar, 2005). Yapay
koruyucularin saglik {lizerine olan yan etkilerinden dolay1 giiniimiizde tiiketicilerin de dogal
antibakteriyel maddelere ilgisi artmis oldugundan 6zellikle son yillarda bitkisel maddelerin
koruyucu etkileri lizerine arastirmalar yogunlasmistir (Akgiil, 1993). Bu ylizden bitkilerdeki
antibakteriyel aktivite tayinleri ¢ok 6nemli bir noktadadir (Chassagne et al., 2021).

2.8 Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae familyasi, 240 cinse dagilmis yaklasik 7.200 tiir ile temsil edilir. Genellikle tibbi
ve aromatik bitkiler igerir. Lamiaceae, Tiirkiye’de ise 45 cins ve 574 tiirle en yaygin
familyalardandir ve Lamiaceae familyasinda, Tiirkiye’de 40 civarinda endemik tiir
bulunmaktadir. Bu tiirler genellikle Anadolu’nun farkli cografi bolgelerinde yer almaktadir
(Kusaksiz, 2019). Tirkiye’de endemik tiir sayis1 en yiiksek olan familyadir (Kilig and
Mungan Kilig, 2021; Maral et al., 2017). Familya tiyeleri ¢cogunlukla ot, nadiren agag ve ¢ali
formundadirlar. En belirgin 6zellikleri; vertisillat (halkasal) dizilimde olan ve ugucu yag
iceren yapraklara sahip olmalaridir (Ipek, 2018). Kozmopolit bir dagilima sahip olan
Lamiaceae familyasi ¢igekli bitkilerdendir. En biiyiik cinslerinden bazilart; Salvia (900),
Scutellaria (360), Stachys (300), Plectranthus (300), Hyptis (280), Thymus (220) ve
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Nepeta’dir (200). Bu bitkilerden pek cogu baharat ve sebze olarak kullanilir (Catak ve
Atalay, 2022). Yapraklari, gigekleri ve ugucu yaglarindaki yiiksek diizeyde aromatik
bilesikler nedeniyle iyi taninirlar. Mevcut literatiir verileri, Lamiaceae’nin bir antioksidan,
antimikrobiyal ve antienflamatuar ajan olarak hareket edebilecegini gostermektedir

(Patrignani et al., 2021).

2.8.1 Cyclotrichium cinsi hakkinda genel bilgi

Lamiaceae familyasina ait olan Cyclotrichium cinsi ¢ok yillik alt ¢alilardir ve altisi
Tiirkiye’de olmak tizere (ikisi endemik) diinyada dokuz tiirle temsil edilmektedir. Bu cinse
ait 9 tiir Tiirkiye, Liibnan, Irak ve iran’da bulunmaktadir. Cinsin Tiirkiye’deki endemizm
oran1 %33,3’tiir (Kaya et al., 2015). Cyclotrichium’un birgok tiirii yetistikleri yorelerde halk
tarafindan “dag nanesi”, “kiz otu”, “kdpek nanesi”, “‘karabas otu” ve “nane ruhu” adlari ile
bilinmekte ve yemeklerde ve ya sifali ot olarak kullanilmaktadir (Kaya et al., 2015; Aslan et
al., 2007).

Tiirkiye’deki Cyclotrichium cinsi genellikle kayalik, tash kirectasi yamaglarda yetisirler.
Cyclotrichium cinsi, yiiksek ugucu yag icerigi nedeniyle ekonomik ve tibbi 6neme sahiptir
(Satil etal., 2011). Yapilan literatiir ¢calismasinda Cyclotrichium cinsi ile ilgili sinirh galisma
oldugu goriilmiistir. Bu ¢alismalardan bazilar1 Cyclotrichium cinsinde antianjiyogenik
etkiyi, antioksidan aktivitesini ve sitotoksik etkilerini incelemis ve rapor etmistir (Aktepe et

al., 2024; Emen et al., 2009; Giizel et al., 2017; Orhan et al., 2009).

2.8.2 Cyclotrichium longiflorum

Dogu Anadolu’da yetisen Cyclotrichium longiflorum bitkisi ¢ok yillik bir bitkidir.
Yapraklarinin sekli neredeyse ovaldir ve iizerlerinde kisa salgi tliyleri bulunur. C.
longiflorum’un ugucu yaginin ana bilesenleri izopinokamfon (%67.66), B-pinen (%9.67),
limonen (%4.30) ve spatulenol (%2.81)’dir (Aslan et al., 2007).

C. longiflorum tiirii halk arasinda beslenme amagli corbalara, salatalara ve yiyeceklere aroma
verici olarak kullanilmakta ayn1 zamanda bitki c¢ay1r seklinde sifali ot olarak da

tiketilmektedir (Aslan et al., 2007).
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Tablo 2.2: C. longiflorum esansiyel yaginin bilesimi, % (Aslan et al., 2007)

Compound | RI* | Area, %" I Compound | RI° I Area, %"
o-Pinene 1007 1.89 Isopinocamphone 1539 67.66
[-Pinene 1101 9.67 4-Terpineol 1586 0.98
Sabinene 1112 2.19 Myrtenal 1613 031
[-Myrcene 1152 0.98 a-Terpineol 1684 0.36
Limonene 1186 4.30 Germacrene D 1691 0.91
1,8-Cineol 1195 0.39 Bicyclogermacrene 1716 1.36
p-Cymene 1256 0.52 Myrtenol 1804 244
Pinocamphone 1499 1.29 Spathulenol 2115 2.81

Sekil 2.2: C. longiflorum (Fotograf: Dog. Dr. Mikail ACAR, 2024)

—

Sekil 2.3: C. longiflorum’ un Tiirkiye’deki dagilim haritas1 (TUBIVES, 2024)
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2.9 Antikolinerjik, Antidiyabetik, Antioksidan Aktiviteleri ve Fenolik igerigi Uzerine
Yapilan Baz1 Calismalar

Literatiire bakildiginda C. longiflorum ile ilgili ¢ok az ¢alisma oldugu goriilmiistiir. Bu tiir
ile ilgili antikolinerjik, antidiyabetik, antioksidan aktiviteleri ve fenolik igeriginin
degerlendirilmesi ile ilgili yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir ancak Cyclotrichium
tiirleri ile yapilmis baz1 calismalar mevcuttur. Ornegin Goze et al. (2010), Cyclotrichium
niveum bitkisinden elde edilen ugucu yagin civciv embriyolarinin damarlanma sistemleri
tizerindeki antianjiyogenik etkisini ve antioksidan aktivitesini aragtirmig; C. niveum’dan elde
edilen ugucu yaglarin antianjiyogenik etkiye sahip oldugu kanisina varmiglardir. Emen et al.
(2009), C. niveum bitkisini antioksidan potansiyeli ve DNA hasarin1 koruma aktivitesi
agisindan incelemis ve metanol Oziitiinlin FeClz-H20; sistemi tarafindan indiiklenen sigan
beyin homojenatinin lipid peroksidasyonuna karsi giiclii inhibitor aktivitesinin oldugunu
tespit etmislerdir. Dirmenci et al. (2010), Cyclotrichium cinsini, filogenetik, sitogenetik ve
morfolojik ac¢idan analiz etmigler ve Cylotrichium nepetoideaede farkli morfolojik,
filogenetik ve sitogenetik 6zelliklere sahip ayri bir cins oldugunu 6nermislerdir. Nilofar et
al. (2024), Pentapleura subulifera ve Cyclotrichium glabrescens bitkilerinin kimyasal
bilesimleri, antioksidan kapasiteleri ve enzim inhibe edici etkileri agisindan arastirmis P.
subulifera ve C. glabrescens’ten elde edilen 6ziitlerin kimyasal bilesimi LC-MS/MS, GC-
MS analizlerini yapmustir. Oziitlerin antioksidan potansiyellerini ve alti enzime karst
inhibitor aktivitesine bakmistir. Sonugta P. subulifera ve C. glabrescens 0ziitlerinin dikkate
deger antioksidan ve enzim inhibitér aktivitesini ortaya koymustur. Giizel (2023b), C.
niveum bitkisinin fitokimyasal bilesimi, AChE inhibisyon aktivitesini ve antioksidan
aktivitesini incelemis ve fitokimyasal icerigini LC-MS/MS ile belirlemistir. C. niveum’un
hem su hem de metanol oziitleri AChE iizerinde 6nemli bir inhibisyon gosterdigini,
LC/MS/MS analizlerine gore ise, bitki 6ziitli igerisinde hidroksibenzoik asit, salisilik asit,
siringik asit, asetohidroksamik asit ve luteolin oldugunu saptamistir. Giilgin et al. (2022),
Cyclotrichium leucotrichum bitkisinin antioksidan ve antidiyabetik 0Ozelliklerini
aragtirmistir. BChE, AChE, a-glikozidaz ve a-amilaz enzimleri ile inhibisyon deneyleri
gerceklestirmis ve fenolik igerikleri LC/MS/MS yontemi ile belirlemistir. C. leucotrichum
bitkisinin gii¢lii bir antioksidan oldugunu ¢alisilan enzimler iizerinde etkili inhibisyon
gosterdigini raporlamustir. Aktepe et al. (2023), C. origanifolium 6ziitlerinin fenolik igerik
analizi, antimikrobiyal etkileri ve sitotoksik etkileri arastirilmistir. Ayrica, dziitlerin AChE
enzim aktivitelerini de 6l¢gmistiir. Antibakteriyel etkiye sahip oldugu bazi hiicre hatlarina

sitotoksik etki gosterdigi ve AChE aktivitesinin konsantrasyona bagli bir sekilde azaldigini
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bulmuslardir. Giilgin et al. (2008), C. niveum bitkisinin olas1 antioksidan, antimikrobiyal ve
radikal temizleme kapasitesini incelemislerdir. Ethanol ve su 6ziitlindeki toplam fenolik
bilesikler ve toplam flavonoid icerikleri belirlemislerdir. Ozer (2019), C. origanifolium ve
Thymus sipyleus caylarinin fenolik bilesikleri, antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri
arastirmis ve fenolik igeriklerin kantitatif miktarlarn LC-MS/MS ile belirlemistir.
Flavonoidler ve tlirevlerinin C. origanifolium ve T sipyleus ¢aylarinin en bol bulunan
bilesenleri oldugunu ve antioksidan ve antikolinesteraz aktiviteleri gosterdigini
raporlamistir. Orhan et al. (2009), farkli c¢oziicilerde C. niveum ve Thymus praecox,
Echinacea purpurea ve E. pallida’nin sulu 6ziitleri C. niveum ve T. praecox ile ugucu yaglari
AChE ve antioksidan aktivitelerini agisindan degerlendirmislerdir. C. niveum Oziitleri en
yiiksek AChE inhibisyonunu gosterdigini ve 7. praecox Oziitlerinin ise onemli DPPH
stiptirticii etki gosterdigini kayit altina almislardir.  Giizel (2023a), Stachys lavandulifolia
bitkisinin fitokimyasal kompozisyonu, AChE inhibisyon ve antioksidan aktivitesini
arastirmig ve sekonder metabolit icerigini LC-MS/MS yontemi ile belirlemistir. S.
lavandulifolia’nin metanol ekstraktinda AChE iizerinde ciddi oranda inhibisyon sergilemis
ICso degerini ise 0.105+0.17 mg/mL olarak hesaplanmigtir. ABTS’de metanol ekstresi
%23,42 ile en yiiksek deger olarak bulunmustur. DPPH aktivitesi i¢in metanol ekstraktt
%350.07 olarak bulunmustur. FRAP deneyinde ise su ekstrakti i¢in sonuclar, 0.2334+0.47
olarak hesaplanmistir. Bitkinin metanol ekstraktinda LC-MS/MS analizlerinde luteolin,
fumarik asit, kafeik asit, siringik asit, hidroksibenzoik asit, kuersetin, salisilik asit, gallik
asit, katesin hidrat ve asetohidroksamik asit bulunmustur. Kivrak et al. (2009), Salvia
potentillifolia’nin ucucu yagmi GC ve GC-MS ile analiz suda ve buharda damitilmig
yaglarda toplam 123 bilesen tespit etmislerdir. Baglica bilesikleri a- ve B-pinenler olarak
rapor etmistir. Antioksidan aktiviteleri tamamlayici testler ile yapmis ve ayriyeten ise ugucu
yagda anlamli AChE ve BChE inhibisyon aktivite gosterdigini belirtmistir. Ndhlala et al.
(2024), Lavandula stoechas ve T. sipyleus bitkisinden elde edilen etanolik 6ziitlerin fenolik
bilesimlerinin ve biyoaktivitelerinin karsilastirmali analizine bakmustir. Bitki 6ziitlerindeki
fitokimyasallarin varligt LC-MS/MS ile belirlenmisler ve analiz sonucunda, vanilik asidin
L. Stoechas’taki en bol bulunan fitokimyasal oldugunu ortaya koymustur. Antioksidan
aktivite sonuglarinda 7. sipyleus’ta L. stoechas etanol Oziitlerine gore daha yiiksek
antioksidan aktivite gérmiistiir. Elbouzidi et al. (2024), Lavandula dentata, Rosmarinus
officinalis ve Mpyrtus communis’ten elde edilen ekstraktlarin hem ayri ayr1 hem de
kombinasyon halinde, antioksidan Ozelliklerini arastirmistir. Ayrica GC-MS analizi

yapilmistir bu analiz sonucunda 1,8-sineoliin ve pinokarveoliin L. Dentata’nin birincil
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bilesenleri oldugunu ortaya koymus; R. Officinalis’te ise verbenon, kafur ve kamfen
bilesenlerini, M. communis’in ana bileseninin ise sineol oldugunu raporlamistir. Nikolic et
al. (2014), Mentha piperita, Mentha pulegium, Lavandula angustifolia, Satureja montana ve
Salvia lavandulifolia’dan elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimleri, antimikrobiyal ve
sitotoksik ozellikleri agisindan biyolojik aktivitesini degerlendirmis ve kafurun baslica yag
bilesenleri oldugunu ortaya koymustur. Tim ugucu yaglarin test edilen tiim
mikroorganizmalara kars1 onemli bir antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemistir. Antil
et al. (2020), alt1 farkli ¢oziicii ile hazirladigt Leucas aspera bitki 0Oziitlerinin,
biyoaktivitelerini ¢aligmis ve fitokimyasal i¢erigini ise GC-MS ile belirlemistir. L. aspera
bitkisinin metanol ile hazirlanan 6ziitiiniin diger bes farkli ¢oziicliye oranla, antibakteriyel,
antioksidan, fitokimyasal aktivite olarak en yiiksek aktiviteyi gosterdigini kayit altina
almistir. Uysal vd. (2021), Salvia ceratophylla ’nin farkli ¢oziiciiler ile hazirlanmis
ekstraktlarinda biyoaktivitelerine bakmistir. Toplam fenol ve flavonoid igerigini test etmis
ayrica enzim inhibisyon deneylerini AChE, BChE, a-amilaz ve a-glukozidaz kullanarak
arastirmistir. Fitokimyasal analiz sonucunda luteolin, gallik asit, rosmarinik asit gibi 6nemli
polifenolik bilesiklerin varligini saptamistir. Mokhtar et al. (2023), Salvia balansae
Oziitlerinin fitokimyasal bilesimini, antioksidan, antimikrobiyal ve enzim inhibitor
aktivitelerini ¢alismistir. Fenol icerigini GC-MS ile belirlemis, enzim inhibisyonu
deneylerini i¢in AChE, BChE, a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri ile calismistir. S.
balansae’nin toprak {iistii kisimlarinin fitokimyasal bilesenler agisindan zengin oldugunu,
Bitkinin enzim inhibisyon aktivitesinin belirlenemedigi, antibakteriyel testler sonucunda S.
balansae bitkisinin kayda deger antibakteriyel aktivite sergiledigini raporlamislardir. Ekin
et al. (2019), Lamium purpureum var. purpureum, Origanum onites, Salvia sclarea, Salvia
virgata ve Thymus zygioides var. Lycaonius’un etanol Oziitlerinin biyoaktivitelerini
calismistir. Sonug¢ olarak, test edilen Oziitler arasinda, 7. zygioides var. lycaonius o-
glukozidaza kars1 en yiiksek inhibitor aktiviteyi gosterdigini, Tiim Oziitlerin a-amilaza karsi
inhibitor aktiviteleri %50°den diisiik oldugunu, S. sclarea yaprak 6ziitiiniin dikkate deger bir
BChE inhibisyonu gosterdigini ancak bitki 06zlerinin AChE kars1 etkisiz oldugunu
saptamistir. Salvia tiirlerinin en yliksek toplam antioksidan aktiviteyi gosterdigini, S. sclarea
cigek ve yaprak oziitlerinin FRAP deneyinde yiiksek etki gosterdigini ve son olarak ise O.
onites, S. sclarea, S. virgata ve T. zygioides var. lycaonius Ozitlerinin degerli inhibitor
aktivite gosterdigini kaydetmistir. Kunter et al. (2023), Phlomis cypria’nin bitkisel kismi
farkli c¢oziicliler kullanarak ekstrakt hazirlamis ve tim ekstraktlar1 antioksidan,

antikolinesteraz, antibakteriyel ve sitotoksik aktiviteler acisindan incelemistir. Ayrica
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ekstraktlarin kimyasal bilesimlerini LC-MS/MS yontemi ile degerlendirmistir. Bitkinin
antioksidan ve sitotoksik aktiviteler gosterdigini, bitkinin yalnizca diklorometan ile
hazirlanan 6ziitiiniin antikolinesteraz testinde aktivite gosterdigini ana fenolik bilesik olarak
ise Forsitozid B’nin bulundugunu belirlemistir. Mocan et al. (2020), S. transsylvanica ve S.
glutinosa’dan elde edilen etanolik oOziitlerin kimyasal profilini ve potansiyel
biyoaktivitelerini S. officinalis ile karsilastirmayr amaglamistir. HPLC’de ana bilesikler
olarak rutin ve katesinin varligini ortaya koymus, naringinin varlig1 yalmzca S. glutinosa
oziitlinde vurgulanmistir. Klorojenik asit, rutin ve kuersetin, S. transsylvanica 6ziitlerinde
ilk kez tanimlanmis ve miktarlar1 belirlenmistir. Her bir ekstrenin antioksidan kapasitesi test
edilmistir. S. officinalis’in AChE, BChE ve a-glukozidaz inhibitorii olarak en aktif, S.
glutinosa’nin a-amilaz inhibitorii olarak en aktif oldugunu kaydetmistir. Chander et al.
(2023), Dracocephalum heterophyllum’un karsilagtirmali ugucu yaglarin bilesimini ve
biyolojik aktivitelerini incelemis ve fitokimyasal analiz i¢in GC/MS kullanmistir. D.
Heterophyllum’un tim Orneklerinde p-citronellol’ii ana bilesen olarak belirlemistir.
Antimikrobiyal potansiyeli alt1 insan patojenik bakteri ve iki fitopatojen mantar susuna kars1
incelemis ve anti-diyabetik aktivite olarak ise miikemmel a-amilaz aktivitesi ve daha iyi a-
glukozidaz enzim inhibitor 6zellikleri sergiledigini belirtmistir. Kahkeshani et al. (2014),
Nepeta menthoides’in ugucu yagint GC-MS ile analiz etmis ve ayrica antioksidan,
antikolinerjik ve sitotoksik aktivitesine bakmustir. Toplam yagin %92,86’sim1 temsil eden
yirmi bir bilesen tanimlamistir. Ana bilesenler 4a-a,7p,7a-aNepetalakton, 4a-a,7a,7a-o-
Nepetalakton, 1,8-sineol ve geranil asetat olarak belirlemistir. Asetilkolinesteraz inhibitor
testinde bitkinin inhibitér oldugunu kaydetmistir. Ferhat et al. (2017), Stachys guyoniana ve
Mentha aquatica bitkilerinin farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan 6ziitlerinin antioksidan,
antikolinesteraz ve antibakteriyel aktivitelerini arastirmistir. Antioksidan aktivite iki bitkide
de goriilmiis, S. guyoniana’nin n-Butanol ile hazirlanan 6ziitiinlin en iyi AChE inhibitorii
oldugunu ve M. aquatica’nin aseton ile hazirlanan 6ziitiiniin ise en yiliksek BChE inhibitor
aktivitesini gosterdigini belirlemistir. Ayrica test edilen tiim ekstraktlarin 1yi bir
antibakteriyel aktivite gosterdigini eklemistir Mohammed et al. (2020), Ocimum
basilicum’dan elde edilen ugucu yagin fenolik icerigi antioksidan, antiproliferatif ve enzim
inhibisyon aktiviteleri dahil olmak iizere biyolojik aktiviteleri agisindan arastirmis ve ugucu
yagin kimyasal bilesimi GC-MS kullanarak belirlemistir. O. basilicum yaginin agirlikli
olarak estragol ve ardindan linalool igerdigini raporlamis ve onemli 6l¢iide antioksidan
aktivite gosterdigini saptamistir. Kirkan (2019), Stachys cretica subsp. vacillans bitkisinin

farkl1 ¢oziiclilerle hazirlanan ekstraktlarinin antioksidan, enzim inhibisyon aktiviteleri ve

22



fenolik profilleri incelemistir. LC ESI-MS analizi ile metanol ve su ekstraktlarinda sirastyla
24 ve 22 bilesik tespit etmistir. Her iki ekstraktta da klorojenik asit, vanilik asit, siringik asit,
verbaskozid, apigenin 7-glukozid ve apigenin baskin bilesiklerdir ve gii¢lii antioksidan
aktivite gostermistir. Metanol ve su ekstraktlari, a-amilaz ve tirozinaz enzimlerine karsi
etkili bulmus, ancak sulu ekstraktin a-amilaza karsi etkisi gdzlememistir. Enzim inhibisyon
aktiviteleri, metanol ekstraktinda su ekstraktina kiyasla daha yiiksek oldugunu belirtmistir.
Kozlowska et al. (2015), Thymus vulgaris, R. officinalis, Origanum vulgare, Mentha
piperita, Salvia officinalis bitkilerinden elde edilen etanolik ve metanolik 6ziitlerin kimyasal
bilesimi ve antibakteriyel aktivitesini karsilastirmistir. Etanolik 6ziitlerin, metanolik Oziitlere
kiyasla biraz daha yiiksek fenolik seviyeleri icerdigini kayit altina almistir. GC-MS
analizinde, 7. vulgaris, R. officinalis, S. officinalis metanolik 6ziitlerinin djenol veya ledol
gibi birkac ek bilesik igerdigini belirtmistir. Ozcoban ve Gedikoglu (2024), S. officinalis
bitkisinden elde edilen ugucu yagin fitokimyasal analizini, antioksidan ve antibakteriyel
aktivitesini belirlemistir. Ek olarak, en yiiksek antioksidan aktivitesi ugucu yag gostermis
olup, ICso degeri 5.507+0.723 mg/ml ve FRAP degeri 2.129 + 0.136 mM/g olarak bulmustur.
Ramos Da Silva et al. (2021), Lamiaceae tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin potansiyel
uygulamalar1 hakkinda bir literatlir incelemesi yapmis ve antioksidan, anti-inflamatuar ve
antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirilmistir. Niksic et al. (2018), Mentha spicata
yapragindan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimini, antibakteriyel ve antioksidatif
aktivitesini arastirmistir. Ucucu yagin %98,9’unu olusturan otuz ii¢ bilesen belirlenmistir.
Baskin bilesenler karvon (%56,4), limonen (%16,2), 1,8 sineol (%7), B-pinen (2,4) ve a-
terpinen (%2,3) olarak bulunmustur ve antibakteriyel aktivitede E coli, M. spicata ugucu
yagimin antibakteriyel aktivitesine en duyarli mikroorganizma olarak belirlenmistir.
Esansiyel yaglarin antioksidan potansiyelini degerlendirmek DPPH metodu kullanmis ve
esansiyel yagin 41.23 ng/mL gibi 6nemli diizeyde ICso degerine sahip oldugunu gostermistir.
Popa et al. (2021), T vulgaris, Thymus pannonicus, L. angustifolia, Lavandula x intermedia,
O. vulgare ve O. vulgare var. aureum’nin ugucu yagin kimyasal bilesimini, antioksidan
aktivitesini ve toplam fenolik igerigini spektrofotometrik analizler yoluyla belirlemistir.
Genel olarak, 161 bilesik tanimlamistir. Toplam fenolik igerik, yiiksek fenolik oksijenli
monoterpen igerigi (timol ve karvakrol) nedeniyle 7. vulgaris en yiiksek (3022+mg GAE
L—1) ve L. angustifolia L. etanol ekstrakti i¢in en kii¢iik (258.31+44.29 mg GAE L—1) iken,
DPPHe ve ABTSe+ analizleri ile belirlenen en yiiksek antioksidan aktivite 7. vulgaris de

bulmustur.
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3. MATERYAL-METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki orneklerinin temini

C. longiflorum tiirii Dog. Dr. Mikail ACAR tarafindan Sirnak/Silopi Gortimlii beldesinin
vadi i¢ yamaglarindan trafige kapali alanlarda mayis ayinda toplanilmis ve teshis edilmistir.
Toplanan bitkiler, karanlikta, hava akiminin oldugu bir yerde ve oda sicakliginda

kurutulduktan sonra mekanik 6giitlicii yardimiyla toz haline getirilmistir.

3.1.2 Deneysel ¢calismalarda kullanilan maddeler ve laboratuvar gerecleri
Bu tez caligmasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3.1’ de, iiretici firmalar1 ve cihazlar, Tablo

3.2’ de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan kimyasal maddelerin adlar1 ve iiretici firmalar

Kullamilan Maddeler Uretici firma
Etanol Isolab
Metanol Isolab
Dimetil siilfoksit Merck
2,2-Difenil-2-Pikrilhidrazil Merck
2,2'-Azino-Bis(3-Ethylbenzothiazoline6-Sulfonic Acid) Merck

Diammonium Salt

Amonyum persiilfat Isolab
Gallik asit Merck
2,4,6-Tri-2-Pyridinyl-1,3,5- Triazine Merck
Demir Iu Kloriir Merck
Trolox Merck
Asetik asit Merck
Hidroklorik Asit Isolab
Sodyum Hidroksit Isolab
Sodyum fosfat Isolab
Sodyum bikarbonat Isolab
Sodyum kloriir Isolab
Siikroz Merck
Alpha amylase (a-Amilaz) Merck
Gentamisin Ibrahim Etem
Muller-Hinton agar Merck
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Tablo 3.1 (devam)

LB broth Merck

Nisasta Isolab

Nitrik asit Isolab

Dinitro salisilik asit Merck

Alpha glucosidase (a-Glukosidaz) Merck
P-Nitrofenil-A-D-Glikopiranosid Merck
5,5’-Dithiobis-(2-Nitrobenzoik Asit) Merck
Asetilkolin kloriir Merck
Biitirilkolin iyodid Merck

Tablo 3.2: Calismada kullanilan malzeme, cihaz ve laboratuvar gerecleri adlar1 ve tiretici

firmalar
Kullanilan Malzeme, Cihaz, Laboratuvar Geregleri Marka/ Model
Analitik terazi Denver Instrument
pH metre Hanna Instruments
Magnetik karistirici Heidolph
Saf su cihazi Human Power I
Etiv Memmert
Su banyosu Elma Sonic
Mikropipet seti Eppendorf
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre Thermo Scientific
Buzdolab1 (+4° C) Regal
Buzdolabi (-20° C) Altus
Buzdolabi (-80° C) Glacier
Otoklav Hirayama
Vortex Warning
Calkalamali Inkiibator Gerhardt
Mekanik ogiitiicii Waring
Vakumlu Etiiv Memmert

3.2 Metot

3.2.1 Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Toz haline getirilen bitki 6rneginden 10 g alinmis ve iizerine metanol, etanol, distile sudan
(72.5/14.8/12.7, v/v/v) olusan solvent karisimi eklenmistir. Ornek, bir gece ¢alkalamali
etlivde 10°C’de bekletilmistir. Daha sonra etiivden alinan 6rnek 5000 g’de 10 dakika
santrifiijlenmis ve siipernatant yeni tliplere alinmistir. Santrifiij tiiplinde kalan ¢okelti tekrar
¢oOziicii ile birlestirilip ayn1 asama iki kez daha tekrarlanmistir. Elde edilen siipernatantlar

uygun mikrofiltrelerle siiziilmiis ve vakum altinda evaporasyonla ¢dziiciileri
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uzaklastinnlmigtir. Elde edilen ¢oziiclisii uzaklastirilmig toz ekstraktlar deneysel islemlerde

kullanilana kadar -80°C” de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Bitki eksraktlarinin antioksidan kapasitelerinin arastirilmasi

3.2.2.1 DPPH testi

Bitki 6rneginden elde edilen ekstraktin antioksidan kapasitesi, 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal siipiirme aktivitesi kullanilarak belirlenmistir. DPPH, tartilarak ve bir balon
icerisinde MeOH ile ¢ozdiiriilmiistiir. Konsantrasyonu 10 mg/mL olan bitki ekstrakti ve
gallik asit ¢ozeltisi farkli oranlarda (0-100 puL) 96-well plate kuyucuklarina yiiklenmis ve
her kuyucugun igerisine 200 uLL DPPH reaktifi ilave edilmistir. Kuyucuklarin son hacimi
300 pL olacak sekilde MeOH ile tamamlanmistir. Well plate’ler 30 dakika boyunca 1s1k
gormeyen karanlik bir bdlgede oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda UV-Goriiniir bir spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbans dlglimii
alinmigtir. Deney ¢ tekrarli yapilmis olup, deney verileri Microsoft Office Excel

kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.2.2 ABTS testi

Bitki 6rneginden elde edilen ekstraktin antioksidan kapasitesi, ABTS radikal temizleme
aktivitesi kullanilarak belirlenmistir. ABTS tuzu ve amonyum persiilfat tartilarak bir balon
icerisinde MeOH ile c¢ozdiriilmiistir.  ABTS c¢ozeltisi gece boyunca karanlikta
bekletilmistir. Bitki ekstraktt ve gallik asit 96-well plate’in kuyucuklarina degisen
miktarlarda (0-100 pL) yiiklenmis ve her kuyucugun iizerine 200 pL ABTS reaktifi
eklenmistir. Kuyucuklarin son hacimleri MeOH kullanilarak 300 uL’ye tamamlanmistir.
Well plate’ler 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda
Olgtimler 734 nm’de UV-Goriliniir bir spektrofotometrede alinmistir. Deney ti¢ tekrarlt

gergeklestirilmis ve deney verileri Microsoft Office Excel kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.2.3 FRAP testi

Bitki Orneginden elde edilen ekstraktin antioksidan kapasitesi FRAP kullanilarak
belirlenmistir. FRAP ¢6zeltisi ti¢ farkli ¢ozeltinin birlestirilmesiyle hazirlanmistir. FRAP
¢ozeltisini hazirlarken; 300 mM, 3.6 pH asetat tamponu, 10 mM TPTZ(2,4,6-Tri-2-
Pyridinyl-1,3,5- Triazine) tamponu ve son olarak 20 mM, FeCl36H>0 ¢o6zeltisi hazirlanip
birlestirilmistir. Bitki ekstrakt1 ve trolox ¢dzeltisi 96- well plate’e farkli oranlarda (0-100 pL)
eklenmis ve son hacim 300 pL olacak sekilde FRAP ¢ozeltisi ile tamamlanmustir. Well plate
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30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rneklerin
absorbansi ile 593 nm’de UV-Goriiniir bir spektrofotometrede Olclilmiis olup, deney ii¢
tekrarli gerceklestirilmistir. Trolox absorbanslar1 kullanilarak standart egri olusturularak
bitki ekstraktinin trolox esdegeri antioksidan aktivitesi, olusturulan bu egrinin denklemi

kullanilarak Microsoft Office Excel’de hesaplanmistir.

3.2.3 Bitki inhibisyon aktivitesi tayini

3.2.3.1 AChE enzimi inhibisyon aktivitesi tayini

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi Ellman tarafindan gelistirilen spektrofotometrik
yontem ile ¢alisilmistir (Ellman et al., 1961). Deney, 145 pL sodyum fosfat tamponu (0.1
M, pH:8), 20uL. DTNB (0,01 M), enzim inhibisyon etkisine bakilan C. longiflorum ekstrakt
cozeltisi(10mg/mL), 20 uL enzim ¢dzeltisi ile gerceklestirilmistir. Baglangigta sirasiyla, 145
uL sodyum fosfat tamponu, 20 pL. DTNB, inhibisyon grafigi elde etmek icin degisen
oranlarda bitki ekstrakti (0-25 pL) ve 10 pL asetilkolinesterazin substrati olan asetilkolin
iyodiir 96 kuyucuklu mikroplate’e yiliklenmistir. Ekstrakt miktarlarinin degisen oranlarda
olmasindan kaynakli olarak kuyucuklar arasinda var olan hacim farkini sifirlamak i¢in tiim
kuyucuklarin hacimi sodyum fosfat tamponu ile total 220 puL olacak sekilde tamamlanmuistir.
Mikroplate 37 °C’de 5 dk inkiibe edilmis ve inkiibasyonun ardindan 405 nm dalga boyunda
ilk 6l¢iim alinmistir. Bu dlgiim kor olarak kabul edilmistir. Ol¢iim alindiktan sonra her bir
kuyucuk iizerine 20 pL enzim ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 15 dakika tekrar inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 6l¢iim alinarak bitkinin enzim inhibisyon aktivitesinin olup

olmadig1 belirlenmistir. Deney 3 tekrarl yapilmastir.

3.2.3.2 BChE enzimi inhibisyon aktivitesi tayini

Biitiirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi Ellman tarafindan gelistirilen spektrofotometrik
yontem ile ¢alistlmistir (Ellman et al., 1961). Deney prosediirii genel olarak AChE enzim
inhibisyon tayini ile ayn sekilde ilerlemistir. Baglangigta sirasiyla, 145 pL sodyum fosfat
tamponu, 20 pL. DTNB, inhibisyon grafigi elde etmek icin degisen oranlarda bitki ekstrakti
(0-25 pL) ve 10 pL biitirilkolin esterazin substrat1 olan Biitirilkolin kloriir 96 kuyucuklu
mikroplate’e yiiklenmistir. Ekstrakt miktarlarinin degisen oranlarda olmasindan kaynakli
olarak kuyucuklar arasinda var olan hacim farkini sifirlamak i¢in tiim kuyucuklarin hacimi
sodyum fosfat tamponu ile total 220 pL olacak sekilde tamamlanmistir. Mikroplate 37 °C’de
5 dk inkiibe edilmis ve inkiibasyonun ardindan 405 nm dalga boyunda ilk 6l¢iim alinmistir.

Bu 6l¢iim kér olarak kabul edilmistir. Ol¢iim alindiktan sonra her bir kuyucuk iizerine 20 pL
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enzim ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 15 dk tekrar inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonrasi 0l¢lim alinarak bitkinin enzim inhibisyon aktivitesinin olup olmadig1 belirlenmistir.

Deney 3 tekrarli yapilmistir.

3.2.3.3 a-Amilaz enzimi inhibisyon aktivitesi tayini

Deney baslangicinda enzim aktivitesi kontrol edilmistir. 0.02 M sodyum fosfat tamponuna
(0.006 M NaCl igeren pH 6.9) 200 uL 0,5 mg/mL a-amilaz igeren enzim ¢ozeltisinden ilave
edilmis, devaminda tiiplerin lizerine farkli oranlarda bitki ekstraktlar1 (0-200 pL) eklenerek
37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. 10 dakikalik inkiibasyonun sonrasi her tiipe %1’lik
nisasta ¢ozeltisinden 200 pL eklenmis ve 37°C’de 5 dakika tekrar inkiibe edilmistir. Tiipteki
karisimin {izerine 400 pL DNSA (dinitro salisilik asit) ilave edilmis ve karisim su
banyosunda yaklasik 90 °C’de 5 dakika bekletilerek reaksiyon durdurulmustur. Son olarak
reaksiyon karisimi 96 kuyucuklu mikroplate’e yiiklenmis ve 540 nm dalga boyunda
absorbans alinmigtir. Kor olarak her farkli bitki konsantrasyonunun enzimsiz tekrarlar

yapilmistir. Deney 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.2.3.4 a-Glukozidaz enzimi inhibisyon aktivitesi tayini

35 uL a-glukozidaz ¢ozeltisi degisen miktarlarda bitki ekstraktlarina (0—70 uL) eklenmis ve
tizerleri 140 pL sodyum fosfat tamponuyla tamamlanmistir. Reaksiyon karigimi 25°C’de 10
dakika inkiibe edilmis. Daha sonra 50 pL fosfat tamponu (pH 6.9) icindeki 5 mM 18 pL
PNPG (p-nitrofenil-a-D-glikopiranosid) ¢ozeltisi ilave edilmis ve karisim, 5 dakika boyunca
25°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra reaksiyon karisimlarinin 405 nm’de absorbanslari
Olgiilmistiir. Bitki ekstrakti igermeyen karisimlara %100 aktivite degeri verilerek
ekstraktlarin inhibisyon konsantrasyonlari hesaplanmistir. Deneyler {iger tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.

3.2.4 Toplam fenolik ve flavonoid icerik tayini

3.2.4.1 Toplam fenolik bilesik tayini

C. longiflorum bitki ekstraktinin toplam fenolik igerik konsantrasyonu, Folin-Ciocalteu
kolorimetrik yontemi uyarlanarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir.  Bitki
ekstraktindan 250 pL alarak totali 3 mL olacak sekilde saf su ile seyreltilmistir. Uzerine 1
mL folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. 3 dakika sonra 1 mL %?20’lik NaCOs3 ilave edilmis
ve vortex yardimiyla 10 saniye karistirilmistir. Hazirlanan karisimlar 40 °C’de 40 dakika

bekletildikten sonra 96 kuyucuklu mikroplate’e yiiklenmis ve 650 nm dalga boyunda
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absorbans alinmistir (Ramful et al.,, 2011). Absorbans sonuglar1 gallik asit standardi
kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi ile mg/mL gallik asit esdegerine

doniistiiriilmiistir.

3.2.4.2 Toplam flavonoid icerik tayini

C. longiflorum bitki ekstraktinin toplam flavonoid igerik miktar analizinde Ramful ve
arkadaslarinin yaptig1 metot uyarlanarak belirlenmistir. 150 pL %5 sulu NaNO; ¢6zeltisi 2,5
mL C. longiflorum 06ziitii lizerine eklenerek vortexlenmistir. Yaklasik 5 dakika bekledikten
sonra 150 puL %10’luk AICI; ilave edilmistir. Son asamada ise 1 M NaOH ¢ozeltisinden 1
mL eklenerek son hacim vortex yardimiyla 10 saniye kadar karistirilmis ve 96 kuyucuklu
mikroplate’e yliklenmis 510 nm’de absorbansda 6l¢lim alinmistir (Ramful et al., 2011).
Absorbans sonuglari, kuarsetin standardi kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi ile

mg/mL kuarsetin esdegerine doniistiirilmiistiir.

3.2.5 LC-MS/MS

LC-MS/MS cihazi ile fenolik madde tayini i¢in Sifaoui ve arkadaslar1 ekstraksiyon metodu
modifiye edilerek kullanilmistir. Her ornekten ayr1 ayr1 0,25 g alinarak 20 mL ¢oziicii
eklenmistir (%12,7 su, %14,8 etanol ve %72,5 metanol). Daha sonra 55°C’de 1 saat boyunca
sabit bir kanstirma hizinda (300 rpm) c¢alkalayicida birakilmistir: Tiplerin etrafi
ekstraksiyon sirasinda hafif bozulmay1 dnlemek i¢in aliiminyum folyoya sarilarak +4C’de
bir gece bekletilmistir. Elde dilen ekstraktlar evaporatdrde buharlastirilarak kullanima hazir
hale getirilmistir (Sifaour et al., 2016). Bitki ekstrakti yukarida belirtildigi gibi
hazirlandiktan sonra analiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Deneysel Fen Bilimleri
Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan gergeklestirilmistir. Yapilan fenolik bilesik
analizinde kullanilan kolon bilgileri su sekildedir; LC (Agilent 1260 Infinity)-MS/MS
(Agilent 6420 Triple Quadrupole LC-MS/MS), ayrica kolon olarak ise C18 ODS kolon (25
x 4,6 mm % 5 um) kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi; 2 pL ve akis hiz1 0.4 mL/dk olarak
hesaplanmis olup LC MS/ MS sart1 mobil faz %0,1 formik asit igeren su (¢ozelti A) ve

metanol (¢ozelti B) olarak 2 farkli ¢6zelti ile hazirlanmastir.

3.2.6 Antibakteriyel aktivite analizi
3.2.6.1 Disk difiizyon yontemi
Antibakteriyel aktivite analizi i¢in iki farkli metot kullanilmistir. Bunlardan ilki disk

difiizyon yontemidir. Bu yontemde, steril diskler bir gece Oncesinden C. longiflorum
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ekstrakti, negatif kontrol grubu olacak bitki ¢6ziiclisii ve pozitif kontrol olarak ise gentamisin
icerisine eklenmis ve 24 saat +4 °C’de bekletilmistir. Hazirlanmig bakteri ¢ozeltileri S.
aureus, E coli, yayma ekim teknigiyle muller-hinton besiyerine ekilmis ve bir gece boyunca
bekletilen diskler bakteri ekilmis besiyerlerine yerlestirilmistir. Hazir olan besiyerleri
37°C’de inkiibatdrde bir gece bekletilmistir. inkiibasyon sonucunda olusan bitki diskinin,
negatif kontrol olan bitki ¢oziiciisii diskinin ve pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin

disklerinin zon ¢aplar1 6l¢iilerek antibakteriyel etki hesaplanmistir.

3.2.6.2 MiK (Minimal inhibisyon Konsantrasyonu) yéntemi

MIK yontemi antibakteriyel oldugu diisiiniilen maddenin kat1 ya da siv1 besiyerinde seri
olarak seyreltilmesi ve her seyreltme ortamina, duyarliligi belirlenecek bakterinin belirli
miktarda hiicre igeren siispansiyonundan esit miktarda ilave edilmesi prensibine dayanir. Bu
yonteme gore hazirlanmis S. aureus ve E. coli bakteri suslar1 2.5 x 10~* CFU/mL oraninda
seyreltilmigtir. 10 mL’ lik s1v1 besiyerlerine 100’er pL eklenmistir. Pozitif kontrol olarak
gentamisin, negatif kontrol olarak ise bitki ¢6ziiciisti kullanilmistir. 96 kuyucuklu mikroplate
kuyucuklarma 100’er pL besiyeri eklenmistir. Daha sonra her kuyucuga 100 pL bakteri
susundan eklenmis ve ardindan baslangictaki kuyucuklara 100’er pL bitki, pozitif ve negatif
kontrol eklenerek pipetaj yapilmistir. Son kuyucuktaki 100 pL atilmistir. Boylece tiim
kuyucuklarin hacmi esitlenmistir. Deney serisi bakteri i¢in uygun iireme sicakligi olan 35-
37 °C’de 16-20 saat kadar inkiibe edilmistir. Bakteri tiremesinin gorsel olarak tespit edilip

iiremeyi baskilayan en diisiik madde konsantrasyonu MIK olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Antioksidan Sonuc¢lar:

4.1.1 DPPH sonuclar

DPPH testi ile gerceklestirilen antioksidan aktivite verileri Tablo 4.1°de verilmistir.

Hesaplamalarda kullanilan standart egri grafigi ve denklemi Sekil 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1: C. longiflorum bitki ekstraktinin DPPH antioksidan % siiplirme aktivitesi testi
ile belirlenen 1Cso degeri

Ornekler DPPH ICso (mg/mL)

C. longiflorum ekstrakti 0.168+0.026
Gallik Asit 0.003+0.000

100
90
80 Y

70 ...'..

50
40
o €.

20 .

DPPH konsantrasyonu (%)
®

10

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Antioksidan konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.1: Ekstraktlarin artan derisime bagli % DPPH antioksidan siiplirme aktivitesi
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4.1.2 ABTS sonuglari
ABTS testi ile gerceklestirilen antioksidan aktivite verileri Tablo 4.2°de yer almaktadir.

Hesaplamalarda kullanilan standart egri grafigi ve denklemi Sekil 4.2°de gosterilmektedir.

Tablo 4.2: C. longiflorum bitki ekstraktinin ABTS antioksidan % siipiirme aktivite testi ile
belirlenen ICsp degeri

Ornekler ABTS ICso (mg/mL)

C.longiflorum ekstrakt: 0.215+0.134
Gallik Asit 0.001+0.000

100

90 §

80

70 §

60 é

- §

40

30 .

ABTS konsantrasyonu (%o)

20 @
0

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Antioksidan konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.2: Ekstraktlarin artan derisime bagli % ABTS antioksidan siiplirme aktivitesi
4.1.3 FRAP sonuc¢lan

FRAP testi sonuglarina gore, trolox esdegeri antioksidan aktivitesi Tablo 4.3’te verilmistir.

Hesaplamalarda kullanilan standart egri grafigi ve denklemi Sekil 4.3’te goriilmektedir.
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Tablo 4.3: C. longiflorum bitki ekstraktinin trolox antioksidan aktivite testi ile belirlenen
trolox esdegeri

Ornek Trolox (mg TE/g)

C. longiflorum ekstrakti 33.57+2.60

1,8
1,6
‘]’4 . ...----a

1,2

0,8 e

0,6

Absorbans (593nm)

0,4

0,2

0 0,003 0,006 0,009 0,012 0,015 0,018
Trolox (mg TE/q)

Sekil 4.3: Trolox standart egrisi ve egilim ¢izgisi denklemi

4.2 Enzim Inhibisyon Sonuglar

4.2.1 AChE ve BChE enzim aktivitesi sonug¢lari

C. longiflorum bitkisinin kolinesteraz enzimleri tizerindeki etkisi spektrofotometrik yontem
ile belirlenmis olup, Inhibisyon grafikleri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te sunulmaktadir. Grafikler

tizerinden hesaplanan ICso degerleri, Tablo 4.4 te belirtilmistir.

Tablo 4.4: C. longiflorum bitki ekstraktinin AChE ve BChE % inhibisyon aktivite testi ile
belirlenen ICso degeri

Ornek AChE ICso (mg/mL) BChE ICso(mg/mL)
C. longiflorum ekstrakti 0.805+0.185 1.033+0.045
Kontrol Galantamin 0.09+0.00 0.09+0.00
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Sekil 4.4: Artan bitki konsantrasyonuna gore % AChE aktivitesi

Aktivite (%)
a1
o

0,1

0,2

03 04 05 06 07 08
Bitki konsantasyonu (mg/mL)

0,9 1

1,1

Sekil 4.5: Artan bitki konsantrasyonuna gore % BChE aktivitesi
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4.2.2 a-Amilaz ve a-Glukozidaz enzimlerinin aktivite sonuglari

C. longiflorum bitkisinin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri {izerindeki etkisi

spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir.

1600

1400 )

0 010203040506070809 1 1112131415
Bitki konsantasyonu (mg/mL)

Sekil 4.6: Artan bitki konsantrasyonuna gére % a-amilaz aktivitesi
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Sekil 4.7: Artan bitki konsantrasyonuna gore % a-glukozidaz aktivitesi
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4.3 Toplam Fenolik ve Flavonoid Deney Sonuclari
4.3.1 Toplam fenolik bilesik tayini sonuclari
Toplam fenolik bilesik tayini testi ile gergeklestirilen verileri Tablo 4.5 de ifade edilmistir.

Hesaplamalarda kullanilan standart egri grafigi ve denklemine Sekil 4.8’de yer verilmistir.

Tablo 4.5: C. longiflorum bitki ekstraktinin Toplam fenolik bilesik aktivite testi ile
belirlenen ICso degeri

Ornek Toplam Fenolik Bilesikler 1Cso(mg/mL)

C. longiflorum ekstrakt: 10.87+0.234

1,4

1,2 )

0,8
0,6

0,4

Absorbans(gallik asit 650 nm )

0,2

0 0,005 0,01 0,015 0,02
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.8: Toplam fenolik bilesik tayini i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi

4.3.2 Flavonoid deney sonuclari
Toplam flavonoid bilesik tayini testi ile gerceklestirilen verileri Tablo 4.6’ da agiklanmustir.

Hesaplamalarda kullanilan standart egri grafigi ve denklemi Sekil 4.9’de sunulmaktadir.

Tablo 4.6: C. longiflorum bitki ekstraktinin flavonoid bilesik aktivite testi ile belirlenen
ICso degeri

Ornek Toplam Flavonoid Bilesikler (1Cso mg/mL)

C. longiflorum ekstrakti 57.82+7.239
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Sekil 4.9: Flavonoid bilesik tayini i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi

4.4 Antibakteriyel Sonug¢lari

C. longiflorum bitki ekstraktlarinin gram (+) S. aureus bakterisine ve gram (-) E. coli
bakterisine kars1 antibakteriyel etkiye sahip oldugu, disk diflizyon yontemi ile gosterilmistir.
Antibakteriyel aktiviteler Sekil 4.10°da inhibisyon zon ¢aplar1 Tablo 4.7’de gdsterilmistir.
Ayrica ekstraktlarin bakterilere kars1 MIK degerleri hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.8 de

gosterilmistir.

S. aureus bitki (1), pozitif 2 E.coli bitki (1), pozitif
kontrol(2), negatif kontrol(3) q kontrol(2), negatif kontrol(3)

Sekil 4.10: S. aureus ve E. coli bakterisine kars1 C. longiflorum 6rneklerinin olusturdugu
zon goriintiileri. (a) S. aureus, (b) E. coli, 1) Bitki ekstraktlar1 2) Pozitif Kontrol 3) Negatif

kontrol
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Tablo 4.7: S. aureus ve E. coli bakterilerine kars1 C. longiflorum bitkisinin inhibisyon zon

caplari
Ornek S. aureus bitki inhibisyon E. coli bitki
zonu(mm) inhibisyon zonu(mm)
C. longiflorum ekstrakti 15.12+1.499 10.68+1.396
Pozitif kontrol (Gentamisin) 19.97+0.587 27.80+0.783

Negatif kontrol (Coziicii) - -

Tablo 4.8: S. aureus ve E. coli bakterilere kars1 C. longiflorum bitkisinin MIK degerleri

Ornek S. aureus MiK degeri E. coli MIK degeri
(mg/mL) (mg/mL)
C. longiflorum ekstrakt1 3.13+0.00 2.08+0.90
Pozitif kontrol (Gentamisin) 0.39+0.00 0.39+0.00

Negatif kontrol (Coziicii) - -
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4.5 LC-MS/MS Analizi
LC-MS/MS analizi, Orneklerin bilesenlerini detayli bir sekilde belirlemek amaciyla
incelenmistir. Elde edilen veriler, bilesiklerin kimyasal profillerini ve yogunluklarini

gostermektedir. Calismada elde edilen LC-MS/MS sonuglari agagidaki tabloda sunulmustur.

Tablo 4.9: LC-MS/MS sonugclar1

Bilesen Ad1 Konsantrasyon (pg/g)
Naringin 2792.50
Hesperidin 607.32+27.28
Rutin hidrat 515.22
Benzoik 285.40
Eriodictyol 218.48+15.89
(-)-Epicatechin -
(+)-Catechin 0.22+0.01
2,5-Dihydroxybenzoic acid 8.99+0.27
2-Hydroxycinnamic acid -
3.,4-Dihydroxyphenylacetic acid 0.04+0.00
3-Hydroxybenzoic acid 7.07+0.06
3-hydroxytyrosol 0.09+0.01
4-Hydroxybenzoic acid 7.054+0.03
Apigenin 7-glucoside 1.36+0.02
Apigenin 4.35+0.09
Cafteic acid 1.994+0.00
Chlorogenic acid 102.45+8.04
Ellagic Acid 1.05+0.00
Ferulic acid 0.43+0.00
Gallic acid 8.02+0.09
Homovanillic acid =
Hyperoside 64.34+1.77
Kaempferol 6.33+£0.34
Luteolin 7-glucoside 1.72+0.02
Luteolin 3.57+0.28
Oleuropein -
p-Coumaric acid 7.44+0.05
Pinoresinol 0.33+0.02
Protocatechuic acid 8.95+0.11
Pyrocatechol -
Quercetin 7.82+0.19
Resveratol -
Rosmarinic acid 7.17+0.14
Sinapic acid -
Syringic acid 1.57+0.06
Taxifolin 1.23+0.03
Vanillin 0.06+0.00
Verbascoside 14.78+0.11
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5. TARTISMA
5.1 Antioksidan Aktivite Analiz Sonuclar1

Bu caligmada kullanilan C. longiflorum bitkisinin metanol, etanol, distile sudan
(72.5/14.8/12.7, v/v/v) olusan solvent karigimi eklenerek hazirlanmis ekstraktin antioksidan
aktivitesi, DPPH, ABTS ve FRAP gibi antioksidan maddelerin analizlerinde yaygin olarak
kullanilan yontemlerle degerlendirilmistir. DPPH ve ABTS metodu farkli oranlarda bitki
kullanilarak belirlenmis ve deneyler 3 tekrarli sekilde yapilmistir. Bitkinin DPPH ve ABTS
ICso (inhibisyon konsantrasyonu 50) degerleri Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de sunulmustur. ICso
degeri, bitki ekstraktlarinin baslangictaki DPPH ya da ABTS ¢ozeltisinin %50’sini ndtralize
edebilmesi i¢in gereken konsantrasyonu ifade etmektedir. Diisiik ICso degeri, Olgiilen
maddenin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi demektir (Yildiz et al., 2019). Pozitif
kontrol olarak, gallik asit hazirlanmis ve sonuglar gallik asit ile kiyaslanmistir. Elde edilen
bulgularda C. longiflorum tiiriiniin DPPH testi sonuglarina bakildiginda ICso degeri mg/mL’
de 0.168+0.026 ¢ikmis olup, deneyde pozitif kontrol olarak kullanilan gallik asit ICso degeri
ise, mg/mL’ de 0.003+£0.000 ¢ikmistir. Baska bir antioksidan testi olan ABTS testinde ise
Tablo 4.2°de belirtildigi gibi ICso degeri mg/mL’de 0.215+0.134 olarak kaydedilirken,
pozitif kontrol olan gallik asitin ICso degeri mg/mL’de 0.001+£0.000 ¢ikmustir. Ayrica bitkinin
serbest radikal siipiirme aktivitesine ek olarak metal indirgeme aktivitesini belirlemek
amaciyla yaygin olarak kullanilan bir antioksidan testi olan FRAP metodu kullanilarak metal
indirgeme aktivitesi hesaplanmistir. C. longiflorum bitkisinin trolox antioksidan aktivite testi
ile belirlenen trolox standart egrisi ve egilim ¢izgisi denklemi, Tablo 4.3°te belirtilmistir ve
trolox (mg/TEQ) 33.57+2.602 olarak bulunmustur.

Literatiire bakildiginda DPPH, ABTS ve FRAP testleri ile yapilmis pek c¢ok c¢alisma
mevcuttur. Bu tez ¢alismasinda incelenen C. longiflorum bitkisinin de i¢inde bulundugu
Cyclotrichium tiirlerinin fenolik bilesenler acgisindan zengin oldugu ve bu bilesenlerin
DPPH, ABTS ve FRAP testlerinde yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bu konuda
yapilan bazi arastirmalar da tez ¢alismasinda yapilan deneylerin bulgularmi destekler
niteliktedir. Onceki calismalar incelendiginde, Emen et al. (2009), tarafindan yapilan bir
calismada C. niveum tiirliniin metanol 6ziitiinde, 78.15 pg/mL’lik bir ICso degeri ile DPPH
serbest radikalini etkili sekilde indirgemistir. Bu durum bitkide giiglii sekilde antioksidan
etki varligimi gostermektedir Benzer sekilde, Giilgin et al. (2022), tarafindan yapilan bir

calismada, ayni tiirden olan C. leucotrichum tiiriiniin, DPPH testinde 1Cso degeri 23.74 ve
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28.85 pg/mL, ABTS testinde ise ICso degeri 12.53 ve 14.05 pg/mL olarak rapor edilmistir.
Farkli bir calisma, Nilofar et al. (2023), tarafindan yapilmis olup, P. subulifera ve C.
glabrescens tiirlerinin metanol, hekzan ve sulu ekstraktlarinin antioksidan deneylerini
gergeklestirmis, iki bitkinin de DPPH, ABTS ve FRAP analizlerini yapmistir. Yapilan
deneylerde her iki bitkinin hekzanli ekstrakttinda DPPH ve ABTS radikal siiptiriicii aktivite
gbzlemlenmemistir. Ayrica iki bitki icin ICso degerini (mg TE/g) olarak belirtmistir. P,
subulifera bitkisi i¢cin metanol ve sulu ekstraktlarinin 1Cso degerleri sirastyla DPPH testinde
131.60+5.03, 238.50+3.44 mg TE/g, ABTS i¢in ise, 127.36+0.86 ve 234.97+3.53 mg TE/g
olarak bulunmustur. FRAP testinde metanollii ekstraktlarin aktivitesi P subulifera
209.50+0.67 mg TE/g iken C. glabrescens 71.90+£2.90 mg TE/g olarak kaydedilmistir. Son
olarak hekzanli ekstraktlarda ayni sirayla 20.25+0.61 ve 13.484+0.19 mg TE/g degeri
gbzlemlenmistir. Bunun yaninda C. longiflorum tiirliniin de igerisinde bulundugu Lamiaceae
familyasinda yer alan farkli tiirler iizerinde de yapilan bir¢cok calisma mevcuttur. Bu
calismalardan bazilarina 6rnekler verilmistir. Giizel (2023a), tarafindan yapilan ¢alismada,
S. lavandulifolia bitkisinin farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan 6ziitlerine DPPH, ABTS testleri
denenmis, radikal giderici aktivitesi hesaplamis ve degerleri standart antioksidan olan BHT,
BHA ve Trolox ile karsilagtirmigtir. 0,2 mg/mL konsantrasyonda DPPH radikal giderme
aktivitesinin ylizdesini (%) metanol, su ve hekzan i¢in sirasiyla 50.07+1.01, 49.95+0.52,
20.36+0.34, ABTS i¢in 23.42+0.14, 15.96+0.25, 6.15£1.12, 0,2 mg/mL olarak kaydetmistir.
FRAP sonuglarinda ise metanol ve su ekstraktlari i¢in sirasiyla 0.134+0.58, 0.233+0.47
olarak belirlenmistir Benzer sekilde, Ozgoban ve Gedikoglu (2024), tarafindan yapilan bir
calismada, S. officinalis bitkisinin ugucu yaginin DPPH, ICso degerini 5.507+0.723 mg/mL
olarak ve FRAP degerini ise 2.1294+0.136 mM/g olarak raporlamistir. Ayrica Kirkan (2019),
tarafindan yapilan bir calismada, S. cretica subsp. vacillans bitkisinin farkli ¢oziiciilerle
hazirlanan ekstraktlarinin antioksidan indirgeme kapasitesini DPPH, ABTS ve FRAP
testlerini uygulayarak tamamlamistir. ICso degerleri DPPH testinde metanol ve su igin
sirastyla 191.47+5.77 ve 149.714+0.61 iken, ABTS testi i¢in metanol ve su ekstraktlar
213.934+21.83, 193.22+5.17 olarak belirlemistir. FRAP testi sonuglar1 ise metanol ekstrakti
icin 254.40+8.58, su ekstrakti icin 160.01+4.14 mg TE/g olarak kaydetmistir. Bununla
birlikte Ndhlala et al. (2024), tarafindan yapilan bir calismada, L. stoechas ve T. sipyleus
bitkisinden elde ettikleri etanolik Oziitlere antioksidan testleri yapmistir. DPPH, ABTS
testinde 0,3mg/mL, FRAP analizlerinde ise 0,2 mg/mL konsantrasyon kullanmig ve standart
antioksidanlardan olan BTH, BHA ve trolox ile karsilastirmistir. Sonug olarak L. stoechas

icin DPPH, ABTS ve FRAP ICs degerleri 15.86+1.30, 18.75+1.60, ve 0.18+0.02 iken, 7.
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sipyleus i¢cin DPPH, ABTS ve FRAP ICso degerleri 38.85+4.02, 34.77+2.88 ve 0.25+0.01
olarak kaydetmislerdir. Son olarak Niksic et al. (2018), tarafindan yapilan farkli bir
calismada, Mentha spicata yapragindan elde ettigi ugucu yagin antioksidan potansiyelini
degerlendirmek icin DPPH metodu kullanilmis ve esansiyel yagin 41.23 pg/mL gibi 6nemli

diizeyde ICso degerine sahip oldugunu saptamistir.

Antioksidan aktivitenin dogru ve kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi i¢in antioksidan
kapasiteyi hem daha giivenilir bir sekilde belirlemek hem de farkli mekanizmalar1 temel alan
coklu analizlerle antioksidan etkiyi tiimiiyle yansitabilmek amaciyla DPPH, ABTS ve FRAP
olmak tizere ii¢ farkl test uygulanmistir. Bu testler, serbest radikal giderme kapasitesi ve
indirgeme giicli gibi farkli antioksidan mekanizmalar1 ortaya koyarak, incelenen bitkinin
antioksidan potansiyelini ¢ok yonlii bir sekilde degerlendirmemizi saglamistir. Bu tez
calismasinda incelenen C. longiflorum tiiriini, literatiirde yer alan benzer tiirler ile
karsilastirdigimizda antioksidan aktivitesinin 6nemli oranda yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bitkinin antioksidan aktivitesinin yliksek olusu igermis oldugu yogun fitokimyasal bilesikler
ile iligkilendirilebilir. C. longiflorum ekstraktinda LC-MS/MS analizleri sonucunda, 38 farkli
bilesene bakilmis olup 31 tanesi tespit edilmis ancak yedi bilesenin varlig1 goriillmemistir.
Bunun yaninda baskin konsantrasyonda bes farkli bilesen tespit edilmistir. Bu bilesenlerin
tanimlanmasi, kiitle spektrumlar1 ve karsilastirmali veri tabani analizleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgular bitkinin kimyasal ve biyolojik aktiviteleri hakkinda
Oonemli bilgiler sunmaktadir. Baskin olarak bulunan biyoaktif bilesenler; naringin,
hesperidin, rutin hidrat, benzoik asit ve eriodiktiol gibi fenolik ve flavonoid bilesenler olarak
belirlenmistir. Antioksidan aktivite agisindan, bitkide baskin konsantrasyonda belirlenen beg
bilesenin de kuvvetli antioksidan etki gosterdigi literatiirde mevcuttur (Demirtas, 2023;
Yiice, 2006; Choi et al., 2022; Sarikiirkcii, 2020; Salehi et al., 2017; Mehmood et al., 2021,
Lima et al., 2006; Rao et al., 2007).

Narenciye flavonoidi olarak bilinen ve 6zellikle turunggillerde ¢ok fazla bulunan naringin,
pek cok bitkide incelenmis olup, giiclii antioksidan 6zellik gostermesi ile bilinmektedir.
Naringin flavonoidinin antioksidan etkisi, farkli hayvan tiirleri ve hiicre hatlar1 {izerinde
yapilan ¢alismalarla dogrulanmistir. Bu bilesigin 6nemli etkileri bulunmaktadir. Naringin,
pro-oksidan enzimlerin inhibisyonu, metal iyonlarinin selasyonu ve ayni zamanda serbest
radikalleri temizlemesiyle dikkat ¢ekmektedir. Siiperoksit ve hidroksil radikallerini etkili

sekilde temizleyerek oksidatif stresi azaltmakta ve hatta oksidatif strese karsi kuvvetli bir
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koruma kapasitesi sunmaktadir. Bu Onemli etkilere ek olarak naringin, antioksidan

enzimlerin fizyolojik etkilerini arttirarak oksidatif stresi azaltmaktadir (Demirtas, 2023).

Bitkide bulunan flavonoidlerden bir digeri olan hesperidin, yine naringin gibi turuncgillerde
yaygin olarak bulunan bir flavonoiddir ve gii¢lii antioksidan 6zelligi yapilan ¢aligmalarla
belirlenmistir (Yiice, 2006). Antioksidan 6zelligine ek olarak, anti-inflamatuar, anti-allerjik,
hipolipidemik, damar koruyucu ve anti-karsinojenik gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir (Choi et al., 2022). Hesperidin antioksidan etkisini hem serbest oksijen
radikallerini uzaklastirarak hem de hiicresel antioksidan savunma mekanizmasini ERK /

NRF 2 sinyal yolag1 araciligryla arttirarak gostermektedir (Engin, 2015).

Bitkide tespit edilen bir diger flavonoid olan rutin hidrat, serbest radikal temizleme 6zelligi
ile bilinen bir flavonoiddir. Gii¢lii néroprotektif ve antioksidan 6zelliklere sahip olan rutin
hidratin antioksidan mekanizmasi, hiicrelerin savunma sistemlerini aktive ederek oksidatif
stresi azaltma kapasitesine dayanmaktadir. Fenolik bilesiklerin gen ifadesini diizenleyerek
antioksidan savunma mekanizmalarini uyardigi bilinmekte olup, 6zellikle kuersetin’in
Nrf2’nin ¢ekirdege tasinmasini artirarak peroksidasyona karsi hiicresel yanit1 gliclendirdigi
gosterilmistir. Ayrica serbest radikalleri temizleme ve hiicresel stres yanitini diizenleme

yetenegi, rutin hidratin terap6tik potansiyelini artirmaktadir (Sarikiirkgii, 2020).

Bitkide yogun konsantrasyonda ¢ikan dnem arz eden bir diger fitokimyasal bilesen benzoik
asittir. Benzoik asit, fenolik bir bilesik olup iyi antioksidan 6zellikleriyle bilinmektedir. Bu
ozelligi serbest radikalleri notralize etmesine, metal iyonlarini selatlamasina ve oksidatif
stres sebebi ile olusan hiicresel hasar1 engellemesine dayanmaktadir. Ayn1 zamanda lipit
peroksidasyonunu inhibe edebildigi belirtilmektedir. Tiim bunlara ek olarak benzoik asit,

gida koruyucu olarak da kullanilan bir bilesendir (Salehi et al., 2017).

Son olarak baskin konsantrasyonda bulunan son fitokimyasal bilesen olan eriodiktiol’iin ise
diger bilesenler gibi serbest radikal temizleme kapasitesine katki sunarak antioksidan etki

yarattig1 yapilan ¢alismalar ile dogrulanmistir (Mehmood et al., 2021).

Bu baglamda, c¢alisma kapsaminda elde edilen yiiksek antioksidan aktivitenin, belirlenen
fenolik ve flavonoid bilesenlerden kaynaklandigi ve literatiirle uyumlu oldugu

goriilmektedir. Daha 6nce de belirtildigi iizere, antioksidanlar hiicre metabolizmasinin toksik
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yan lirlinii olan serbest radikalleri azaltarak ya da etkisiz hale getirerek oksidan-antioksidan
oranin1 dengeleyerek oksidatif dengeyi saglamaktadir. Oksidatif dengenin bozulmasi
durumunda zincirleme oksidasyon reaksiyonlari meydana gelebilir ve bu durum da lipitleri,
proteinleri ve niikleik asit yapilarini bozarak beraberinde bir¢cok hastaligi getirebilir. Bu
hastaliklara 6rnek olarak kanser, diyabet, ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar
verilebilir (Lima et al., 2006; Rao et al., 2007). Sonug olarak antioksidan etki diger biyolojik
aktivitelerle baglantilidir ve beraberinde ¢esitli biyolojik siireclerin aktif olarak siirdiigline

ayn1 zamanda hiicresel islevlerin korunmasina da katkida bulunduguna isaret etmektedir.

Gelecekte yapilacak antioksidan calismalari icin C. longiflorum bitkisinin iyi bir kaynak
olabilecegi ve potansiyel terapotik kullanimlar agisindan kayda deger bir aday olabilecegi

diistinilmiistiir.

5.2 Antikolinerjik Aktivite Analiz Sonug¢lari

Alzheimer hastalig1 tedavi edilemeyen bir hastalik olmasi bakimindan son dénemlerde ¢ok
calisilan ve aragtirilan bir hastalik haline gelmistir. Bir¢ok bitki i¢in antikolinerjik etki merak
konusudur. Bu calismada C. /longiflorum bitkisinin antikolinerjik aktivitesi, ChE
enzimlerinden olan ve ACh noérotransmitterini hidroliz ederek kolinerjik sinir iletiminin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyon aktivitesi
hesaplanarak bakilmistir. Elde edilen bulgular ICso degeri olarak hesaplanmistir. AChE (%)
enzim inhibisyon aktivitesi mg/mL’de 0.805+0.185 raporlanirken, BChE (%) enzim
inhibisyon aktivitesi ise mg/mL’de 1.033+0.045 olarak belirlenmistir.

Literatiirde Cyclotrichium tiirleri lizerinde antikolinerjik etki ¢alismalar1 bulunmaktadir. Bu
calismalardan bir tanesi, Nilofar et al. (2024), tarafindan gerceklestirilmistir. C. glabrescens
bitkisinin hekzanli, metanollii ve sulu 6ziitlerini hazirlayip bu ekstraktlarda antikolinerjik
etkiyi hem AChE hem de BChE enzimleri ile test etmislerdir. Yaptiklar1 deney sonuglarinda
C. glabrescens bitkisinin hekzanla hazirlanmis Oziitiinde mg/g galantamin esdegerinde
2.71+0.25 sonucuna ulasmis ve yine ayni Oziitte BChE aktivitesini 2.89+0,18 olarak
kaydetmislerdir. Bulunan bu veriler 1s18inda ¢alismada C. glabrescens bitkisinin gili¢lii bir
antikolinerjik etkisinin bulundugunu belirtilmistir Yine ayni1 cinse ait baska bir bitki olan C.
origanifolium bitkisinin antikolinerjik etki ¢alismalar1 Ozer (2019), tarafindan yapilmistir.
C. origanifolium bitkisini infiizyon ve dekoksiyon ile hazirlayan Ozer, AChE ve BChE

enzim inhibisyon aktivitesine bakmustir. infiizyon yontemi ile hazirladigi 6rneklerin AChE
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% inhibisyon aktivitesini 200 pg/mL’ de 58.40+1.12 olarak, BChE aktivitesini ise
35.2140.99 olarak kayit altina almistir. Dekoksiyon yontemi ile hazirladiginda ise AChE i¢in
40.94+2.52, BChE icin ise 60.73+4.70 olarak kaydetmistir. Bu iki enzim i¢inde % inhibisyon
aktivitesi oldugu belirlenmis fakat ICso degerleri hesaplanamamistir. Lamiaceae familyasina
genel olarak bakildiginda enzim inhibisyon c¢aligmalarinin fazlaca oldugu goriilmektedir.
Antikolinerjik etkisi incelenen birgok calisma mevcuttur. Ornegin Kivrak et al. (2009), S.
potentillifolia bitkisinin hem % inhibisyon aktivitesine hem de ICs¢ degerlerini hesaplamis
ve bitkide uM’ de genel olarak farkli ekstraktlarda AChE ve BChE enzimlerinde 200 {istii
ICso degeri gormiis dolayisiyla antikolinerjik etkisinin olmadigi kanaatine varmiglardir. Bir
diger calisma S. ceratophylla bitkisi lizerinde yapilmistir. Uysal et al. (2021), yaptigi
caligmada bitkiden elde edilen farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan 6ziitlerde AChE ve BChE
enzimlerinin hem % aktivitesine hem de ICso degerlerine odaklanmistir. Sonucunda ise iki
enzim icin de S. ceratophylla bitkisinin iyi bir antikolinerjik etkisinin bulundugunu
belirlemislerdir. En iyi AChE enzimi ICso sonucu mg/mL'"de %80 metanol iceren su ve
metanol karisik solvent karisimda goriilmiistiir. Bu deger 0.62+0.04 olarak kaydedilmistir.
BChE enzimi i¢in ise en iyi deger 0.94+0.19 olarak ¢ikmis ve diklorometan ile hazirlanmis

ekstraktta gorilmiistiir.

Elde edilen bulgular literatiir ile kiyaslandiginda C. longiflorum bitki ekstraktinin AChE ve
BChE enzimleri iizerindeki gii¢lii inhibisyon etkisini agik¢a ortaya koymaktadir. Calismada
bulunan ICso sonuglari her iki enziminde aktivitesini engelledigi sonucunu gostermektedir.
Verilere gore AChE, BChE enzimine kiyasla daha etkin sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Bu
sonuglar 15181nda C. longiflorum bitkisinin fitokimyasal profilinde yiiksek konsantrasyonda
bulunan bilesenlerin sinir iletimi mekanizmalar1 iizerinde c¢esitli yollarla etki ederek
kolinerjik sistemi modiile ettigi diisiiniilmiistiir. Literatiirde fenolik ve flavonoid bilesiklerin
noroprotektif etkilerinin antioksidan ve antikolinesteraz Ozelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Merkezi sinir sistemi tarafindan yiiksek oranda oksijen kullanimi, dokulari
oksidatif hasara kars1 daha duyarli hale getirir. Ek olarak, caligmalar Alzheimer hastalig1 olan
hastalarin beyinlerinde malondialdehit (MDA) ve hidroksinonenal gibi yliksek miktarda
lipid peroksidasyon iiriinlerinin bulundugunu gostermistir. Ademosun et al. (2016), yaptigi
caligsma ile rutin hidratin antikolinerjik etkisinin varligini agik¢a belirlemistir Ayrica naringin
bileseninin de antikolinerjik etkisi goriilmiistiir. Naringin’in antikolinerjik etkisinin

mekanizmasi, AChE inhibisyonuna katki saglayarak sinaptik asetilkolin seviyelerini
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artirabilecegi ile agiklanabilir. Ayrica, ndronal inflamasyonu azaltarak kolinerjik sistemin

korunmasina yardimci olmaktadir (Demirtas, 2023).

C. longiflorum bitkisinden elde edilen bu sonuglar goz Oniine alindiginda noérolojik
hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici sonuglar ile karsilagilmistir. Ayn1 sekilde, bitki BChE
inhibisyonunda goriilen etkinligi ile yine dikkat ¢ekmektedir. Sonuglar C. longiflorum
bitkisinin Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda, hastaliga bagli olusan etkileri

azaltabilecek ya da yavaslatabilecek dogal bir kaynak olabilecegini diisiindiirmektedir.

5.3 Antidiyabetik Aktivite Analiz Sonuclari

Diyabet ¢ok yaygin, farkl tipleri bulunan, kronik ve tiim yas gruplarini etkileyen zor bir
metabolizma hastaligidir. Insan viicudunda kanda glukoz seviyesinde bir denge
bulunmaktadir. Bu denge insiilin gibi hormonlar ile diizenlenir insiilin-glukoz arasindaki
dengenin ¢esitli sorunlardan dolay1 homeostaziyi saglayamamasi durumunda DM meydana
gelmektedir (Altimisik, 2010). Karbonhidrat sindirim ve emilim azaltici bir¢ok inhibit6r
tedavi olarak kullanilmaktadir. Yaygin olarak o-amilaz ve a-glukosidaz gibi temel
enzimlerin faaliyeti ile kan glukoz seviyesi dengelenmektedir. Karbonhidrat yikiminda
gorevli olan a-amilaz ve o-glukosidaz enzimleriyle yapilan inhibisyon deneyleri
antidiyabetik aktivite tayininde kullanilmaktadir. Enzim inhibisyonu deneylerinde hastaligin
seyrinde gorevli enzimler inhibe edilmeye calisilir ve bdylece hastalik kaynakli etkiler
azaltilabilir. Hastaliga bagli olusan sorunlarin en aza indirgenmesi ve hastalarin hayat
kalitesinin arttirilmast i¢in birgcok dogal kaynak {izerinde c¢aligmalar yapilmaktadir
(Kalinovskii et al., 2023; Mohd Bukhari et al., 2017). Bu calismada C. longiflorum bitkisinin
antidiyabetik etkisi aragtirllmistir. Bitkiler {izerinde ¢ok fazla inhibisyon deneyi yapilmistir.
Fakat C. longiflorum ekstraktinda, a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitor etki yerine aktivator
etki gostermistir. Bu durum yapilan deneylerde farkli bitki konsantrasyonlari ile test edilmis
ve bitki konsantrasyonu arttikga enzim aktivitesi artis1 gézlemlenmesi ile agik¢a ortaya
konmustur. Diger yandan, pozitif kontrol olarak kullanilan Akarboz’un a-amilaz enzimi
tizerindeki inhibitdr etkisine ait ICso degeri hesaplanmis ve 0,881+0,001 mg/mL olarak
belirlenmistir. Elde edilen bu deger, ¢alismada kullanilan metotlarin gegerliligini teyit
ederken, Akarboz’un enzime karsi yliksek inhibisyon giliciini de ortaya
koymaktadir.Aktivasyon etkisinin ekstraktta sayica ¢cok bulunan bilesenlerin enzimlerin
aktif bolgelerine tutunmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Literatliirde bazi

bilesenlerin aktivatdr etkisi gosterebildigi goriilmiistiir. Ornegin Menshaz and Altuner
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(2020), yaptiklar1 ¢alismada bazi bitkilerde bulunan bilesenlerin DM hastalarindaki a-
amilazin inhibisyonu arastirirken naringenin flavonoidinin o -amilaz enzimine kars1 iyi bir
aktivator oldugu sonucuna ulagsmislardir. Bir diger calismada yine benzer bir sonugla
karsilasmistir. Tok (2024), yaptig1 calismada iyon kanallarmi bloke eden maddelerin
karbonhidrat metabolizmasi ve diyabet iizerinde olumsuz etkilerini incelemis ve bu inceleme
sonucunda a-amilaz enzim deneylerinde naringenin enzimin aktivasyonuna neden oldugu,
yuksek glukoz ortaminda naringenin kas hiicrelerinin seker tliketimini tesvik edici etki

gosterdigini raporlamistir.

Elde edilen sonuglara gore, C. longiflorum bitkisinin igeriginde naringin 2792.50 pg/g
oraniyla en yiiksek bilesen olarak bulunmustur. Naringin, naringeninin glikozit formu
oldugundan, biyolojik sistemlerde veya enzimatik ortamda naringenin olusumu {izerinden
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. a-amilaz ve a-glukosidaz enzimlerine karst gézlemlenen
bu aktivite literatiire bakilarak naringinin polifenoliin varligi ile iliskilendirilmistir. Bitkide
inhibitdr etki bulunmadigindan dolay1 ICso degeri hesaplanamamigtir. Bunun yerine, enzim
aktivitesindeki artig miktarin1 degerlendirmek amaciyla ekstrakt konsantrasyonu ile enzim
aktivasyonu arasinda bir korelasyon incelenmistir. Bu sonug, C. longiflorum bitkisinin
antidiyabetik etki mekanizmasinin farkli bir yolla gergeklesebilecegini ve inhibitorlerden
ziyade enzim aktivatorleri olarak potansiyel bir terapotik etki saglayabilecegini

diistindiirmiistiir.

5.4 Toplam Fenolik ve Flavonoid Icerik Tayini Analiz Sonuclar

C. longiflorum bitkisinin toplam fenolik ve flavonoid bilesik tayin analizi, Folin-Ciocalteu
kolorimetrik yontemi ve Ramful ve arkadaglariin yaptigit metot uyarlanarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Ramful et al., 2011). Deneyler sonucunda toplam
fenolik bilesik tayini sonucu ICso degeri olarak hesaplanmis ve mg/mL de 10.87+0.234
olarak kayit altina alinmistir. Hesaplamada gallik asit standardi kullanilarak elde edilen
kalibrasyon egrisi kullanilmigtir. Flavonoid igerik analizi sonucu ICso degeri olarak
hesaplanmis ve mg/mL de 57.82+7.239 olarak raporlanmistir. Kuarsetin standardi
kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi ile mg/mL kuarsetin esdegerine doniistiiriilerek

hesaplamalarda kullanilmistir.

Literatiir taramasi ile bircok Lamiaceae familyasina ait bitkide toplam fenolik ve flavonoid

igerigine bakildig1 goriilmektedir. Bu durumun baslica nedenleri bu deneylerin hem hizli ve
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etkili sonug goriilmesi hem de yapilacak diger deneyler i¢in zemin hazirlayacak olmasidir.
Ciinkii bir bitkide fenolik ve flavonoid igerik ne kadar fazlaysa o bitkide terapoétik etkilerde
vardir seklinde yorumlanabilir. Bu nedenle toplam fenolik ve flavonoid igeriginin analiz
edilmesi bitkinin biyolojik aktivitesi hakkinda bilgi vereceginden biiyiikk 6nem arz
etmektedir. Fenolik ve flavonoidlerin varlig: bitkilerde antioksidan gorevi gorerek serbest
radikallerin zararli etkilerini azaltacak ve oksidatif stresi engelleyecektir. Dolayisiyla

oksidatif stresin beraberinde gelecek bir dizi rahatsizliginda 6niine gegecektir.

Gilgin et al. (2008), C. niveum bitkisinin sulu ve etanollii ekstraktlarinin toplam fenolik ve
flavonoid analizine bakmis ve degerleri toplam fenolik bilesik sonuglarini
pg/mg konsantrasyonda sulu ekstrakt i¢in 32.21+1.8 bulunurken etanollii 6ziitte 37.21+2.2
bulunmustur. Flavonoid icerik tayininde ise sulu ekstrakt icin 1.98+0.15, etanollii ekstrakt
icin ise 3.92+0.17 olarak literatiire sunmustur. Kiilcii et al. (2019), ikisi Lamiaceae
familyasindan olmak iizere 4 bitkinin farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarinda toplam
fenolik ve flavonoid igerigine bakmis ve deneyler sonucunda M. piperita, ve Thyme
serpyllum bitkisinde en yliksek sonucu veren ¢oziiciliniin etanol oldugu sonucuna ulasmistir.
Sonuglar M. piperita igin fenolik igerik tayininde ug/mL de 137.69+1.64, flavonoidde
146.48+5.42 c¢ikarken, 7. serpyllum bitkisi i¢in ayni sira ile 155.79+0.53 ve 300.06+1.65
cikmistir. Selvi (2020), yaptigi bir caligmada Lamiaceae familyasindan 3 bitkinin metanollii
ve etanollii oziitlerinin toplam fenolik ve flavonoid igerigine bakmis ve sonug olarak Salvia
verticillata bitkisinin hem metanol hem de etanollii ekstraktlarinin analiz sonucunu en
ylksek deger olarak kaydetmistir. Bu degerlere gore S. verticillata bitkisinin toplam fenolik
icerigi metanollii ekstraktt mg/g da 347.04+1.42 cikarken etanollii ekstraktta 51.90+1.64
¢ikmis ve flavonoid igerik analizinde yine metanol ve etanol olarak 116.01+1.04, 18.52+

0.77 degerini gdormiistiir.

Yukarida bahsedilen sonuclar ile elde edilen sonuglar kiyaslandiginda benzer sonuglar
goriilmiistiir. C. longiflorum bitkisi toplam fenolik ve flavonoid icerik analizleri sonucunda
elde edilen veriler bitkinin fenol ve flavonoid bilesenler acisindan zengin oldugunu
gostermektedir. Bulunan sonuglar yukarida da bahsedildigi gibi bitkinin serbest radikal
temizleme etkisinin kuvvetli oldugunu ve oksidatif stresi engelleyerek hastaliklara karsi
koruma saglayabilecegini gostermektedir. Ayni sekilde flavonoid analiz sonuclart sadece
antioksidan etki ile degil ayni zamanda bitkide goriilen antibakteriyel etki ile de

bagdaslasmistir. Bu durum, C. longiflorum bitkisinin toplam fenolik ve flavonoid igerik
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sonuglar1 ile gelecek yillarda farmakolojik acidan iyi bir kaynak olabilecegini

distindirmiistiir.

5.5 Antibakteriyel Aktivite Analiz Sonuc¢lari

Bu calismada, bitki ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesi, disk difiizyon yontemi ve MIK
testleri ile degerlendirilmistir. C. longiflorum bitki ekstraktinin, gram pozitif ve gram negatif
bakterilere kars1 farkli derecelerde antibakteriyel aktivite gosterdigi gézlemlenmistir. Disk
difiizyon testinde, S aureus tlizerinde 15.12+£1.499 mm, E. coli lizerinde 10.68+1.396 mm
inhibisyon zonu ¢ap1 gézlenmistir. Pozitif kontrol sonuglar1 ayni siralama ile 19.97+0.587,
27.80+0.783 cikmistir. MIK degerleri ise sirasiyla bitki ekstraktlarinin en diigiik inhibisyon
konsantrasyonu S. aureus’da 3.13+0.00 mg/mL iken, E. coli’de 2.08+0.90 mg/mL olarak
belirlenmistir. Pozitif kontrollerinde her iki bakterinin de MiK degeri mg/mL’ de 0.39+0.00
olarak belirlenmistir. Iki deney sonucunda negatif kontrolde herhangi bir aktivite

gbzlemlenmemistir.

Calismanin net ve dogru sonuglar sunmasi, ayni zamanda elde edilen verilerin saglikli bir
sekilde karsilastirilmasi biiylik 6nem tasidigindan, deneysel prosediir titizlikle planlanmis ve
uygulanmustir. C. longiflorum bitkisinin antibakteriyel analizlerine ek olarak her bakteri i¢in
ekstra kontrol gruplar1 da eklenmistir. Deney diizeneginde hem pozitif kontrol olarak
kullanilan gentamisin, hem de negatif kontrol olarak kullanilan bitki ekstrakt1 ¢oziiciisii ile
giivenilir sonuglara ulagilmasi saglanmistir. Calisma hedefi, yalnizca bilimsel literatiire katk1
sunmak degil ayn1 zamanda ileride gergeklestirilecek benzer arastirmalara saglam bir kaynak

olusturmaktir. Her iki deneyde ii¢ tekrarl gerceklestirilmistir.

Literatiir arastirmast sonucunda Cyclotrichium tiirlerinin bazilarinda antibakteriyel aktivite
analizinin yapildig1 goriilmektedir. Ornegin; Tepe et al. (2005), C. origanifolium iizerinde
yaptig1 bir c¢alismada, 14 farkli bakteri iizerinde farkli ¢oziiciiler ile hazirlanmig bitki
ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesine bakmistir. Antibakteriyel analiz yontemi olarak
hem disk difiizyon yontemi ile hem de MiK yéntemine bakilmistir. S. aureus bakterisi igin
elde edilen zon 11.0+0.0 mm olarak kaydedilmistir. Ayn1 zamanda E. coli bakterisi i¢in de
analiz yapilmis ve bu bakteri igin ise 11.5+£0.5 mm zon goriilmiistiir. MIK degerlerine
bakildiginda ise S. aureus bakterisinin MiK degeri (mg/mL™) 8.00 ¢ikarken, E. coli bakterisi
icin ise 4.00 ¢ikmistir. Alim et al. (2015), C. niveum bitkisinin antibakteriyel etkisine

bakmistir. Bulduklar1 sonuglarda S. aureus bakterisi icin disk difiizyon yoOnteminde
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47.00£1.2 ¢ikarken, bu sonuclar1 pozitif kontrol olarak kullandiklar1 gentamisin ile
kiyaslamiglardir. Gentamisinin oranini bu bakteri i¢in 23+0.76 mm olarak raporlamislardir.
E. coli bakterisi i¢in ise 12.00£0.76 mm zon gormiislerdir. Ayn1 ¢alismada MIK analizi de
yapan Alim ve arkadaglar1 sonuglar1 S. aureus ve E. coli i¢in sirastyla, 3.12 ve 25.00 pg/mL
olarak kaydetmislerdir. Yaldiz et al. (2017), Lamiaceae familyasina ait olan dort farkli bitki
tizerinde antibakteriyel aktiviteyi disk diflizyon yontemi ile ¢alismistir. Bulduklari sonuglar
S. aureus bakterisi i¢in sirasiyla L. angustifolia, Melissa officinalis, O. vulgare ve S.
officinalis i¢in 18.525+0.303, 16.875+0.072, 41.025+0.563, 13.500+0.289 ¢ikarken, E. coli
bakterisi i¢in ise 10.00+0.00, 13.00£0.00, 29.00+0.00, 8.00+£0.00 mm olarak raporlamistir.
(Ramos Da Silva et al., 2021), farkli antibakteriyel testler ile bir¢ok bitkinin antibakteriyel
etkisine bakmis ve disk difiizyon yontemi i¢in M. spicata bitkisi i¢in S.aureus bakterisinde
813 mm, E. coli bakterisinde ise 11.8—21 mm arasinda bir sonu¢ kaydetmistir. Sprea et al.
(2022), 6 farkli Lamiaceae familyasina ait tiirde MIK deneyini yapmus ve S. aureus ve E.

coli bakterisinde degerler 1-2 mg/mL arasinda ¢ikmustur.

Disk diflizyon deneyinde, C. longiflorum ekstrakti pozitif kontrol olarak kullanilan
gentamisin ile kiyaslandiginda, gram pozitif bakteri olan S. aureus bakterisinin inhibisyon
zonunun gentamisine gore daha diisiik oldugu fakat gram negatif bakteri olan E. coli
bakterisine kars1 daha fazla zonun olustugu gézlemlenmistir. Bu durum gram pozitif ve
negatif bakterilerin hiicre duvarindaki farkliliklarla agiklanabilir. Gram pozitif bakteri
grubunun hiicre duvar yapis1 gram negatif bakterilere gore daha basit yapilidir bu nedenle
hidrofobik molekiillerin hiicre icerisine girmesini kolaylagir. Bitkilerde bulunan ugucu
bilesiklerin hidrofobik yapili olmasi sayesinde, bakteriyel hiicre zarini1 ve mitokondri
yapilarin1 bozdugu, zar proteinlerine, stoplazmik membrana zarar verdigi bu sebeple hiicre
iceriginin sizmastyla daha gecirgen hale getirdigi bilinmektedir. C. longiflorum’un
antibakteriyel etkisinin hidrofilik yapili fitokimyasal bilesenlerle ve diger aktiviteler ile
baglantili oldugu sdylenebilir. LC-MS/MS analizinde yiiksek konsantrasyonda saptanan
naringinin, antibakteriyel etkisi yapilan c¢ogu calismada goriilmiistir. Bu caligmalar
derleyen, Zhao and Liu (2021), naringinin antibakteriyel etkisinin varligin1 pek ¢ok calisma

ile dogrulamustir.

Naringin bakteride oksidatif strese yol agarak bakteri biyofilmine ve bakteriyel membrana
zarar vermekte ve bakteri hiicre yapilarimi bozdugu i¢in antibakteriyel aktivite

gostermektedir (Zhao and Liu, 2021; Yang et al., 2020; Saglam vd., 2022).
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MIK yénteminde ise gentamisin her iki bakteri icin 0.39+0.00 olarak hesaplanmistir. Bu
pozitif kontrol gentamisin ¢ok diisiik bir konsantrasyonda bakterileri durdurdugu anlamina
gelmektedir. Bu deney sonucunda disk diflizyon yonteminden farkli olarak E. coli
bakterisinin bitkiye 2.08+0.90 konsantrasyondaki oraniyla daha duyarli oldugu
goriilmektedir. Bu olagan dis1 bir durum olarak degerlendirilebilir ¢iinkii normal sartlarda
gram pozitif bakterilerin yapilari, bitkilerin igerisinde bulunan fitokimyasallar sayesinde
daha gecirgen olur ve bu nedenle daha duyarlidir. Fakat deney sonucunda E. coli, S. aureus
bakterisine oranla daha duyarli ¢ikmistir. Bunun nedeninin S. aureus bakterisinin direng
kazanmig olabilecegi diisiiniilmektedir. Calisma, C. longiflorum bitkisinin antibakteriyel
etkisinin giiclii oldugunu ortaya koymustur. Literatiir ile karsilastirildiginda bitki disk
difiizyon yonteminde genis zon ¢aplar1 ve pozitif kontrole yakinligi ile her iki bakteriye kars1
etkinlik gostermis olup, MIK deneyinde ise antibakteriyel etkisinin gii¢lii oldugunu

gostermistir.

Elde edilen bulgular, bitkinin gii¢lii antibakteriyel 6zelliklere sahip olabilecegini ve bu
dogrultuda potansiyel bir dogal antimikrobiyal ajan olarak degerlendirilebilecegini

gostermektedir.

5.6 LC-MS/MS Analiz Sonuc¢lari

Bitkinin fitokimyasal analizi i¢in LC-MS/MS yontemi kullanilmistir. Analiz i¢in toplam 38
fitokimyasal bilesene bakilmis ve toplam 31 adet fitokimyasalin varlig1 saptanmistir. Yedi
bilesene rastlanmamustir. Elde edilen bulgular Tablo 4.9’da belirtilmistir. Yapilan analiz
sonucunda en c¢ok bulunan fitokimyasallar; naringin, hesperidin, rutin hidrat, benzoik,
eriodiktiol olmustur. Teshis edilemeyenler bilesenler, 2-Hidroksisinamik asit, homovanilik

asit, oleuropein, pirokatekol, resveratrol, sinapik asit olarak raporlanmaistir.

C. longiflorum bitkisinde en ¢ok ¢ikan bilesen naringin olmustur. Bitki 6ziitiinde 2792.5 ng/g
cikmistir. Naringin turunggillerdeki ana biyoaktif polifenollerdir. Literatiirde naringin ile
ilgili kapsamli bir aragtirma tarafindan yapilmistir. Naringin ile ilgili yapilan analizleri
Ozetleyen, Chen et al. (2016), naringin flavonoidinin antioksidan, antienflamatuvar, anti-
apoptotik, iilser onleyici, osteoporoz dnleyici ve kanser onleyici 6zelliklere sahip oldugunu
belirten ¢alismalardan bahsetmistir. Yine benzer oOzelliklerden bahseden Zhao and Liu

(2021), naringin flavonoidinin biyoaktivite ve ilgili mekanizma acisindan incelemis ve esas
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olarak antioksidan ve anti-inflamatuar etkilere sahip oldugunu ve kalp, obezite, metabolik
hastaliklar gibi bir¢ok rahatsizligin tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir kaynak
oldugundan bahsetmistir. Bir baska ¢alismada Ahmed et al. (2019), naringinin norolojik
hastaliklarla ilgisi olup olmadigini arastirilmis ve antikolinerjik aktivite goriilmiistiir bu
durum sonucu naringinin daha fazla arastirilmasi gereken bir flavonoid oldugunu
belirtmistir. Bitkide en ¢ok ¢ikan flavonoidden bir digeri hesperidin olarak Olgiilmiistiir.
Hesperidin naringin gibi genel olarak turunggillerde ¢ok bulunan bir bilesendir. Hesperidin
bir¢cok fitokimyasal gibi dikkat ¢ekmekte ve ilizerinde yapilmis cok fazla biyoaktivite
calismalar1 bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilarini ele alan Ganeshpurkar and Saluja,
(2019), hesperidinin karaciger, bobrek, kalp ve yasa baglh hafiza kaybi lizerinde énemli
koruyucu etkisini gostermis c¢aligmalarin varligindan bahsetmistir. Biyoaktivite olarak
ozellikle antimikrobiyal, antikanser, antihipertansif ve antiiilser etkiler raporlanmistir.
Hesperidin iizerinde c¢esitli antioksidan testler yapan Wilmsen et al. (2005), ¢alismada
kuvvetli bir antioksidan etki gdsterdigini belirtmistir. Ayrica Mas Capdevila et al. (2020),
hesperidinin oksidatif stresi azaltarak kan basinci iizerinde onemli etkilere sahip oldugu,
antihipertansif oldugu ve tansiyon rahatsizliklarinda kullanilabilecek bir flavonoid oldugu

bildirilmistir.

En fazla ¢ikan bir diger bilesen rutin hidrat olarak kaydedilmistir. Rutin hidratin en temel
bilinen terapotik 6zelligi antioksidan etkisinin bulunmasidir. Serbest hidroksil gruplarinin
varlig1 nedeniyle rutin hidrat reaktif oksijen tiirlerini notralize etme yetenegine sahiptir ve
boylece oksidatif dengeyi antioksidan 6zelligi ile saglamaktadir. Ayriyeten kardiyovaskiiler
etkilerinin oldugunu belirtilmistir (Mostafa et al., 2019). Ayrica rutin hidratin antibakteriyel
etkisi oldugu da bilinmektedir (Miklasinska Majdanik et al., 2023).

Yiiksek oranda c¢ikan diger bilesenler benzoik asit ve eriodiktioldiir. Dogal maddelerde
benzoik asit tiirevleri ve sinamik asit tiirevleri vardir. Benzoik asit tiirevlerinin antioksidan
ve antibakteriyel etkilerinin oldugunu Kalinowska et al. (2021), raporlanmistir. Eriodiktiol,
bir flavonoiddir. Cesitli tibbi bitkilerde, turuncgillerde ve sebzelerde bol miktarda bulunur.
Eriodiktiol flavonoidinin énemli tibbi 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Islam et al.
(2020), eriodiktioliin oOzellikle antioksidan, anti-inflamatuar, antikanser, ndroprotektif,
kardiyoprotektif, anti-diyabetik, anti-obezite, hepatoprotektif etkilerine deginmistir. Sonug
olarak, LC-MS/MS analizi C. longiflorum bitkisinin igerdigi bilesiklerin kapsamli bir
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profilini sunarak, antikolinerjik, antidiyabetik ve antioksidan aktivitelerinin potansiyel
biyolojik etkileri hakkinda degerli bilgiler saglamistir.

Calismada yer alan C. longiflorum bitkisine yonelik gerceklestirilen cesitli biyolojik ve
kimyasal analizlerin genel sonuglar1 Tablo 5.1' de biitiinciil olarak sunulmustur; elde edilen
verilere gore Ornegin antibakteriyel ve antioksidan aktivite gosterdigi, antikolinerjik
enzimleri inhibe ettigi, antidiyabetik enzimler {izerinde ise aktivatdr etki olusturdugu,
fenolik ve flavonoid igeriginin yiiksek oldugu ve LC-MS/MS analizlerinde naringin,
hesperidin, rutin, benzoik asit ve eriodiktiol gibi 6ne ¢ikan bes fitokimyasalin yiiksek oranda

tespit edildigi belirlenmistir.

Tablo 5.1: Calismada elde edilen tiim verilerin genel tablosu

Deneyler Sonuglari

Antioksidan deney sonuclari (ICso Degerleri)

DPPH 0.168+0.026
ABTS 0.215+0.134
FRAP 33.574+2.60
AChE ve BChE enzim aktivitesi sonuclar1 (ICso Degerleri)

AChE 0.805+0.185
BChE 1.03340.045
o-amilaz ve a-glukosidaz enzim aktivitesi sonuclari (ICsp Degerleri)

o-amilaz -
a-glukosidaz -
Akarboz 0,881+0,001

Toplam Fenolik ve Flavonoid icerik Tayini Analiz Sonuclari (ICs) Degerleri)

Fenolik Analiz 10.87+0.234
Flavonoid Analiz 57.824+7.239
Antibakteriyel analiz disk difiizyon metotu(mm)

S. aureus bakterisine kars1 C. longiflorum 15.12+1.499
S. aureus bakterisine kars1 Gentamisin 19.97+0.587
E. coli bakterisine kars1 C. longiflorum 10.68+1.396
E. coli bakterisine kargi Gentamisin 27.80+0.783
Antibakteriyel analiz MiK (mg/mL)

S. aureus MIK degeri C. longiflorum 3.13+0.00
S. aureus MIK degeri Gentamisin 0.39+0.00
E. coli MIK degeri C. longiflorum 2.08+0.90
E. coli MIK degeri Gentamisin 0.39+0.00
LC-MS/MS Analizi Sonug¢lari(ng/g)

Naringin 2792.50
Hesperidin 607.32+£27.28
Rutin hidrat 515.22
Benzoik 285.40
Eriodictyol 218.48+15.89
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda C. longiflorum bitkisinin metanol etanol ve su ile olusturulmus solvent
karigiminin antioksidan analizleri DPPH, ABTS ve FRAP Metotlar1 ile incelenmis ve
yapilan li¢ deney sonucunda da bitkinin yiiksek seviyede antioksidan aktivite etkisinin
oldugu goriilmiistiir. Antioksidan etki ile iligkili olacagi diisiiniilen toplam fenolik igerik
tayini ve toplam flavonoid igerigi tayini yapilmis her iki deneyde de iyi fenolik ve flavonoid
orani goriilmiistiir. Bitkide antioksidana ek olarak antikolinerjik ve antidiyabetik etkisinin
olup olmadigini arastirmak i¢in enzim inhibisyon c¢aligmalarinda dort Oonemli enzim
kullanilmistir. Antikolinerjik aktivite analizini incelemek icin AChE ve BChE enzim
inhibisyon deneyleri gerceklestirilmis ve bitkinin her iki enzimi de iyi sekilde inhibe ettigi
gbzlemlenmistir. Antidiyabetik etki icin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimi kullanilmistir.
Bitkinin bu iki enzimi de inhibe edecegi diisiiniilmiistiir ancak tam tersi onemli boyutta
aktive ettigi goriilmiistiir. Yapilan deneylerin sonuglarinin fitokimyasal bilesenler ile iligkili
olacag: diislintildiiglinden fitokimyasal bilesen analizi LC-MS/MS yontemi ile belirlenmis
sonu¢ olarak bitkide yiliksek miktarlarda naringin, hesperidin, rutin hidrat, benzoik,
eriodiktiol asit gibi bilesenler dikkat ¢ekmistir. Tiim bu bilesenler C. longiflorum bitkisinde
goriilen biyolojik aktiviteleri destekler niteliktedir. Son olarak antibakteriyel etki i¢in disk
difiizyon ve MIK yéntemi denenmis ve 6zellikle disk difiizyon metodunda bitkinin S. aureus

bakterisine karst 6nemli boyutta zon olusturdugu dikkat ¢ekmistir.

C. longiflorum bitkisi tizerinde yapilan ¢calismalarin sinirli olusu, bitkide bakilmasi planlanan
biyolojik aktivitelerinin 6nemini vurgulamaktadir. Bu sayede C. longiflorum bitkisi igin
genis bir biyolojik aktivite yelpazesi incelenebilir. Ornegin bitkinin antienflamatuvar,

sitotoksik, antiviral ve daha pek ¢ok biyolojik aktivitesine bakilabilir.

Bitkinin hangi ¢oziiciide daha iyi biyolojik aktivite gdsterecegini belirlemek i¢in farkli

coziiciiler ile ekstraktlar hazirlanip bu ekstraktlar karsilastirmali olarak analiz edilebilir.
Bu bitkinin bilesik profili ve aktif bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla GC-MS (Gaz

Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi) yontemi kullanilabilir. Bu analiz, ugucu bilesiklerin

ve diger organik bilesiklerin ayrilmasini sagladigi i¢in kullanilabilir.
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Bitkide antidiyabetik aktivite i¢in bakilan enzim inhibisyon deneylerinde literatiirde ¢ok
karsilasilmayan ancak bazi fenolik ve flavonoid bilesiklerin fazla olmast ile olabilecek
aktivator etki goriilmistiir. Yapilan deneydeki bitki konsantrasyonlar1 azaltilarak tekrar

antidiyabetik aktivite calismalar1 yapilabilir.

Bitkide farkli antioksidan deneyleri ve farkli enzim deneyleri ¢alisilabilir.

Sonug olarak tez ¢aligmasinda yer alan deneylerden elde edilecek bulgularin farmakoloji

alaninda yapilacak caligmalara ve gida teknolojisine katkida bulunabilecegi

distiniilmektedir.
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