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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

KENEVIR (Cannabis sativa L.) BITKISININ KIMYASAL BILESIK
ICERIGININ, ANTIOKSIDAN AKTIVITESININ VE ASETIiLKOLIN ESTERAZ
ENZIiMi iINHIBiSYONUNUN BELIRLENMESI

Vefa VEFAOGLU

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ercan BURSAL

Bu calismada kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin farkli kistmlarinin biyokimyasal igerik
analizi ve biyolojik aktiviteleri belirlenmistir. Bu kapsamda fenolik ve organik bilesik igeriklerinin tespiti,
antioksidan  aktivitelerinin  tayini ve asetilkolinesteraz enzimi inhibisyonunun belirlenmesi
gerceklestirildi. Ayrica kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin kok, lif, yaprak ve bitkinin tiimiine ait
kisimlarinin ayr1 ayri ekstraksiyonlar1 hazirlanarak in vitro biyoanalitik ¢alismalar karsilagtirmali olarak
gerceklestirildi.

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin antioksidan aktiviteleri ABTS (2,2-Azino-bis-3-
etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) radikal giderme aktivitesi, DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) serbest
radikal giderme aktivitesi, FRAP (ferrik iyonlart indirgeme giici) ve CUPRAC (kuprik iyonlar1
indirgeme kapasitesi) in vitro biyoanalitik yontemleri ayri ayri galigilarak belirlendi. Antioksidan
calismalarda elde edilen sonuglar BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), askorbik asit (C vitamini) ve a-
tokoferol (E vitamini) gibi standart antioksidanlar ile karsilastirildi. Bu ¢alismanin sonucunda kenevir
(Cannabis sativa L.) bitkisinin farkli kisimlarinin etanol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri, kullanilan
standartlara kiyasla daha diisiik ama genel olarak orta diizeyde oldugu belirlendi.

Bu caligmanin diger kisminda ise kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin farkli kisimlarmnin
asetilkolinesteraz enzimine karsi inhibisyon potansiyeli in vitro enzim aktivite yontemi ile belirlendi.
Enzimin azalan aktivitesinden inhibisyon yiizdeleri ve 1Cso degerleri belirlendi. Sonuglara gore kenevir
(Cannabis sativa L.) yaprak ekstresinin ICsp degeri 10.19+£2.28 uM, lif ekstresinin 1Csp degeri 23.47+3.21
UM ve standart takrin maddesinin ICso degeri 23.3349.88 uM olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gére
kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak ekstresinin takrine gére daha iyi inhibitor etkisi ve lif kismimin ise
takrine yakin inhibisyon etkisi bulunmustur.

Caligmanin diger bir kisminda, kenevir bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen ekstrelerinin
HPLC yontemi ile organik asit ve fenolik bilesik tayinleri gergeklestirildi. Kenevir (Cannabis sativa L.)
bitkisinin tiim kisimlarinmi igeren numune ile lif kismini iceren numunede kantitatif olarak en fazla
miktarda bulunan major organik bilesiklerin askorbik asit, absisik asit, kurkumin ve apigenin oldugu
HPLC analizleri sonucunda belirlenmistir. Bunun yaninda kok ve yaprak kisminda ise en fazla bulunan
bilesik ise absisik asit ve askorbik asit olarak bulunmustur.

Calismanin son kisminda yapilan molekiiler doking analizlerinde ise AChE enzimi ile kenevir
bitkisinin kantitatif olarak en yiiksek miktarda tespit edilen kurkumin, apigenin, absisik asit ve askorbik
asit bilesikleri arasindaki molekiiler etkilesimler bulunmustur.

2024, 54 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, asetilkolinesteraz, Cannabis sativa, enzim inhibisyonu,
fenolik bilesik, kenevir



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF CHEMICAL COMPOUND CONTENT,
ANTIOXIDANT ACTIVITY AND ACETYLCHOLINE STERASE ENZYME
INHIBITION OF CANNABIS PLANT (Cannabis sativa L.)

Vefa VEFAOGLU

Mus Alparslan University
Institute of Natural and Applied Science
Department of Chemistry

Advisor: Prof. Dr. Ercan BURSAL

In this study, the biochemical content analysis and biological activities of different parts of the
cannabis plant (Cannabis sativa L.) were determined. In this context, determination of phenolic and
organic compound contents, determination of antioxidant activities and determination of
acetylcholinesterase enzyme inhibition were carried out. In addition, in vitro bioanalytical studies were
carried out by preparing separate extractions of the root, fiber, leaf and whole plant parts of the cannabis
plan (Cannabis sativa L.) comparativelv.

Antioxidant activities of cannabis plant (Cannabis sativa L.) extracts were determined by ABTS
(2,2-Azino-bis-3-ethylbenzo-thiaroline-6-sulfonic acid) radical scavenging activity, DPPH (1,1-diphenyl-
2-picrydrazyl) free radical scavenging activity, FRAP (ferric ions reducing power) and CUPRAC
(capacity to reduce cupric ions) in vitro bioanalytical methods. The results obtained in antioxidant studies
were compared with standard antioxidants such as BHT (Butylated hydroxy toluene), ascorbic acid
(Vitamin C) and a-tocopherol (Vitamin E). Accrording to the this study, it was determined that the
antioxidant activities of the ethanol extracts of the cannabis plant (Cannabis sativa L.) were lower than
the standards used, but generally at a moderate level.

The inhibition potential of different parts of the Cannabis sativa L. plant against the
acetylcholinesterase enzyme was determined by the in vitro enzyme activity method. Inhibition
percentages and 1Cso values were determined from the decreasing activity of the enzyme. According to
the results, the ICso value of cannabis plant (Cannabis sativa L.) leaf ethanol extract was determined as
10.1942.28 uM, the ICsp value of fiber extract was 23.47+3.21 uM, and the 1Csq value of standard tacrine
was 23.33+9.88 uM. According to these results, cannabis plant (Cannabis sativa L.) leaf extract had a
better inhibitory effect than tacrine and the fiber part extract had an inhibition effect close to tacrine.

In another part of the study, organic acid and phenolic compound determinations were carried
out using the HPLC method of extracts obtained from different parts of the cannabis plant. As a result of
HPLC analysis, it was determined that the major organic compounds found in the highest quantitative
amounts in the sample containing all parts of the cannabis plant (Cannabis sativa L.) and the sample
containing the fiber part were ascorbic acid, abscisic acid, curcumin, and apigenin. In addition, the most
abundant compounds in the root and leaf parts were found to be abscisic acid and ascorbic acid.

In the final part of the study, molecular docking analyses were carried out and molecular
interactions were evaluated between the AChE enzyme and the maior compounds of the cannabis plant,
namely curcumin, apigenin, abscisic acid, and ascorbic acid, which were detected in the highest
quantitative amounts.

2024, 54 Page

Key Words: Antioxidant, acetylcholinesterase, Cannabis sativa, enzyme inhibition, phenolic
compound, hemp
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1. GIRIS

Tarihsel olarak kenevir bitkisi (Cannabis sativa L.) antik c¢aglardan beri
yetistirilerek giintimiize kadar gelmistir. Eski ¢ag doneminde Mezopotamya'da yiyecek
ve lif iiretmek amaciyla yetistirilirken, Antik Cin’de M.O. 6500 civarinda kenevir
yetistirilmeye baslanmis ve daha sonra tipta kullanilmistir. Orta Dogu, Afrika ve
Asya’da ise M.O. 2700’lerde ip, kumas, yiyecek ve ilag olarak kenevir kullanilmistir.
M.O. 2700’lerden itibaren pek ¢ok alanda kullanilan kenevir Avrupa cografyasinda 400
yil sonra kullanilmaya baslanmigtir. M.O. 1000°den 19.yiizy1l’da kenevir diinyadaki en
popiiler tarim tirlinii olarak yerini almig ve ayn1 zamanda karton ve kagit yapiminda da
kullanilmistir. 1606 yilinda, Nova Scotia'da bir Fransiz botanik¢i Kuzey Amerika'daki
ilk kenevir mahsuliinii elde etmistir (Anonim, 2019).

Insanlar, tarih boyunca hastaliklarin etkisi ile ilaglar1 dogadaki sifali bitkilerin
yapraklarindan, tohumlarindan, meyvelerinden ve kabuklarinda aramiglardir. Gliniimiiz
bilimi de bitkilerin bu 6zelligini kabul ederek binlerce yildir kullanilan bitki igerikli
ilaglar1 modern farmakoterapiye dahil etmistir (Petrovska, 2012).

Sifali bitkilerden ilag yapimi 250’den fazla (henbane, hashas ve mandrake vb.)
alkolid tiirleri ihtiva eden ve yaklasik 5000 y1l 6nce Nagpur'da eski Siimerlilere ait kil
levhasi tizerinden yazili olarak bulunmustur (Bottcher, 1965). Kur’an-1 Kerim’de, incir
ve zeytin gibi bitkileri ve yine Talmud ve Hiristiyanlarmn kutsal kitabr incil’den alman
bilgiler esliginde mersin ve tiitsii gibi bitki tiirlerinden tedavi amacgh yararlanilmistir
(Dimitrova, 1999). 15. ylizyil sonlarinda yasayan Paracelsus (1493-1541), ilaglarin
bitkilerden ve mineral maddelerden hazirlanmasini savunurken ayrica bunlarin
astrolojik olarak secilmesine de inanirdi. Bu inanca gore; Allah, sifali bitkiler lizerine
isaret koymus ve hangi organin tedavisinde kullanilacagina yol gdstermistir. Ornegin;
haselwort bitkisi karacigere benzemektedir; bu nedenle karaciger hastaliklarinin
tedavisinde, Hypericum perforatum L. bitkisinin ise yapraklart sokulmus gibi
gOriindiigii icin yara ve sokmalar tedavisinde kullanilmalidir (Sovilj ve Spasojevic,
2001).

Diinya genelinde tibbi bitkiler 6nemli ilag kaynaklarinin basinda gelmektedir.
Glintimiizde ise 1300°den fazla sifali bitki Avrupa’da kullanilmakta ve bunlarin %90’ n1
yabani bitki tiirlerinden olusmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri'nde regete edilerek
satilan 150 ilagtan 1181 dogal kaynaklardan {iretilmektedir. Ayrica gelismekte olan



tilkelerde hastalarin %80'lik kismi temel saglik hizmetleri i¢in tamamen bitkisel ilaglar
kullanmakta ve recete ile alinan ilaglarin %25'inden fazlasi yabani bitki tiirlerinden
iiretilmektedir. Cagimiz artik bitkisel ilaglara yonelirken, 6zelikle de dogal saglik iiriinlerine
ve tibbi bitkilerin sekonder metabolitlerine yiiksek oranda talep oldugu goriilmektedir
(Chen ve ark., 2016). Bitkiler insanlarin giyim, barinma, koku ve tat gibi temel
ihtiyaclarinin ana kaynagini olusturmaktadir. Cin, Ayurveda, Unani gibi geligmis geleneksel
tip sistemlerinde bugiin hala kullanilan bazi énemli ilaglarin tiretilmesin de bitkiler temel
kaynak olmaktadir. Giiniimiizde yeni molekiil arayisi, etnobotanik ve etnofarmakognozi
bilimi kimyacilar farkl bilesik kaynaklarina yonlendirmistir (Gurib-Fakim, 2006).

Sadece tip da degil kozmetik firmalar1 da bitki 6zlerini ¢evre dostu ve biyolojik
degeri yiiksek olarak gordiikleri icin alternatif hammadde olarak kullanmaktadir.
Biyolojik olarak aktif maddelerin igerigi yoniinden bitki tiirliniin degeri, etkilerinin
sinerjisi ve insan viicudu iizerindeki asimilasyon uyumu, bitki 6zlerini degerli bir aktif
madde kaynagi haline getirmektedir (Harhaun ve ark., 2020).

Ornegin aspirinin icadi 3500 yil kadar eskiye dayamip, agri kesici ve ates
diisiirticii olarak kullanilmis, ilk olarak sogiit agacinin kabugundan elde edilmistir
(Desborough ve Keeling, 2017). O donemlerde eski Siimerler ve Misirlilar tarafindan
sogiit kabugundaki aktif maddenin salisilin oldugu bilinmiyordu, Sogiit agacinin
analjezik ve ates diistirticti etkisi 1862’lerde ortaya ¢ikmugtir. Kahire'de Edwin Smith
(1822-1906) isimli bir Amerikal: tiiccarin, kaynag: bilinmeyen satin aldigi, bir ¢ift eski
belge, MO. 1500 yillara kadar uzanan bu parsdmenler tiptaki en degerli tarihi belgeler
arasinda yer almaktadir (Bryan, 1931).

Bu calismanin temelinde ise zengin biyolojik etki ve igerigine sahip oldugu
diigiiniilen kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin kok, lif, yaprak ve bitkinin tiim total
kisminin antioksidan seviyelerini farkli metotlarla belirlemek HPLC cihazindan
yararlanarak fenolik bilesiklerini tespit etmek ve yine sinir sisteminde etkili bir enzim
olan asetilkolin esteraz enzimine kars1 in vitro ve in silico etkilerini belirlemek

amaclanmustir.

1.1 Kenevir Bitkisi (Cannabis sativa L.)

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisi ilag, kagit, gida, tekstil, biyoyakit, insaat,
otomotiv ve kozmetik sektoriine kadar uzanan oldukga cesitli bir kullanim alanina
sahiptir. Cannabaceae familyasinda yer alan kenevir (Cannabis sativa L.) tek yillik,

otsu ve ¢ok yonli bir endiistri bitkisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Adaptasyon



uyumunun yiiksek olmasi bitkinin ekolojik ve topografi isteklerinin oldukga diisiik
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica kenevir (Cannabis sativa L.) bitki tohumlar:
%25 protein, %35 yag icerir ve omega-3 agisindan zengindir. Verimi ve lif oraninin
yiiksek olmasi nedeniyle sanayide hammadde kullaniminda biiyiik bir paya sahip
olmasina ragmen, narkotik etken madde icermesi nedeniyle diinyanin bir¢ok iilkesinde
yasaklanmistir. Endiistriyel amagh yetistirilen bu bitki, geleneksel kenevirin (Cannabis
sativa L.) aksine ¢ok yonlii bir bitkidir. Birgok iilkede kenevir yetistiriciligi her gecen
giin artmakta olup tilke ekonomisine biiyiik katki saglamaktadir (Gore ve Kurt, 2020).

Anavatan1 Orta Asya olan kenevir (Cannabis sativa L.) diinyada bir¢ok alanda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bitkiden elde edilen yaprak, ¢igek, tohum, kok, 6z
ve yapraklar bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisine ait
liflerden uzun yillar boyunca urgan, halat, ip, halat, dokuma vb. iiretilmistir (Yilmaz ve
Yazici, 2022).

Sekil 1.1 Kenevir (Cannabis sativa L.)

Sekil 1.1°de gorseli verilen kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin boyu 1.2-4.5
m yiiksekligine kadar yetigebilen endiistriyel bir bitki tiiriidiir. Sistematigi ise su sekilde
yapilmugtir.

Alem: Bitkiler

Sinif: Cift ¢elenkliler

Sube: Giiller

Takim: Urticales (kiiltiirii yapilan kenevir)



Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisi tipta ve tekstil alanlarinda eski zamanlardan
giinimiize kadar hammadde olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle kenevire (Cannabis
sativa L.) olan ilginin yiiksek olmasi ¢ok amagh uygulamalarda kullanilan bir iiriin
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin selilozik ve
odunsu lif yapisi 6zelligi sayesinde yag orani yiiksek ve zengin tohumlar elde edilirken,
islenmesi sirasinda geri kazanilan kalintilar ile fitokimyasallar i¢in bir hammadde
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bitki tohumunun yagindaki bioaktif bilesiklerin
antiinflamatuar, antibakteriyel, insektisidal ve terapotik oOzelliklere sahip olmasi ve
diinya ¢apinda ugucu yaglarin yaygin olarak kullanilmasi kenevir (Cannabis sativa L.)
bitkisi yetistiriciligine olan ilgiyi artirmaktadir (Farag ve Kayser, 2017).

Ulkemizde Kenevir (Cannabis sativa L.) yetistiriciligi bakanlik¢a izne tabi
tutulmus ve kontrolii hakkinda ¢ikartilan yonetmeligin 5. maddesinde yetistiricilik izni
verilebilecek Antalya, Corum, Kiitahya, Amasya, Karabiik, Bartin, Samsun, Burdur,
Tokat, Izmir, Rize, Kastamonu, Yozgat, Malatya, Ordu, Sinop, Usak, Kayseri ve
Zonguldak illerinde ve bu illerin biitiin ilgelerinde yapilabilir ibaresi ge¢mektedir.
Ulkemizde kontrollii bir sekilde yetistirilen kenevirin yukarida bahsedilen iller disinda

ekimi ve yetistirilmesi yasaklanmustir.
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Sekil 1.2 Tiirkiye’de kenevir yetistiriciligi izni verilen iller (Anonim, 2019)

Ancak, bilimsel arastirma amaciyla ve yonetmelik hiikimlerine uymak sart1 ile
tali veya ana bitki olarak kenevir ekimine yonetmelik disindaki bolgelere de bakanlik¢a

izin verilebilir hitkmii yer almaktadir (Bakanlik, 2016).



1.2 Enzimler

Enzimler protein yapida ve biyolojik reaksiyonlarda katalizor olarak kullanilan
ve canli hiicrelerde faaliyet gosteren 6zel yap1 kazanmus tlirlerdir. Proteinleri olusturan
aminoasitlerin pirimer dizilisleri genler tarafindan belirlenmektedir, aminoasitlerin 6zel
dizilisleri ile enzimin konformasyonunu ve kuaterner yapida olusumunu saglamaktadir.
Canlilar binlerce tiirden enzim ihtiva etmeleri sebebiyle yasamsal faaliyetlerini yerine
getirmektedir. Enzimlerin aktivitelerini gosterebilmesi igin ihtiya¢ duydugu organik
kompleks molekiillere koenzim, protein yapisinda olmayan genellikle metal
iyonlarindan olusan kisimlarina da kofaktor olarak tanimlanmaktadir.

Enzimler ayni zamanda hiicrenin genel metabolizmasini saglayan binlerce
reaksiyonu koordine eden molekiillerdir. Tarihte ilk olarak 1760 ve 1825 yillar1 arasinda
sindirim enzimleri {izerinden ¢alismalar yapilmistir. O yillarda enzimoloji tarihinde ileri
stiriilen ti¢ kavram su sekilde yer almaktadir;

e Enzimlerin yapilari proteinlerden olusmaktadir,

e Katalitik aktivitelerin enzim proteinin  6zel yapisindan  dolayi

etkilenmektedir,

e Enzimler substratlar1 ile ara kompleksler olusturarak gorev yapan aktif

katalizorlerdir.

Enzim aktiviteleri sirasinda ise Katalizlenen reaksiyonlarin hizini etkileyen
sicaklik, pH, enzim derigimi (konsantrasyon), substrat derisimi, inhibitor etkisi, zaman,
reaksiyon triinii, ¢esitli iyonlarin derisimleri ve 151k gibi fiziksel faktorlerdir (Goziikara,
1990).

Son zamanlarda enzimler sadece biyolojik sistemlerde degil yem, gida, kagit,
tarim, tekstil ve deri endiistrilerinde ¢ok sayida farkli alanlarda kullanilmaktadir. Yine
giniimiiz teknolojik gelismeler neticesinde kimya ve ilag endiistrilerinde enzim

teknolojisini etkin bir bigimde kullanildig1 gériilmektedir (van Beilen ve Li, 2002).

1.2.1 Asetilkolin esteraz (AChE)

Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi fosfolipidlerle bilesik veya dokularda inert
halde bulunan, non spesifik olarak asetilkolini hidrolizleyen bir enzim olarak
tanimlanmaktadir (Giiven, 2000).

Bir alkaloid olan asetilkolin ise en ¢ok bilinen ve ilk tanimlanan

norotransmitterdir. Kimyasal formiili CH3COOCH2CH2N + (CHzs)s olan asetilkolin,



kolin baz1 ve asetik asidin bir esteridir ve ilk olarak 1914 yilinda Ingiliz Henry Hallet
Dale isimli bir bilim adami tarafindan aragtirilmistir. 1921 yilinda ise Otto Lewi isimli
bir bilim adami, kurbaga kalpleri lizerinde yapilan deneyler sonucunda, asetilkolinin bir
ndrotransmitter oldugunu saptamistir. Yapilan bu ¢alismalar 1936'da Nobel Odiiliinii bu
bilim adamlarma kazandirmistir. Asetikolinin giliniimiizde Parkinson ve Alzheimer
hastaliklarinin tedavisi ve teshisi i¢in kullanilmaktadir (Kent, 2015).

Asetilkolin esteraz basta kas ve sinir dokusunda bulunmak {izere merkezi ve
periferal birgok dokuda yaygin olarak goriiliir ve asli gorevi asetilkolini hidrolize ederek
sinir iletimini durdurmaktir. Asetilkolin esteraz enzimi asetilkolini, parcalayarak asetat
ve koline doniistiiriip inaktive eden enzimdir. Asetilkolin esterazin katildigi reaksiyon
Sekil 1.3’de gosterilmektedir.

H C’N\/\OJLCH pont )]\ i
sC7) 3 >  aco NG +  HC—N____
HsC 3 e OH
asetilkolin asetat kolin

Sekil 1.3 Asetilkolinin AChE enzimi ile reaksiyonu

Asetilkolin esterazin {i¢ boyutlu yapisi Sekil 1.4’te gosterilmektedir. Eger
sinaptik  bosluklardaki asetilkolin ¢ok fazla inaktive edilirse sinirsel iletimi

durduracaktir (Melanson ve ark., 1985).

Sekil 1.4 iki alt birimli yapiya sahip asetilkolinesteraz enziminin goriintiisii



1.3 Serbest radikaller

Bulunduklar1 ortamda oldukca yiiksek reaksiyon egilimine sahip ve iizerinde
ortaklanmamus elektron ¢ifti tasiyan molekiil veya atomik haldeki yapilar serbest radikal
olarak tamimlanmaktadir. Serbest radikaller metabolizmanin dogal siirecinde ya da
radyasyon, karsinojik maddeler, zararli 1sinlar gibi g¢evresel etkenlerden kaynakli
olusabilmektedir. Aerobik organizmalarin yasamsal unsuru molekiiler oksijen (O2)’dir
ve canli hiicrelerinde oksijen kullanilarak aerobik metabolizma gergeklesir ve metabolik
faaliyetler i¢in enerji kaynagi olan ATP sentezlenmektedir. Ayrica 4 basamaktan olusan
reaksiyon sonucunda bir oksijen molekiili elektron alarak H2O’ya kadar
indirgenmektedir (Bursal, 2009).

Serbest radikaller biyolojik reaksiyonlarda 6nemli bir etkiye sahiptir. Atomun
yapisinda bulunan elektronlar orbitallere ikiser olarak bir birlerine zit yonde hareket
ederek yerlesmektedirler. Atom iizerinde elektronlarin bu hareketlerine spin
denilmektedir. Spin halinde ve son yoriingesinde ortaklanmamis elektron tagiyan
molekiiller kendi g¢evresinde manyetik bir alan olusturmaktadirlar. Orbitallerin de
ortaklanmis elektron ciftine sahip yapilar daha kararli ve sabit bir yapiya sahiptirler.
Serbest radikallerde elektronlar ¢iftlesmediginden her hangi bir molekiil ile bir elektron
vererek veya kopararak kararli hal almaya ¢alismaktadir (Konukoglu, 2007).

Serbest radikaller metabolizmada toksik etki yaparak niikleik asitler, protein ve
lipitlere baglanarak, hiicreye zarar vermektedirler. Bu etki kanser, diyabetik retinopati
(iltihapsiz retina hastaligi), yaslanma, katarakt, kalp rahatsizliklari, sepsis (toksin
karismasi1) gibi bir¢ok rahatsizligin sebebi olmaktadir. Bunun tersine bagisiklik
sisteminin fonksiyonlarmi diizenleyen antioksidanlar ise karbonhidrat, lipit, protein ve
DNA gibi fonksiyonel ve yapisal molekiillerin radikal etkilerden koruyarak ¢ok diisiik
konsantrasyonlar da bile oksidan subsratlara kars1 direnen tiirler arasinda yer almaktadir
(Ekici ve Sagdig, 2008).
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Sekil 1.5 Metil anyon, metil katyon ve metil radikalleri

1.3.1 Serbest radikal kaynaklari

Endojen ve eksojen etkenli olarak serbest radikal kaynaklari iki ana gruba
ayrilmaktadir. Eksojen etkenli olarak agir metal iyonlar1 ve toksik igeren gida tiirleri,
alkol, sigara, hastaliklar, radyoaktif etkenler gibi etkenler kaynak olarak gosterilebilir.
Endojen etkenli kaynaklar ise peroksizom, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi

organellerin yani hiicre igerisinde meydana gelen ¢esitli reaksiyonlardir (Erol, 2020).

1.3.2 Serbest radikallerin simiflandirilmasi

Serbest radikaller kendi arasinda reaktif oksijen, nitrojen, siilfiir tiirleri olarak ii¢

grupta simiflandirilarak Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Finaud ve ark., 2006).

Cizelge 1.1 Serbest radikallerin siniflandiriimasi

Cesitli Reaktif Isimleri Formiilleri
Stiperoksit radikali 07}
Singlet Oksijen 0?
Ozon 0?
Hidroksil Radikali HO
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) E:ngonmﬁirxsi;t Eg)ér
Hipoklorik Asit HOCI
Peroksi Radikali ROO
Alkoksil Radikali RO
Hidroperoksil Radikali ROOO
Azot Dioksid NOO-
Nitrik Oksid NO
Nitroz asit HNO;
Nitroksi anyonu NO-
Nitrozil katyonu NO*
Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS) Diazot tetraoksit N2O4
Peroksinitril asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,*
Nitroz asit HNO?
Peroksinitrik ONOO
Alkilperoksi nitrit ROONO
Reaktif Siilfiir Tiirleri (RSS) Thiyl Radikali RS




Oksijen kaynakli olusan radikaller biyolojik sistemlerdeki en &nemli tiirler
arasinda yer almaktadir. Ortaklanmamis elektrona sahip olmadiklari i¢in serbest radikal
olarak degerlendirilemez, fakat hiicre duvarindan rahatlikla gecerek hiicre igerisinde
etkili olabilmektedirler. Dolayisiyla radikal olamayan tiirler “Reaktif Oksijen Tirleri”
(ROS) olarak adlandirilmaktadir (Mccord, 1993).

1.4 Antioksidanlar

Son yillarda antioksidanlar iizerinde ¢alismalara yogunluk verilmis ve standart
kosullarda serbest radikal diizeyleri ve antioksidan {iretimi normal seviyede olmasi
gerekmektedir. Ancak aralarindaki denge serbest radikaller yoniinde arttiginda oksidatif
strese bagl olarak hastaliklarn arttigi goriilmektedir. Insan viicudunda bu dengenin
bozulmasinda tiitiin, alkol ve ¢evre kirligi ile beraber UV radyasyonu, X 1sinlar1 gibi dis
etkenlerden kaynakli serbest radikallerin olusumu neticesinde oksidasyona sebebiyet
vererek insan viicudundaki karbonhidrat, yag, protein ve DNA’nin zarar gérmesine
neden olmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Antioksidanlarin baslica dort 6nemli etkisi vardir bunlar meydana gelen serbest
radikalleri bir araya getirerek zincir kirici etkisiyle radikal olusumuna neden olan
reaksiyonlar1 inhibe etmek, baskilayici etki saglayarak reaksiyon hizin1 yavaslatmak ve
yine biyolojik molekiil ve dokular1 onarici etkisi ile onarmak, organizmada mevcut
antioksidan enzimlerin sentezini artici etki géstermektir (Diindar, 2000).

Canli organizmalarda biyokimyasal fonksiyonlarini ve yasamsal faaliyetlerini
gerceklestirebilmesi i¢in antioksidanlar ve pro-oksidanlar arasinda dengeyi saglayacak
bir kontrol sistemi olmasi gerekmektedir (Kohen ve Nyska, 2002).

Sekil 1.6°da gorildiigii gibi antioksidanlar hiicre igerisindeki organallerde

meydana gelen oksidatif hasar1 gidermek i¢in miicadele etmektedir.
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Sekil 1.6 Antioksidanlarin hiicre igerisindeki etkileri (Engin, 2007)

Antioksidanlar metabolizmada islevleri ve bulunduklar1 yerlere gore farkli
sekilde smiflandirilir. Endojen ve eksojen kaynakli olacak sekilde antioksidanlar iki
gurup altinda nitelendirilmistir (Walz ve ark., 2002).

Endojen antioksidanlar organizmada olas1 bir oksidasyon sonucunda devreye
girerek enzimatik ve enzimatik olamayan antioksidan olarak ikiye ayrilmaktadir (Pham-
Huy ve ark., 2008).

Eksojen antioksidanlar ise viicut tarafindan iretilmeyen dis kaynakli olarak
saglanan vitamin, ilag veya besinler gibi takviye olarak alinan antioksidanlardir. Yiiksek
miktarda kullanildiklarinda prooksidan etki gostererek hasarlara yol agabilirler ancak
fizyolojik miktarda kullanildiginda ise yararli olmaktadirlar (Bouayed ve Bohn, 2010).

Antioksidanlar 6zelliklerine ve tiirlerine gore siiflandirilmistir. Yapilarina gore
antioksidanlar enzimatik (Stperoksit dismutaz, katalaz, peroksidazlar, siiperoksit
rediiktaz vb.) ve enzimatik olmayan ( A vitamini, E vitamini, C vitamini, proteinler,
hormonlar, fenolik bilesikler vb,) olarak iki ana grupta siniflandirilmistir (Teber ve
Bursal, 2020).

Ayrica bu iki grup igerisinde c¢oziiniirliiklerine (su ve lipit), kaynaklarina
(endojen ve ekzojen) ve yerlestikleri (intraselliier, ekstraselliiler) yere goére kendi
igerisinde siniflandirilmistir. Enzimatik ve suda ¢oziinen antioksidanlara 6rnek C
vitamini, glikoz, iirik asit, sistein verilebilir yine enzimatik olmayan ve disaridan alinan

(ekzojen) antioksidanlara Ornek olarak adenozin, allopurinol gosterilebilir
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(Baykal,1998). Endojen antioksidanlar bitkilerin her kisminda bulunabilir. Bu tiir
antioksidanlar igerisinde vitamin, flavonoid, glutalyon ve fenolleri barindirir. Bitki
kaynakl1 olan antioksidanlar peroksit yikici, enzim inhibitorii, sinerjist ve serbest radikal
stiptiriicii olarak islev goriirler (Larson, 1998). Bitkilerin kok, govde, yaprak ve meyve
gibi kisimlarinda olduk¢a fazla bulunan antioksidanlar yeterince tiiketilmesi halinde
bagisiklik sistemini giiglendirerek oliimciil hastalik risklerinde diistislere sebep
olabilmektedir (Ames ve ark., 1993).

1.5 Fenolik Bilesikler

Bir veya birden fazla hidroksil gruplarimin aromatik halka (benzen) lizerine
dogrudan baglanmasi ile olusan molekiiller fenolik bilesik olarak tanimlanmaktadir.
Birden fazla benzen halkasina hidroksil guruplarinin baglanmasi ile olusan molekiillere
ise polifenoller denilmektedir. Bitkiler i¢in fenolik bilesikler karakteristik olup glikozit
veya ester formda bulunmaktadir.

Basit fenolikler bir hidroksil gurubu ile bir radikal grubunun benzen halkasina
baglanmast ile olusan yapilardir. Ornek olarak sekil 1.7°de kimyasal yapilar1 gosterilen
ve benzen halkasi tizerine hidroksil grubu ve karboksil gruplarin baglanmasi ile olusan
aromatik yapilar ise fenolik asitler olarak tanimlanir (Vermerris ve Nicholson, 2007).
Bu bilesikler protein sentezi, enzim aktivitesi, hiicre iskelet yapisi, fotosentez, tohum,

kok ve yapraklarda besin alimi gibi gesitli fizyolojik aktivitelere katilirlar (Oral, 2011).

H
o oH o o OH
OH
OCH3
OH OH
p-hidroksibenzoik asit \anilin Salisilik asit

Sekil 1.7 Baz1 fenolik asitlerin kimyasal yapilar

Antioksidan ozellige sahip ve serbest halde bulunmayan fenolik asitlerin
karboksil gruplari aminoasitler, proteinler veya karbonhidratlar ile reaksiyona girebilir
ve alkol bilesikleri ile fenol esterleri, amino bilesikleri ile amitleri olusturmaktadir
(Akyiiz, 2011).

Fenolik asitler, bitki fenolik bilesiklerinin temel gruplarindan olup meyve

kabuklari, tohum ve sebze yapraklarinda yliksek konsantrasyonda bulunan tiirlerdir.
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Fenolik asitler genel olarak hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asit olmak tizere iki
gruba ayrilirlar (Tsao ve Deng, 2004). Bu asitler, iyi bilinen in vitro antioksidan
vitaminlerden bile daha yiiksek antioksidan 6zelligi tasimaktadir (Kumar ve Goel,
2019). Fenolik asitler daha ¢ok bitkisel besinlerde bulunabilen ve giinliik diyetimizin
onemli bir bolimiinii olusturan ikincil veya sekonder metabolitler olarak
adlandirilmaktadir. Canlilar dogal olarak bu bilesikleri sentezleyemezler ve digaridan
sadece besinler aracilig: ile elde edebilmektedirler. Meyveler, sebzeler ve tahillar iyi
birer fenolik asit kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Insan saglig icin olduk¢a 6nemli
olan ve zengin besin degeri tasiyan bu yapilar biitiin meyve, sebze ve gidalarda dogal
olarak bulunmaktadir. Fenolik asitler ayrica besinlerin tadini, rengini ve lezzetini de
etkilemektedir. Ayn1 zamanda fizyolojik alanda oksidatif strese bagli hastaliklarin
olusumunu engelleyerek kronik hastaliklarin tedavisinde koruyucu ajanlar gibi biyoaktif
rol oynamaktadirlar (Onat ve ark., 2021).



13

2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin endiistriyel, kozmetik, zirai, eczacilik
gibi pek ¢ok alanda yapilan ¢alismalari literatiirde yer almistr.

Onceki ¢alismalar da kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisine ait ugucu yag asit
tayinleri ve fenolik igerik tayinleri gibi pek ¢ok arastirmalar yapilmistir. Ancak yapilan
literatiir aragtirmalarinda kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin tim kisimlarinin
detayli ve karsilastirmali olarak antioksidan aktivite ve fenolik icerik tayin
calismalarinin yeterli seviyelerde olmadigi goriilmiistiir.

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin tohum kismindan elde edilen esansiyel
yag asitlerini belirleme ve kanser hiicresi (akciger) tiizerinde in vitro olarak
antikanserojenik 6zelligi arastirilmig, yapilan deneysel calismalarda kenevir tohumu
igeriginde %35.5 oraninda yag asidi bulundurdugu elde edilen yag asitlerinden Ala ve la
alfa linoleik asiti’nin hiicre biiyiimesini diizenledigi, lipid peroksidasyonu, hiicre
proliferasyonu ve apoptoza siiriikleme gibi antikanser etkileri oldugu arastirilmistir
(Yaman, 2021).

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisi i¢eriginde major kannabinoidlerin tespiti
icin ekstraksiyon yontemleri kullanilarak optimizasyonu arastirilmisgtir (Bouali, 2021).

Calisilan bir derlemede, kenevir (Cannabis sativa L.) igeriginde ki
fitokimyasallarinin zengin spektrumu, terpenler, kannabinoidler ve fenolik bilesikler
dahil olmak iizere endiistriyel agidan olduk¢a fazla ihtiya¢ duyulan molekiiller ele
alinarak arastiritlmistir. Bu inceleme kapsaminda, kenevirin endiistri i¢in 6nemi ve biyo-
ekonomiye katkis1 vurgulanmistir ayrica spesifik olarak, kenevirin biyokiitlesinin (yani
liflerin) kullanim alanlarini, endiistriyel Oneme sahip kenevir molekiilleri (yani
kannabinoidler, terpenler ve fenolik bilesikler) tartisilmis ve yine kenevir trikomlarinin
etkisi ile alakal1 ilag sanayisindeki bitki hiicresi siispansiyonu ve tiiylii kok kiiltiirlerinin
kullanimini agiklayarak genetik miihendisligindeki énemi tartisilmistir (Andre ve ark.,
2016).

Cannabis sativa L. bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi Cin Halk Cumbhuriyeti
Mikrobiyoloji ve Parazitoloji Boliimiinde bir makale olarak ele alinmis ¢alisma
iceriginde bitkinin anatomik yapisi ile farkli {ilkelerdeki adlandirmasi belirlendikten
sonra bitkinin tohumlarindan elde edilen yagi, petrol eteri ve metanol 6zleri, Gram

pozitif bakteri (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) ve Gram negatif bakteri
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(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) muamele edilerek sonuglari tartigilmigtir
(Ali ve ark., 2012).

Tibbi esrarlar da kimya ve morfoloji arasindaki etkilesim arastirilmig, mevcut
calisma bitki gdvde kismindaki kimyasal tiirler (kannabinoidler ve iyonom) ile yerel
ayarlar arasindaki etkilesimi arastirilmistir. Kannabinoidlerin kimyasal profilleri,
iyonom ve fizyolojik Ozellikler {izerindeki pozisyonu ve organa Ozgii tesirleri
incelenmistir (Bernstein ve ark., 2019).

Tiirkiye'de gayri resmi kenevir (Cannabis sativa L.) iiretimi ve bunula ilgili
miicadele politikalariyla alakali derlenen makale iceriginde diinya genelinde ve
tilkemizde ¢ok fazla kullanilan narkotik madde olarak bilinen kenevir (Cannabis sativa
L.) bitkisinden elde edilen esrarin Tiirkiye’de illegal yetistiriciligi ile ilgili arastirmalar
yapilmistir. Makale ayn1 zamanda illegal yetistiricilik ile alakali miicadeleye yonelik
nitel arastirmalar yapilarak Onleyici faaliyet yontemleri ortaya koymustur. Ayrica,
kenevir ekimi ile alakali yasa disi ekimin, yasal ekimin Oniine gegtigi yine terdr
orgiitlerine finansal kaynak oldugu yoniinde degerlendirmelerde bulunulmustur (Akgiil,
2014).

Baska bir ¢alismada Malatya Turgut Ozal Universitesi Ziraat Fakiiltesi'nde
tiretilen kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisine ait kistmlarin (kok, govde ve diger)
atiklarindan kimyasal aktivasyon ve karbonizasyon yontemi uygulanarak aktif karbon
elde edilerek karakterizasyon deneyleri uygulanmistir (Capcioglu ve Kenevir, 2017).

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin saglik ve tip alanindaki kullanimu ile
alakali derlenen bir makalede bitkinin genel kullanim alanlari, gegmisten giiniimiize
kadar saglik alanindaki 6nemi yine kenevirin fitokimyasal igerigi ve etkileri aragtirilmas,
icerisinde ihtiva ettigi kimyasal bilesenleri ve miktarlari tanimlanarak (THC, THCV,
terpenoitler, d-limonen, $-mirsen, a-pinen, B-karyofilen, karyofilen oksit vb.) terapotik
kullanimi ile Alzheimer, anksiyete, anoreksiya, diyabet, epilepsi gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ilaglar ile 6zlestirip yorumlanmistir (Yildirim ve Caliskan, 2020).

Kenevir (Cannabis sativa L.) saplarindan kagit hamuru ile kagit elde edilmesi
yoniinde yapilan c¢alismada bitki saplar liflerinden arindirilarak morfolojik 6zellikleri
belirlendikten sonra kagit iiretimi i¢in; bitki saplari igeriginde miktarca %52.0 seliiloz,
%79.7 holoseliiloz ve %22.2 lignin ihtiva ettigi yine 0.60 mm lif uzunlugu, 13.4 um
limen c¢ap1, 28.8 um lif genisligi oldugu anlasilmis yapilan ¢aligmada Kraft yontemi ile

kenevir saplarindan kagit tiretimi yapilmis elde edilen numunenin viskozite degerleri ile
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kopma uzunlugu ve parlaklik degerleri nicel olarak hesaplanmis, iiriin veriminin yiiksek
kalite ve degerde oldugu anlasilmistir (Tutus ve ark., 2021).

Tekstil iiretim ve tasariminda 6nemle deger kazanan kenevir lifi; anti bakteriyel
ozellik, yiliksek elektrostatik, UV koruma saglama, asmnmaya karsi mukavemet
gosterme, boncuklanmama, nem ¢ekme, nefes alabilirlik ve yiikksek mukavemette
ozellik gostermesi sebebiyle kenevir lifi tekstilde ¢cokga tercih edilmektedir.

Kullanim alanlar1 a¢isindan farkli kaynaklara bakildiginda 50.000’den fazla {iriin
tiretiminde kullanildig1 ve Kenevir ¢esitli alanlarda kullanilmas1 yoniiyle sanayi keneviri
olarak adlandirilmistir (Kurtuldu ve Ismal, 2019).

Asetilkolinesteraz enzimi ile alakali Alzheimer tanisinda kolinerjik bir madde
eksikliginden kaynaklanan ve norotransmiter olan asetilkolin, hastaligin enzim
aktivesinin amiloid protein olusumunu tetikledigini ve yine hastaligin teshisi ve tedavisi
tizerinde ¢aligsmalar yapilmistir (Lolak ve ark., 2020).

Yine baska bir ¢alismada AChE’nin kuvvetli bir inhibitorii olan kurtayagi (Club
moss) bitkisine ait ekstresinde bulunan huperzinenin yiiksek afitineli substrat oldugu
goriilmistiir (Boyle ve ark., 1997).

Bitkisel kokenli kaynaklardan elde edilen dogal antioksidanlara olan ilginin
artmast neticesinde daha onceden yapilan calismalara ait bitki tiirleri; Turunggiller
(Saleh ve ark., 1998), nane (Elmastas ve ark., 2005), zeytinyagi(Blekas ve Boskou,
1998), kivi (Bursal, 2009), adagay1 (Melisa officinalis) (Koksal ve ark., 2011), lavanta,
maydanoz (Wong ve ark., 2006) ve karanfil (Gulcin ve ark., 2004) gibi ¢ok cesitli bitki
kaynaklarinda antioksidan g¢alismalar yapilmigtir. Benzer sekilde 2006 yilinda yapilan
bir ¢alismada kisnis bitkisi tizerinden yapilan fenolik bilesik tahini ve bu bilesikler
tizerinden antioksidan aktiviteleri aragtirilmistir (Wong ve Kitts, 2006).

Bilimsel veri tabanlarinda yapilan literatiir taramasinda kenevir (Cannabis sativa
L.) bitkisine ait detayl ve bitki kisim karsilastirmali olarak yapilmis antioksidan aktivite
caligmalarin, fenolik bilesik igerikleri yoniinden incelemelerin ve AChE enzim

etkilesimi ile alakali ¢aligsmalarin yeterli seviyede olmadig: disiiniilmiistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alisma kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin farkli kisimlarinin analiz ve
karakterizasyonu igin baslica olarak HPLC ile organik asit icerik analizleri, in vitro
AChE enzim inhibisyon aktiviteleri, antioksidan 6zeliklerinin belirlenmesi ve molekiiler

doking (kenetleme) analizleri kistmlarindan olusmaktadir.
3.1 Materyal

3.1.1 Kullamlan bitki materyali

Calismanin ilk asamasinda Sekil 3.1°de gosterilen kenevir (Cannabis sativa L.)
bitkisinin kisimlar1 temin edilmistir. Bitki numuneleri “kenevir yetistiriciligi izni” ve
CKYS (Ciftci Kayit ve Yonetim Sistemi) belgesi olan iiretici Selma OLES tarafindan
Malatya Battalgazi ilgesinden elde edilmistir. Bitki numuneleri Adiyaman Universitesi
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Omer KILIC tarafindan teshis edilmis ve Cannabis sativa L.
olarak smiflandirilmast yapilmistir. Mus Alparslan Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) birimince yapilan ihale ve satin alma islemleri neticesinde, projede
kullanilan kimyasal malzemeler, otomatik pipet takimi ve sarf malzemeler teslim

alinarak ¢alismalarda kullanilmistir.

Sekil 3.1 Caligmada kullanilan Cannabis sativa L. tiiriiniin kisimlarinin fotograflar



17

3.1.2 Kullanilan cihazlar

e Evaporator: Heidolph 94200, Bioblock Scientific

e HPLC cihazi: Agilent Technologies 1260 Infinity 11

e Inkiibator: Elektro-Mag (0-300 °C)

e Liyofilizator: Heidolph Scientific

e Magnetik karigtirici: Stuart Scientific

e  Otomatik mikropipetler: Eppendorf Research® plus

e pH metre: Hanna Instrument

e Distile su cihazi: Liston A 1210, Rusya

e Hassas terazi: Scaltec SBA 41

e Spektrofotometre (tekli numune): Shimadzu, UV-1208
e Spektrofotometre (¢oklu numune): Thermo Scientific, Multiskan
e  Spektrofotometre kiiveti: Quartz kiivet

e Vorteks: Four E's Scientific Vortex Mixer

3.1.3 Yontemler i¢in kullanilan kimyasal maddeler

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin kok, lif ve yaprak kisimlari ile bitkinin
biitiiniine ait ekstrelerin antioksidan etkilerinin tespitine yonelik yapilan deneysel
caligmalarda kullandigimiz kimyasal maddelerin bazilart BAP-22-SY0-4902-01 no’lu
proje ile Mus Alparslan Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Komisyonu tarafindan
satin alinmigtir. Asetilkolinesteraz enzimi (Electrophorus electricus), asetilkolin iyodiir,
CDNB (1-kloro-2,4 dinitrobenzen) ve DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) kimyasallari,
Sigma-Aldrich’ten proje biitgesi ile satin alindi. Mus Alparslan Universitesi
Laboratuvarinda bulunan ve daha dnceki projelerden alinmis olan ABTS (2,2-azino-bis-
3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit), neokuprin (2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline),
BHT (biitillenmis hidroksi toluen), askorbik asit, a-tokoferol, potasyum persiilfat, FeCls,
Na;HPO4, FeCl,, KsFe (CN)s, NH4SCN, TCA (triklor asetik asit), kimyasallari ile
metanol, saf su, etanol gibi ¢oziiciiler ile beher, erlen, balon joje, cam tiipler gibi cam
malzemeler kullanilmustir.

Mus Alparslan Universitesi Merkezi Laboratuvarinda bulunan HPLC cihazinda
yapilan organik asit ve fenolik bilesik analizleri i¢in kullanilan standart fenolik
bilesikler ve diger kimyasallar merkezi laboratuvar biinyesinde Onceden temin

edilmistir.
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3.1.4 Antioksidan yontemlerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

3.1.4.1 ABTS yontemi ¢ozeltileri

1. Fosfat tamponu (pH 6.4; 0.1 M): Fosfat tampon ¢ozeltisini hazirlamak i¢in
13.6 g KH2PO4 maddesi hassas terazide darasi alinmis bir beher igerisinde tartimi
yapildiktan sonra tizerine 100 mL distile su ilave edilerek tamamen c¢oziinmesi
saglandiktan sonra HCI ile pH’s1 6.4’¢ ayarlandi. Cozelti hacmi distile su ile toplamda
500 mL’ye tamamlandi.

2. ABTS ¢ozeltisi (2 mM): 110 mg katt ABTS maddesi hassas terazide tartimi
yapilip beher igerisine alindiktan sonra iizerine distile su ilave edilerek son hacim 100
mL’ye tamamlandi.

3. Potasyum persiilfat ¢ozeltisi (2.45 mM): Bunun igin 66.25 mg K>0gS hassas
terazide tartildi daha 6nceden hazirlanmis olan 0.1M (pH:7.40) fosfat tamponunda oda
sicakliginda tamamen ¢oziiniinceye kadar manyetik karigtirici yardimiyla karistirilarak

son hacim 100 mL’ye distile su ilave edilerek ¢ozelti hazirlandi.

3.1.4.2 DPPH yontemi cozeltileri

DPPH ¢ozeltisi (1 mM): 39 mg DPPH kimyasal maddesi darasi alinmig erlen
igerisinde iizerine 100 mL etanol eklenerek ¢oziildii daha sonra karanlik bir ortamda 12
saatlik siire ile magnetik karistirict vasitasiyla tamamen ¢oziinmesi saglanarak DPPH

serbest radikali ¢ozeltisi hazirlandi.

3.1.4.3 FRAP yontemi c¢ozeltileri

1. Fosfat tamponu (0.2 M/500 mL): Bunun i¢in 13.6 g NaH2PO4 kat1 maddesi
daras1 alinmis bir erlen yardimi ile hassas terazide tartimi yapildiktan sonra {lizerine azar
azar distile su eklenerek ¢ozlinmesi saglandi ve son hacmi 500 mL’ye tamamlandiktan
sonra NaOH ¢ozeltisiyle pH’s1 6.7 ye ayarlandi.

2. KsFe(CN)s c¢ozeltisi (%1°lik): ¢ozelti icin kati1 KsFe(CN)s maddesi 2.5 g
tartilarak bir erlen yardimiyla distile suda azar azar ¢oziilmesi saglandiktan sonra
¢ozeltinin son hacmi 250 mL’ye tamamlandi.

3. TCA ¢ozeltisi (%10’luk): Bu ¢ozelti i¢in katt TCA maddesi 5 g tartilarak bir
erlen yardimiyla distile suda azar azar ¢oziilmesi saglandiktan sonra ¢ozeltinin son

hacmi 50 mL’ye tamamlandi.
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4. FeCls ¢ozeltisi (%0.1): ¢ozeltisi i¢in kat1 FeCl3-6H20 maddesi 166 mg
tartilarak bir erlen yardimiyla distile suda azar azar ¢oziilmesi saglandiktan sonra

¢ozeltinin son hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.4.4 CUPRAC yontemi cozeltileri

1. CuCly ¢ozeltisi (0.01 M): ¢ozeltisi i¢in kati CuCl> maddesi 170.45 mg
tartilarak bir erlen yardimiyla distile suda azar azar ¢oziilmesi saglandiktan sonra
¢ozeltinin son hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

2. Neokuprin ¢ozeltisi (7.5 M): ¢Ozeltisi icin kat1 neokuprin maddesi 78 mg
tartilarak bir erlen yardimiyla etanolde azar azar ¢oziilmesi saglandiktan sonra
¢ozeltinin son hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

3. CH3COONHs tamponu (1 M): tampon c¢ozeltisi i¢in katt CH3COONHq4
maddesi 15.4 g tartilarak 150 mL distile suda ¢oziildikkten sonra NaOH pH’s1 6.5’

ayarlandi. Cozeltinin son hacmi distile su eklenerek 200 mL’ye tamamlandi.

3.1.4.5 Asetilkolinesteraz aktivite yontemi cozeltileri

1. Tris-HCI tamponu (1 M, pH: 8.0) elde etmek igin; hassas terazide 12.1 g Tris
tartildiktan sonra 80 mL distile su ilave edilerek ¢o6ziildii. 0.1 M HCI ¢ozeltisinden
yararlanilarak pH:8.0 olarak ayarlandi ve son hacim distile su ile 100 mL ye
tamamlandi.

2. Asetilkolin iyodat ¢ozeltisi (10 mM) elde etmek igin; hassas terazide 0.136 g
Asetilkolin iyodat 50 mL distile suda ¢oziildii.

3. DTNB (5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoik asit) ¢ozeltisi (10 mM) elde edilmesi
i¢in; hassas terazide 0.01 g DTNB ve 0.5 g sodyum nitrat, 50 mL distile suda ¢6ziildii.

3.2 Yontem

3.2.1 Bitkilerin ekstrelerinin hazirlanmasi

Cannabis sativa L. bitkisinin etanol ekstreleri asagidaki verilen yontemde
belirtildigi gibi hazirlanmigtir. Calismalarda kullanilan Cannabis sativa L. bitkisi kok
govde ve yaprak kisimlar1 birbirinden ayristirilarak dogrudan gilines 1sinlarina maruz
birakilmadan oda sartlarinda kurutulup bir mikser yardimi ile pargalanip toz haline

getirilmistir.
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Etanol ekstreleri hazirlanmasinda ise numunelerden kurutulmus halde 10 ¢
aliarak 100 mL etanol ile (1/10: w/v) oraninda bir beher igerisinde manyetik karistirici
ile karistirilarak ekstraksyon (6ziitleme) saglandi. Yaklasik olarak 40 dk sonra karisim
bir stizge¢ kagidinda siiziildiikten sonra siiziintiiler bir evaporatérde (Heidolph 94200,

Bioblock Scientific) 65 °C'de evapore edilerek etanol ¢oziiclisiinden ayristirilmustir.

3.2.2 DPPH yontemi

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikali kullanilarak yapilan
antioksidan analizi, gesitli saf veya sentetik maddelerin, bitki ekstrelerinin, gida ve ilag
numunelerinin radikal giderme durumlarin1 gézlemlemek igin kullanilan basit ve hizli
bir yontem olarak kullanilmaktadir (Koksal ve ark., 2009). Bir azot radikali olarak
smiflandirilan ve mor renge sahip DPPH oldukg¢a uzun 6miirlii bir bilesik olup, ortamda
bulunan ortaklanmamis nitrojen elektronlarini tespit etmektedir. Antioksidan ozelikte
olabilecegi diisiiniilen standart ve bitki ekstartlar1 ¢ozeltileri ile DPPH radikalinin
reaksiyona girmesi saglanarak ortamda bulunan radikal tiirleri giderme ve
reaktivitelerini G6lgmekte kullanilan metotlardan biridir ve reaksiyon sonunda
¢ozeltilerde renk degisiminin olustugu (sar1 renk) goriilmiistiir. Olusan bu renk
degisiminin nedeni ise DPPH radikallerinin indirgenerek difenilpikrilhidrazine
doniismesidir. 517 nm’de absorbans azalisi gozlemlenerek reaksiyon neticesinde
ortamda geriye kalan DPPH ¢ozeltisi miktar1 belirlenerek serbest radikal giderme
aktivitesi hesaplanir (Bursal ve ark., 2019).

Baslangigtaki DPPH derisiminin %50’sinin azalmasi antioksidan aktivite
miktarimi ifade eden ICsp (etkin konsantrasyon) degeri ile verilmektedir (Brand ve ark.,
1995).

Kenevir bitkisinin gesitli kistmlart (kok, govde, yaprak ve kenevir tiim) ile
standart antioksidan maddeler olan BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), askorbik asit (C
vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) derisime bagli reaksiyonlari ile spektrofotometrik
yontemler ile DPPH antioksidan analizleri yapilmstir.

Bu yonteme gore 1 mM’lik DPPH ¢ozeltisi serbest radikal olarak
kullanilmaktadir. Oncelikle Cannabis sativa L. bitkisinin gesitli kisimlarinm 1 mg/mL
konsantrasyonundaki ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler ile standart olarak
kullanilan antioksidan numuneleri farkli deney tiiplerine sirasiyla (OuL, 10uL, 20 uL,
30uL, 40uL, 50uL) miktarda aktarilarak toplam hacimleri 1700 pL olacak sekilde

etanol ile tamamlandiktan sonra her bir numune tiipiine 6nceden hazirlanan DPPH
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¢ozeltisinden 300 pL eklendi. Hazirlanan numuneler inkiibe i¢in karanlik ortamda oda
sicakliginda 30 dakika dinlendirildikten sonra spektrofotometre cihazinda igerisinde
yalnizca etanol bulunan kiivete (kore) kars1 gelecek sekilde, kontrol olarak ise 300 uL
DPPH ve 1700 uL etanol igeren numuneden 2 mL radikal ¢ozeltisi kullanilarak dalga
boyu 517 nm’de absorbans degerleri dlgiiliip kayit edildi. Kontrol absorbansinin 1.5 ve
2.0 araliginda ayarlanmasi etanol ile seyreltme ile yapilarak numuneler igin en uygun
DPPH radikali orani saptanmistir. Elde edilen absorbans sonuglarindan yararlanarak

DPPH serbest radikali giderme aktivitesi yiizdesi ve 1Cso degerleri hesaplanda.

3.2.3 ABTS radikali giderme aktivitesi

Radikal giderme metotlarindan DPPH ydnteminde oldugu gibi ABTS yontemi
de oldukga sik kullanilan ve bitki ekstratlar ile standart olarak kullanilan ¢ozeltilerin
ABTS* katyon radikal giderme aktivitelerinde 6nemli bir yontem olarak
kullanilmaktadir.

Miller ve ark. tarafindan yapilan yonteme gore 660, 734 ve 820 nm dalga
boylarinda ABTS radikal katyonu maksimum absorbans gostermektedir. Ortamdaki
antioksidan etkisiyle ¢ozeltideki ABTS radikalinin absorbans azalmasinin 6l¢iilmesi ve
katyonun H20> ile metilmiyoglobinin reaksiyonu sonucunda ferrilmiyoglobin ile ABTS
(2,2-azino-bis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik  asit) arasinda ki tepkimeden ileri
gelmektedir (Miller ve ark., 1993).

ABTS radikal giderme, Witayapan yontemi ile kenevir kisimlarinin antioksidan
ozellikleri belirlenmistir (Aslan ve ark., 2023).

Bu yontemler 1s1ginda katyon radikali ihtiva eden ABTS dalga boyu 734 nm’de
maksimum absorbans degeri verebilen renkli bir maddedir. Antioksidan maddeler, Sekil
3.2’de kimyasal yapisi verilen ABTS" radikal katyonu ile kimyasal tepkimesinde bir
elektron saglayarak ortamda radikal olmayan ABTS maddesini olusturmaktadir.
Reaksiyon sonunda ayni dalga boyundaki absorbans diisiisii antioksidan aktivitenin

belirlenmesinde kullanilmaktadir.
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Sekil 3.2 ABTS" radikal katyonun yapist

Deneyin ilk asamasinda ABTS radikalleri tiretmek i¢in, 110 mg ABTS 100 mL
distile suda ¢oziilerek 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti
igerisine 66.25 mg ve persiilfat ¢ozeltisi(2.44 mM) ve 0.1 M ve pH’s1 6.4 olan fosfat
tamponu eklendikten sonra karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda 6 saat siire ile
manyetik Karistirici ile karistirildi.

Daha sonra spektrofotometre cihazinda igerisinde yalnizca saf su bulunan kiivete
(kore) 800 pL distile su tizerine 200 pL ABTS radikali eklendi. Kontrol ¢6zeltisinin 734
nm’de absorbansi 1.00£0.20 nm’ye ayarlandi. ABTS radikal giderme aktivitesi
oOlgiilecek olan kenevir bitkisinin (kok, yaprak, lif ve bitki tim) kisimlarini igeren ve
standart olarak kullanilacak numunelerin BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), askorbik
asit (C vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) sirasiyla 10 puL, 20 uL, 30 uL, 40 uL, 50
uL saf sudaki farkli konsantrasyonlarma 200’er pL ABTS radikal ¢ozeltisi ilave
edildikten sonra 30 dakika inkiibe edilmesi saglandi. Spektrofotometre cihazinda kore
kars1 dalga boyu 734 nm’de verilen absorbans degerleri kaydedildi. Elde edilen
absorbans sonuglar1 kullanilarak, ABTS katyon radikali giderme aktivitesi ve 1Cso

degerleri ylizdesi hesaplandi.

3.2.4 FRAP metoduna gore indirgeme kuvveti tayini

FRAP metodu diger yontemlere nazaran daha hizli ve basittir ancak bazi
durumlarda istenilen siirede sonug¢ veremeyebilir. Bunun nedenlerinden biri ise kafeik
asit, kesterin, ferulik, tannik asit gibi polifenollerin bu yontem reaksiyonunda daha agir
hareket etmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, bu metot yalnizca demir iyonlarini
referans aldigindan fizyolojik ve mekanik antioksidan aktiviteleri belirlemede uygun
olmamaktadir (Prior ve ark., 2005). FRAP yonteminde az bir miktarda olusan Fe(III)
antioksidanlarin etkisiyle 700 nm’de maksimum absorbans degeri vererek koyu mavi

renginde Fe(ll) kompleksine indirgenmektedir (Okan ve ark., 2013).
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Bitki kisimlariin antioksidanlariin toplam miktarini belirlemeyi amaglayan bu
yontemde demir (III)’in indirgenme kapasitesi belirlenerek yapilmaktadir. Bu yontem
i¢cin daha 6nceden hazirlanan kenevir bitkisinin (kok, lif, yaprak ve bitki tiim) kisimlari
ile standart orneklerin 10 pg/mL konsantrasyonundaki ¢ozeltileri cam tiiplere alinarak
her bir deney tiipiine 500 pL ve 0.2 M fosfat tamponu (pH 6.4) ve %1'lik 500 pL
potasyum ferrisiyaniir [KsFe(CN)e] eklendi ve karigim 50 °C’de 20 dk etiivde inkiibe
edildi. Bu islemlerin ardindan reaksiyon karisimma %10’luk 500 pL triklorasetik asit
(TCA) ve %0.1°lik 125 pL FeCls ilave edilerek spektrofotometre cihazinda kor olarak

kullanilan saf suya kars1 700 nm’de absorbans degerleri okundu.

3.2.5 CUPRAC metoduna gore indirgeme kuvveti tayini

CUPRAC yontemi (kuprik indirgeyici antioksidan kapasite) Apak ve
arkadaslarinin literatiire kazandirmis oldugu bir yontem olup antioksidan ¢ozeltisinin
(direkt veya asit hidrolizinden sonra) pH 7'de ve 30 °C'de bir bakir(Il) kloriir ¢ozeltisi
ile neokuprin (neocuproine) alkollii ¢ozeltisi ve bir amonyum asetat sulu tampon
karistirildiktan sonra dalga boyu 450 nm'de gelismis absorbansin 6l¢iilmesini
icermektedir (Apak ve ark., 2004).

CUPRAC reaksiyonlar1 genellikle 30 dk siire igerisinde sonuglanir. Gelistirilen
CUPRAC yonteminin kromofor igceren oksitleyici reaktifi, yani Cu(ll)-Nc, n-elektron
indirgeyici antioksidanlarla (AOx) reaksiyonu asagidaki gibi seyir etmektedir:

nCu(Nc)2*? + n-elektron indirgen (AOx) — nCu(Nc)2" + n-elektron yiikseltgen

rtin +nH*

A¢ik mavi CUPRAC reakufi San-turuncn (i

Sekil 3.3 CUPRAC reaktifinin antioksidan bir madde ile etkilesimi (Karakas 2019).
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Bu yontemden esinlenerek deney tiiplerine 0.01 M’lik 0.25 mL CuClz ¢6zeltisi
ilave edildi. Bunun iizerine 7.5 mM’lik etanolik neokuprin ¢ozeltisi ile 0.25 mL 1 M’lik
amonyum asetat tamponu aktarildi.

Cozelti kanistirildiktan sonra daha 6nceden hazirlanmis olan standart numuneler
BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini)
ile kenevir bitkisinin (kdk, lif, yaprak ve bitki tim) kisimlarinin farkl
konsantrasyonlarda (10-50 pg/mL) numune ilave edilerek saf su ile son hacimler |
mL’ye tamamlanip yaklasik 30 dk’lik inkiibasyondan sonra spektrofotometre cihazinda
450 nm’de absorbanslart 6l¢iildii. Reaksiyon karigiminin yiikselen absorbansi artan

kuprik iyon (Cu*?) indirgeme kapasitesini gostermektedir.

3.3 Asetilkolinesteraz enzim aktivite ve inhibisyonu metodu

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin kisimlarimin ve dogal iiriinlerinin
asetilkolinesteraz enzimi iizerindeki etkisini arastirmak i¢in Ellman metodunun
giincellenmis bir versiyonu kullanilmigtir. Bu amagla ICsp ve Ki degerleri bulunarak
inhibisyon tiirleri belirlenmistir. Yontemin esasinda AChE enziminin asetilkolin
maddesinin tiyokolin ve asetata parcalanmasi reaksiyonunu katalizlemesi vardir (Bursal
ve ark., 2021a). Uriinler kisminda ag1ga cikan tiyokolinin DTNB ile reaksiyonuyla da
sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur ve meydana gelen renkli bilesik 412 nm’de
absorbans vermektedir. Bu metoda gére 20 uL 1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisinden
alinip deney tiiplerine aktarilarak her bir deney tiiplerine ayr1 ayr1 200 pL distile su ilave
edildikten sonra bitki numuneleri ve standart ekstrelerinden sirasiyla 10 pL, 20 uL, 30
uL, 40 pL, 50 puL miktarlarda eklenip 10 mM DNTB ¢ozeltisi ile enzim ¢o6zeltileri
karistirtlir ve 10 dakika stire ile 30°C’de etiivde bekletilerek inkiibe isleminden sonra
tizerine 10 mM’lik asetilkolin iyodiir ¢ozeltisinden 10 pL eklenerek 412 nm dalga

boyunda spektrofotometrede absorbans degerleri 6lgiilmektedir.

3.4 HPLC ile fenolik bilesik icerik analizi

Bu ¢alismada HPLC yo6nteminde baslica askorbik asit, kaempferol, gallik asit,
absisik asit, kuersetin, apigenin, mirisetin, kurkumin, vanillin, kafeik asit, sinamik asit,
rosmarinik asit ve salisilik asit gibi standartlar kullanildi ve bitki igerigi ile
karsilastirildi. Oncelikle bu standartlarin son konsantrasyonlart 10 mg/mL olacak
sekilde tartilip 50 mL’lik balon jojeler icerisine konuldu. Standartlar %1’lik asetik asit

igerisine 9/1 oraninda asetonitril ilave edildikten sonra 1/1 oraninda metanol katilarak
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hazirlanan ¢ozelti ile stok ¢ozeltiler 100 mM, 75 mM, 50 mM, 25 mM ve 10 mM
oranda 5 fakli noktali olacak sekilde hazirlandi (Bursal ve ark., 2019). Bu metotta
uygulanan mukayese standartlari, ¢oziicii tiirleri, ¢6ziicti gradientleri, sicaklik, akis hizi,
kolon sartlart ayarlanip, HPLC cihazinda bulunan %]1°lik asetik asit (Coziicii A) ve
%100’lik asetonitril (Coziicii B) ¢oziiciiler mobil faz olarak kullanildi. Daha sonra
HPLC cihaz agildi ve bu iki ¢oziicii sisteme aktarildi. Ik olarak gazlarin pompadan
¢ikmasi saglandi. Dengeleme islemi igin sisteme A ¢oziiciisii ve B ¢oziiciislinlin giris
yapmasi saglanarak, kenevir bitkisinin kok, lif, yaprak ve bitkinin tiimiine ait
kisimlarinin etanol ekstrelerinden alimip HPLC metoduna gére numuneler cihaza
yiiklendi. Kolonlarin dengelenme islemi dogru yani diiz kromatogram (baseline) halini
alana kadar stirdiirtildii.

Bitki orneklerinden elde edilen 6ziitler 10 mg/mL olacak sekilde seyreltilmis ve
0.45 um’lik membran filtreden gegirilerek viallere aktarildiktan sonra HPLC cihazi
calistirildi. Bu analiz Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlar
Uygulama ve Aragtirma Merkezinde bulunan HPLC cihaz1 ile yapilarak

tamamlanmustir.

Cizelge 3.1 HPLC analizleri i¢in kullanilan deneysel kosullar

HPLC kosullan Gradient eliisyonu

Model Agilent Technologies 1260 Infinity IT zaman(dk) A(%) B(%)
Kolon ACE5C18(250x4.6 mm id) 0 90 10
Kolon firmi G7130A 25 60 40
Dedektor 1260 DAD WR 39 40 60
Pompa 1260 Quat Pump VL 50 10 90
Mobil faz A: %] Asetik asit, B: Asetonitril 55 90 10
Dalga bovlar1 272,280 ve 310 nm

Otosampler 1260 Vialsampler

Akis hizt 1 mUmin

Kolon sicakligs 28°C

Enjeksiyon miktari 20ml

3.5 Molekiiler doking analizleri

Bitki numunelerinin igerik analizlerinde tespit edilen en fazla orandaki
bilesiklerin asetilkolin esteraz enzimi tizerine etkisi AutoDock Vina bilgisayar programi

kullanilarak yapilmigtir (Balci ve ark., 2023). Protein Veri Bankasi internet sitesinden
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(https://www.rcsb.org/structure/4EY7) AChE enziminin (insan, PDB id: 4EY7)
kimyasal yapist indirilmistir.

Discovery Studio Visualizer progaminda faydalanilarak AChE enziminin yapisi
optimize edilip, enzim yapisi Chimera yazilimina yiiklenmek i¢in pdb formatina
cevrildi. Pubchem web sayfasindaki online yazilimi kullanilarak bilesiklerin yapilari
cizildikten sonra pdb formatina aktarildi ve optimize edilmek i¢in Avogadro
gorsellestirme uygulamasina aktarildi (Cetin ve ark., 2021). Optimize islemi sonrasi
yapilar pdb formatinda kaydedildi ve ligand olarak yiikleme yapilarak Chimera yazilimi
baglatildi (Shapovalov ve Dunbrack, 2011). En iyi doking molekiiler baglanma
etkilesimi ve enerji degerleri Discovery Studio Visualizer ile analiz edildi (Yilmaz ve
ark., 2023).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Daha onceden yas olarak temin edilen kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin
kok, lif, yaprak ve bitkinin tiimiine ait kisimlar1 oda kosullarinda giines 1sinlarina direkt
maruz birakilmadan kurutulmus daha sonra blender yardimiyla 6giitiiliip toz haline
getirilerek kok, lif, yaprak ve bitkinin timiine ait kisimlarindan 25 g tartilarak ayri ayri
beher igerisine alinip etiketlendirme islemi yapildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Ekstraksiyon i¢in hazirlanan kenevir bitkisi kisimlar

Etiketlendirme isleminden sonra elde edilen her bir numune beher igerisine
alinarak tizerine 250 mL etanol (1/10: w/v) olacak sekilde eklenerek manyetik karistirici
ile 12 saat karistirilarak dinlenmeye birakilmigtir. Daha sonra Sekil 4.2°de gortldigi
gibi cam huni igerisine siizge¢ kagitlarindan yerlestirilmis her bir numunenin ayr1 ayri

stizgec kagidi yardimiyla tortularindan arindirilarak siizilmesi saglanmistir.
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Sekil 4.2 Bitki kisimlarinin esktraksiyon islemleri

Her bir numenin ayr1 ayr1 siizme islemi saglandiktan sonra rotary evaporatore
alinmasi islemine gegildi. Iki fonksiyonlu olan bu cihaz igerisinde 6ziitleme neticesinde
bitki Ozlerini elde edebilmek igin ¢oziicii oOlarak kullanilan etanoliin ortamdan

uzaklastirilmasi amaglanmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 Bitki numunelerinin rotary evaporatérdeki damitma islemi

Stizme isleminin tamamlanmasi ile elde edilen karisimlar, evaporator yardimiyla

65 °C’de damitma islemi yapilip balon jojelerin agirliklar1 tartilarak, net agirliklari
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hesaplandi. Kok kismindan 0.836 g, lif kismindan 0.776 g, yaprak kismindan 0.46 g ve
bitkinin tiimiine ait kisim da ise 0.159 g elde edildi. Balon jojeden bitki kalintilari
kazinarak kok kismindan 866 mg, lif kismindan 776 mg, yaprak kismindan 46 mg ve
bitkinin tlimiine ait kismindan ise 150 mg tartilarak konsantrasyonu 10 mg/mL olacak

sekilde etanol eklenerek bitki ekstreleri hazirlandi.

4.2. Bitki Ekstrelerinin Antioksidan Aktiviteleri

Bitkilerin biyolojik aktivitelerini belirlemek i¢in ¢esitli yontemler ile antioksidan
tayinleri siklikla gergeklestirilmektedir. Bu ¢alismada da hazirlanan kenevir (Cannabis
sativa L.) bitkisi ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini belirlemek igin in vitro
CUPRAC, FRAP, DPPH ve ABTS yontemleri kullanilmistir. Spektrofotometrede elde
edilen sonuglar BHT, askorbik asit (C vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) gibi standart
antioksidanlar ile karsilastirildi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 Bitki ve standart ekstrelerinin spektrofotometre cihazindaki absorbans 6lgtimleri

4.2.1 CUPRAC yontemi sonuclari

CUPRAC indirgeme aktivite caligmalarinda 450 nm’de artan absorbans
degerleri giiclii antioksidan aktivitesini vermektedir. Deney tiiplerine veya mikroplate
kuyucuklarinin her birine ayri ayri bitki ekstraktlar1 ile standart madde numuneleri
yontemdeki gibi eklenerek, inkiibasyon islemi i¢in 30 dk beklendikten sonra ¢ozeltiler
dalga boyu 450 nm’de UV-Vis spektrofotometrede absorbans degerleri olgiiliip elde
edilen absorbans verileri Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi kayit edilerek grafik haline
getirildi.
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Cizelge 4.1 CUPRAC yontemi farkli {i¢ deney sonuglarinin ortalamasi

0 uL 10 ulL 20 ulL 30 uL 40 L 50 uL
BHT 0.563 2.475 2.835 2.949 2.825 3.385
Askorbik Asit 0.563 0.701 1.246 1.466 1.974 1.694
a-tokoferol 0.563 0.673 0.912 1.208 1.240 1.439
Kenevir kok 0.563 0.638 0.561 0.752 0.791 0.761
Kenevir lif 0.563 0.644 1.582 1.427 1.590 1.626
Kenevir yaprak 0.563 0.795 0.993 1.147 1.510 1.381
Kenevir tim 0.563 0.947 0.976 1.335 1.858 1.673

CUPRAC metodu

4,000 BHT
. Askorbik Asit
€ 3,000
[
o a-tokoferol
L0
N
@ 2,000 —@— Kenevir kok
g o
S —0— Kenevir lif
-<QE 1,000

g —e —@— Kenevir yaprak
0,000 —@— Kenevir tiim
0 10 20 30 40 50

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.5 CUPRAC yo6ntemi ile numunelerin antioksidan aktivitesi belirlenmesi

450 nm’deki absorbans degerinin artmas1 kuprik iyon (Cu?*) indirgeme miktarini
gostermektedir. Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin kok, lif, yaprak ve biitiiniine ait
kisimlarin ile BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), askorbik asit (C vitamini) ve o-
tokoferol (E vitamini) standartlarinin CUPRAC metoduna gore indirgeme aktiviteleri
Sekil 4.5’de gorildiigii gibi konsantrasyona bagli olarak genel olarak artmistir. En
yiiksek antioksidan etki BHT, askorbik asit ve kenevir tim kismina ait numune
gostermis olup antioksidan ozelikte oldugu belirlendi. Bu bitkiye ait kok kisminin
degisen konsantrasyonda indirgeme aktivitesinde degisiklik yok denilecek kadar az

egilim gosterdiginden antioksidan 6zelikte olmadigi anlasildi.

4.2.2 FRAP yontemi sonuclar:

FRAP yontem indirgeme aktivitesi calismalarina gére hazirlanan Absorbans

(700 nm)-Konsantrasyon (pug/mL) grafiginde artan absorbans miktari ile orantili olarak
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artan antioksidan aktivite belirlenmistir. Bu sekilde hazirlanan bitki ve standartlara ait

ekstreler 700 nm’deki dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iilerek sonuglar Cizelge

4.2°deki gibi kaydedilip elde edilen degerlerin konsantrasyona bagl grafikler ¢izildi.

Cizelge 4.2 FRAP yontemi ile farkli {i¢ deney sonuglarinin ortalamasi

0 uL 10 pL 20 pL 30 uL 40 pL 50 puL
BHT 0.106 0.476 0.707 0.830 1.403 1.362
Askorbik asit 0.106 0.245 0.421 0.522 0.803 0.767
a-tokoferol 0.106 0.214 0.337 0.391 0.610 0.673
Kenevir kok 0.106 0.370 0.337 0.127 0.262 0.263
Kenevir lif 0.106 1.948 1.585 1.735 1.751 1.740
Kenevir yaprak 0.106 0.150 0.174 0.195 0.199 0.227
Kenevir tiim 0.106 0.154 0.178 0.224 0.224 0.249
FRAP metodu
2,000 BHT

= ) g —e Askorbik asit

g a-tokoferol

2

‘é’ 1,000 —8— Kenevir kok

§ —@— Kenevir lif

o

2 —&— Kenevir

yaprak
—@— Kenevir tiim
0,000
0 10 20 30 40 50

Sekil 4.6 FRAP yontemi ile numunelerin antioksidan aktivitesi belirlenmesi

Konsantrasyon (pg/mL)

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin kisimlarina ait numuneleri indirgeme

aktivitesi BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), a-tokoferol (E vitamini) ve askorbik asit

(C vitamini) standartlarinin FRAP yontemine gore indirgeme aktivitesi Sekil 4.6’ya

gore karsilastirildiginda standart maddelerin absorbans degerleri, artan konsantrasyon

ile artmistir. Cannabis sativa L. bitkisinde ise sadece lif kismindaki numenin artan

konsantrasyon miktar1 ile absorbans degerinin yiikseldigi ancak bitkiye ait diger

kisimlardaki numunelerde bir degisiklik olmadigi goriildii. Absorbans degerlerindeki

artis yani antioksidan etki sirastyla Cannabis sativa L. bitkisinin lif kismi, BHT,

askorbik asit ve a-tokoferol olarak degerlendirildi. En yiiksek antioksidan etkiyi FRAP
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yontemi ile Cannabis sativa L.’nin lif kismi numunesinin gosterdigi anlasildi. Bu
durumda Cannabis sativa L. bitkisinin lif kismindaki numune FRAP yontemine gore
antioksidan 6zellikte oldugu ancak bitkinin diger kisimlarindaki numunelerin ise artan
konsantrasyon miktar1 ile absorbans degerlerinde degisiklik gozlemlenemediginden

antioksidan 6zelik gostermedigi sonucuna varildi.

4.2.3 ABTS yontemi sonuclari

ABTS radikali antioksidan reaktifler ile reaksiyona girdiginde elektron aktarimi
ile indirgenerek radikal olmayan ABTS’ye doniisiir. Artan Konsantrasyon miktari ile
734 nm’de absorbansin miktarmin degismesi esast ile antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde yaygin bir yontem olarak kullanilmaktadir. Ozetle konsantrasyona bagl
artis ile absorbans degerinin diismesi numunenin antioksidan etkisinin yiiksek olmasi
demektir. Bu yonteme goére hazirlanan bitki ve standart numunelerin ekstreleri belirtilen
dalga boyunda Olgiimleri yapilarak sonuglar Cizelge 4.3’deki gibi kayit edildi.
Konsantrasyona bagli olarak absorbans degerleri grafigi cizilerek 1Cso degerleri pg/mL

hesaplandi.

Cizelge 4.3 ABTS yontemi ile farkli i¢ deney sonuglarinin ortalamasi

10 ul 20 uL 30 uL 40 uL 50 uL 1Cs0o
BHT 0.058 0.156 0.064 0.063 0.071 27.5
Askorbik asit 0.497 0.446 0.346 0.225 0.147 39.2
a-tokoferol 0.566 0.394 0.412 0.251 0.230 41.9
Kenevir kok 0.988 0.916 0.839 0.768 0.825 450.0
Kenevir lif 2.659 2.351 2.437 2.595 2.328 -14.8
Kenevir yaprak | 0.818 0.697 0.730 0.386 0.322 70.1
Kenevir tiim 0.925 0.711 0.597 0.504 0.454 82.0

ABTS metodu

. 3,000 ®—BHT
g 2,500 Askorbik asit
<
8 2,000 o-tokoferol
2 1,500 —8— Kenevir kok
§ 1,000 —e—Kenevir lif
o
£ 0,500 —e—Kenevir vaprak
< 0,000 —&— K enevir tiim

0 10 20 30 40 50

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.7 ABTS katyon radikali giderme aktivitesi
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ABTS katyon radikali giderme aktivitesi metodundaki Sekil 4.7°de gosterilen
Absorbans (734 nm)-Konsantrasyon (ug/mL) grafigine gore; Cannabis sativa L.
bitkisinin kisimlarinin olusturdugu numunelerin aktivitesi, BHT (Biitillenmis hidroksi
toluen), a-tokoferol (E vitamini) ve askorbik asit (C vitamini) standartlarinin ABTS
katyon radikali giderme aktivitesi ile karsilastirildiginda standart maddelerin absorbans
degerleri artan konsantrasyon ile ters orantili olarak azalmistir. Absorbans
degerlerindeki azalmaya bagli olarak antioksidan etkinin artmasi beklendiginden
standarlar i¢in sirasiyla BHT, askorbik asit ve a-tokoferol antioksidan etki gostermistir.
Cannabis sativa L. bitkisine ait numunelerin farkli konsantrasyondaki absorbans
degerlerine bakildiginda ise lif kismindaki numunenin saglikli sonu¢ vermedigi
absorbansin artan konsantrasyonla orantili olarak arttigi dolayisiyla antioksidan 6zellik
gostermedigi ancak bitkinin diger kisimlarina ait numunelerin artan konsantrasyon
miktarma karsilik absorbans degerinin diistiigii gozlemlendiginden bu kisimlarin

antioksidan 6zellik gosterdikleri anlagilmaktadir.

4.2.4 DPPH yontemi sonuglari

DPPH yontemine gore kenevir bitkisine ait kisimlarin ekstrelerinden antioksidan
degerleri ol¢iildii. DPPH etanolde ¢oziilerek 0.1 mM’lik ¢ozeltisi hazirlandi Ayrica 10
mg/mL derisiminde bitki numunelerinin ¢6zeltileri hazirlandi. Bu ¢o6zeltilerin ve
standart olarak kullanilan BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), askorbik asit (C vitamini)
ve o-tokoferol (E vitamini) antioksidanlar farkli konsantrasyonlarda deney tiiplerine
alinarak 300 uLL DPPH ¢ozeltisi tizerlerine eklendi. Karanlik ortamda inkiibe islemi igin
30 dk numuneler bekletildikten sonra 517 nm’de UV-Vis spektrofotometrede
absorbanslar1 dl¢iilerek kaydedildi.

Olgiimii yapilan numunelerin karsilig1 (kontrol grubu) olan etanol kullanilarak
absorbansinin 1.5-2.0 arasinda olmasi igin etanol ile DPPH radikali orani ayarlanip, her
bir 6l¢lim i¢in absorbans verileri Cizelge 4.4’de goriildiigii gibi kayit edilerek Microsoft
Excel programinda grafikleri ¢izildi. Buna bagli olarak absorbans degerlerindeki diisiis

ortamdan giderilmis olan DPPH serbest radikal miktarin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.4 DPPH yontemi ile farkli ti¢ deney sonuglarinin ortalamasi

10 uL 20 uL 30 uL 40 ulL 50 puL I1Cso
BHT 0.924 0.682 0.542 0.559 0.538 40.1
Askorbik asit 1.698 1.225 1.145 1.156 1.162 96.9
a-tokoferol 1.366 1.083 0.820 0.587 0.336 48.7
Kenevir kok 1.505 1.200 1.620 1.614 1.118 138.9
Kenevir lif 2.359 2.254 2.489 2.384 2.281 -68.0
Kenevir yaprak 1.476 1.474 1.436 1.490 1.385 160.0
Kenevir tiim 1.546 1.675 1.446 1.434 1.397 194.3

DPPH Metodu

BHT

2,5 . .
— Askorbik asit
E »
~ a-tokoferol
Lf‘_; 1,5
\(; ’ —@— Kenevir kok
c
3 1 —e— Kenevir Lif
o
205 —@— Kenevir
< Yaprak

0 —@— Kenevir Tim
0 10 20 30 40 50

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.8 DPPH serbest radikal giderme aktivitesi

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Absorbans (517 nm)-Konsantrasyon
(ug/mL) grafigine gore; Azalan absorbans miktarindan serbest radikal giderme
aktivitesi ve antioksidan aktivite belirlenmektedir. Yapilan ii¢ farkli deney sonuglarinin
ortalamalarina gore Sekil 4.8’de gosterilen grafikte kenevir (Cannabis sativa L.)
bitkisinin fakli kisimlarinin olusturdugu bilesiklerin aktivitesi ile BHT (Biitillenmis
hidroksi toluen), askorbik asit (C vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) standartlarinin
sekilde gortildigi gibi artan konsantrasyon degerlerine karsilik absorbans degerlerinin
azaldig1 goriilmektedir ancak kenevir bitkisi lif kisminin bulundugu numune ABTS
yonteminde oldugu gibi tersinir etki sergileyerek antioksidan 6zellikte olmadig1 ancak
bitkinin diger kisimlarmin dalgalanmali da olsa artan konsantrasyon miktar1 ile
absorbans degerlerinde kismi olarak yani yok denecek kadar az miktarda azalma
gorildiigiinden DPPH serbest radikalini giderme aktivitesi yontemine gore antioksidan

egilimlerinin ¢cok az oldugu sonucuna varildi.
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4.3 Asetilkolinesteraz enzimi aktivite yontemi sonuclari

Enzim aktivite yonteminde agiklandigi gibi standart takrin ¢ozeltisi ve bitki
ekstrelerinden mikropipet yardimi ile numuneler mikroplate kuyucuklarina eklendi.
Spektrofotometre cihazinda dalga boyu 412 nm’de birer dakika araliklar ile absorbans
degerleri Olgiilerek reaksiyon 10 dakika siire ile takip edildi ve olgiilen degerler kayit
edilerek deneyler ii¢ defa tekrarlandiktan sonra sonuglarmn ortalamalari hesaplandi.
Microsoft Excel programindan yararlanarak absorbans verilerini Aktivite %-Konsantrasyon
grafigi Sekil 4.9°da goriildigii gibi cizilerek elde edilen sonuglar ile ICso degerleri ve
inhibisyon degerleri hesaplandi.

AChE enzim aktitesi

—@— Standart takrin Kenevir yaprak ekstresi Kenevir lif ekstresi

100,0

B0 |~ -
—_——
60,0 e ®

40,0

20,0

Enzim aktivitesi (%)

0,0
0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4.9 Kenevir bitkisinin yaprak ve lif kisimlar1 ile standart takrin maddesinin AChE enzim
inhibisyonu

Yapilan ¢aligmalar ile 5 pg/mL-25 pg/mL Konsantrasyonlari araliginda AChE
aktivite ve inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Enzimin inhibitorii olan standart takrin ile
mukayese edildiginde 6zellikle kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak etanol ekstresinin ¢ok
giiclii inhibisyon etki gosterdigi enzim aktivitenin diismesinden anlagilmistir.

Kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak ve lif etanol ekstrelerinin ve takrinin AChE
enziminin %50’sini inhibe eden konsantrasyonlari yani ICsp degerleri belirlendi.
Sonuglara gore kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak etanol ekstresinin ICso degeri
10.19+£2.28 uM, kenevir (Cannabis sativa L.) lif etanol ekstresinin ICsp degeri
23.47+3.21 uM ve standart takrin ICso degeri 23.33+9.88 uM olarak hesaplandi.

Elde edilen sonuglara gore kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak etanol
ekstresinin standart takrinden daha diisiik ICso degeri oldugu igin takrine gére daha iyi

inhibitor oldugu bulundu. Kenevir (Cannabis sativa L.) lif etanol ekstresinin ICso degeri
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ile standart takrin 1Cso degerleri birbirlerine ¢ok oldugu anlasildigindan benzer AChE

inhibisyonu gosterdikleri anlasildi.

4.4 HPLC ile fenolik bilesik tayinleri

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin yaprak, lif, k6k ve biitiiniine ait
kisimlarint igeren numunelerin ekstratlarinin etanolik ¢ozeltileri hazirlanarak HPLC
yonteminde Cannabis sativa L. bitkisine ait kisimlarin ekstreleri 272 nm, 280 nm ve
310 nm dalga boylarinda incelendi ve bu ¢ozeltilerin kromatogramlar: ile 17 gesit
standart bilesik kromatogramlart mukayese edilerek bitki kisimlarina ait igerik kantitatif
olarak degerlendirilmistir. Cannabis sativa L. bitkisinin yaprak kismina ait etanol

ekstresinin HPLC metodu ile fenolik igerik analizi Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5 Kenevir bitkisi yaprak ekstresinin HPLC yontemiyle elde edilen organik bilesikleri

S.no Standart Bilesikler RT(dk) Area[mAU*s] Miktar((ng/mL)
1 Askorbik asit 3.81 360.7 3.95+2
2 Gallik asit 5.41 ND ND
3 3,4-Dihidroksibenzoik asit 8.17 30.55 0.00
4 4-Hidroksibenzoik asit 11.36 36.88 3.96+2
5 trans-p-kumarik asit 16.34 80.14 2.98+2
6 Mirisetin 21.99 48.34 6.88+2
7 Absisik asit 24.02 124.23 8.30+2
8 Quersetin 27.81 67.26 2.23+2
9 Apigenin 31.47 20.63 1.51+1
10 Kaempferol 32.56 480.9 4.38+2
11 Kurkumin 42.92 154.8 2.70=+1
12 Katekol 12.84 11.00 2.22+2
13 Vanillin 17.01 25.12 0.00
14 Kafeik asit 13.06 ND ND
15 Sinamik asit 18.63 115.2 1.32+2
16 Rosmarinik asit 21.51 48.28 2.34+2
17 Salisilik asit 24.01 198.7 1.73£2

Cizelge 4.5 verileri ve Sekil 4.10°da verilen HPLC kromatogramlarindan
anlasilacagi iizere Cannabis sativa L. bitkisinin yaprak kismi etanol ekstresinin
igeriginde toplam 17 ¢esit standart bilesiklerden basta absisik asit olmak tizere 14 adet
fenolik bilesik oldugu goriildii.
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Sekil 4.10 Kenevir bitkisinin yaprak kismina ait etanol ekstresinin 272 nm, 280 nm ve 310

nm’de ki HPLC kromatogramlarini gostermektedir.

Ayni sekilde yapilan kenevir bitkisinin kok kismina ait etanol ekstresinin HPLC

metodu ile fenolik igerik analizi Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 Kenevir bitkisinin kok kismina ait etanol ekstresinin HPLC yontemiyle elde edilen

organik bilesikleri
S.no | Standart Bilesikler RT(dKk) Area[mAU*s] Miktar((ug/mL)
1 Askorbik asit 3.86 1756 68.07
2 Gallik asit 541 ND ND
3 3,4-Dihidroksibenzoik asit 8.17 225.2 3.34
4 4-Hidroksibenzoik asit 11.3 ND ND
5 trans-p-kumarik asit 16.7 1551 25.11
6 Mirisetin 22.0 90.42 5.12
7 Absisik asit 24.0 870.5 71.43
8 Quersetin 27.3 150.6 3.66
9 Apigenin 31.1 127.2 21.92
10 Kaempferol 32.3 22.93 1.48
11 Kurkumin 429 33.15 10.5
12 Katekol 12.8 87.10 2.59
13 Vanillin 16.7 1927 16.3
14 Kafeik asit 13.1 15.89 ND
15 Sinamik asit 18.7 11.32 7.68+1
16 Rosmarinik asit 21.2 143.1 2.31
17 Salisilik asit 24.6 22.93 ND
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Sekil 4.11 Kenevir bitkisinin kok kismina ait etanol ekstresinin 272 nm, 280 nm ve 310 nm’de ki

HPLC kromatogramlarini gostermektedir.

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.11°de verilen HPLC kromatogramlarindan anlasilacagi
tizere Cannabis sativa L. bitkisinin kok kisminin etanol ekstresi igeriginde toplam 17
cesit standart bilesiklerden basta absisik asit ve askorbik asit ile beraber 14 adet fenolik
bilesik oldugu goriildii.

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin tiimiine ait kisminin etanol ekstresinin

HPLC metodu ile fenolik icerik analizi Cizelge 4.7’de verilmistir.

Cizelge 4.7 Kenevir bitkisinin tiimiine ait ekstresinin HPLC yontemiyle elde edilen organik

bilesikleri
S.no | Standart Bilesikler RT(dK) Area[mAU*s] Miktar((ug/mL)
1 Askorbik asit 3.81 291.1 11.58
2 Gallik asit 541 ND ND
3 3,4-Dihidroksibenzoik asit 8.19 46.58 ND
4 4-Hidroksibenzoik asit 11.41 28.43 1.35
5 trans-p-kumarik asit 16.75 136.6 3.26
6 Mirisetin 22.01 58.57 3.76
7 Absisik asit 24.02 164.9 13.67
8 Quersetin 27.82 13.30 1.09+1
9 Apigenin 31.46 158.2 27.38
10 Kaempferol 32.54 27.14 1.66
11 Kurkumin 42.89 178.9 48.1
12 Katekol 12.85 12.64 2.95+1
13 | Vanillin 17.06 99.89 ND
14 Kafeik asit 13.06 ND ND
15 Sinamik asit 18.63 75.48 1.23
16 Rosmarinik asit 21.67 16.19 7.31
17 Salisilik asit 24.02 269.5 5.76
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Sekil 4.12 Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin tiimiine ait kisimlarinin etanol ekstresinin 272

nm, 280 nm ve 310 nm’de ki HPLC kromatogramlar1

Cizelge 4.7 ve Sekil 4.12°de verilen HPLC kromatogramlarindan anlasilacagi
tizere (Cannabis sativa L.) bitkisinin tiimiine ait kisminin etanol ekstresi igeriginde

toplam 17 gesit standart bilesiklerden basta kurkumin ve apigenin olmak {izere 14 adet

fenolik bilesik oldugu goriildii.

Kenevir bitkisinin lif kismina ait etanol ekstresinin HPLC metodu ile fenolik

igerik analizi Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8 Kenevir bitkisinin lif kismina ait etanol ekstresinin HPLC yontemiyle elde edilen

organik bilesikleri
S.no Standart Bilesikler RT(dKk) Area[mAU*s] Miktar((ug/mL)
1 Askorbik asit 3.81 281.3 11.21
2 Gallik asit 5.41 ND ND
3 3,4-Dihidroksibenzoik asit 8.19 106.7 5.85
4 4-Hidroksibenzoik asit 11.41 101.6 2.30
5 trans-p-kumarik asit 16.75 328.4 6.22
6 Mirisetin 22.01 27.98 2.46
7 Absisik asit 24.02 137.7 11.44
8 Quersetin 27.82 259.1 6.46
9 Apigenin 31.46 70.50 11.92
10 Kaempferol 32.54 84.13 4.10
11 Kurkumin 42.89 27.11 9.00
12 Katekol 12.85 1441 4.34
13 Vanillin 17.06 174.7 ND
14 Kafeik asit 13.06 ND ND
15 Sinamik asit 18.63 98.80 1.40
16 Rosmarinik asit 21.67 22.98 8.16
17 Salisilik asit 24.02 20.05 ND
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Sekil 4.13 Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin lif kismina ait etanol ekstresinin 272 nm, 280
nm ve 310 nm’de ki HPLC kromatogramlari

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.13’te verilen HPLC kromatogramlarindan anlasilacagi
tizere Cannabis sativa L. bitkisinin lif kisminin etanol ekstresi i¢eriginde toplam 17
cesit standart bilesiklerden basta askorbik asit, absisik asit, kurkumin ve apigenin olmak
tizere 14 adet fenolik bilesik oldugu goriildi.

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinde en fazla bulunan absisik asit, askorbik

asit, kurkumin ve apigenin molekiillerinin kimyasal yapilar1 Sekil 4.14’de gosterilmistir.
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Apigenin

Absisik asit

Kurkumin

Askorbik asit

Sekil 4.14 Absisik asit, askorbik asit, kurkumin ve apigenin molekiillerinin kimyasal yapilarinin

2D goriintiileri

4.5 Molekiiler doking calismalar:

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin igerik analizleri HPLC ile belirlenmis
olup bitkinin kok, sap, yaprak ve bitkinin tiimiine ait kistmlarinda kantitatif olarak tespit
edilen en fazla miktarda bulunan organik bilesikler absisik asit, apigenin, askorbik asit
ve kurkumin olarak tespit edildi. Bu baglamda in silico yontemler ile enzim
inhibisyonunun tespiti i¢in AutoDock Vina bilgisayar yazilimi kullanilarak AChE
enzimi ile absisik asit, askorbik asit, apigenin ve kurkumin bilesikleri arasindaki
molekiiler etkilesimler bulundu (Tiirkan ve ark., 2022).

Molekiiler doking ¢alismalar1 sonuglarina gore analiz edilen organik bilesiklerin
baglanma enerji seviyeleri belirlenerek, molekiiler baglanma enerji seviyeleri AChE
enzimini standart inhibitorii olan takrin molekiili ile karsilastirildi. Bitki ekstrelerinde
en fazla miktarda bulunan fenolik bilesiklerin molekiiler doking enerji seviyeleri takrin
enerjisine yakin olarak belirlendi. Major bilesikler ve takrinin baglanma enerjileri, bag

tiirleri ve baglanma amino asit rezidiileri Cizelge 4.9°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.9 Kenevir bitkisinin major fenolik bilesikleri ile AChE enzimi arasindaki molekiiler

etkilesimler

Bilesik ad1 Affinite (Enerji) | Etkilesim bag tiirii Etkilesim rezidiisii
Karbon Hidrojen Bagi HIS A:447
Absisik asit -8.1 kcal/mol Pi-Alkil TYR A:337; PHE A:338
Pi-Sigma TRP A:86
Konvansiyonel Hidrojen Bag1 | GLY A:117; GLU A:199
GLY A:118; GLY A:123; TYR
. . van der Waals A:130; SER A:200; HIS A:438;
Askorbik asit | -5.8 kcal/mol GLY A:439: ILE A:442
Pi-Alkil TYR A:328
Pi-Sigma TRP A:83
Konvansiyonel Hidrojen Bagi i!‘ZE?)A'lZl’ GLY A:122; SER
Apigenin -10.1 kcal/mol Karbon-Hidrojen Bagi SER A:293
Pi-Alkil TRP A:286
Pi-Sigma TYR A:341
Konvansiyonel Hidrojen Bagi 2812'16: (7;:_’;— F;\I:Dl/;\.z%, LA
Karbon-Hidrojen Bagi TYR A:124
GLN A:71; ASN A:87; GLY
. A:120; SER A:125; GLY A:126;
KurkumirT\gge9-9 keaigues van der Waals TYR A:119; LEU A:130; TYR
A:133; TYR A:337; HIS A:444;
GLY A:448; ILE A:442
PiPi TYR A:328; PHE A:329; TYR
A:332
Konvansiyonel Hidrojen Bag1 | HIS A:447
Takrin -8.7 kcal/mol Pi-Alkil TRP A:86
Pi-Sigma PHE A:338

Bu sonuglara gére major bilesiklerden olan absisik asit i¢in baglanma enerjisi -
8.1 kcal/mol, apigenin igin -10.1 kcal/mol, askorbik asit igin -5.8 kcal/mol ve kurkumin
i¢in -9.9 kcal/mol bulunurken, ayn1 yontem ile AChE enziminin standart inhibitori olan
takrin i¢in bu deger -8.7 kcal/mol olarak 6l¢iildii. Burada diisiik enerji seviyesi enzim ile
molekiil arasindaki daha yiiksek baglanma etkilesimini gostermektedir. Bitkide bulunan
bu major fenolik bilesikleri ile AChE enziminin standart inhibitérii olan takrinin
birbirlerine yakin baglanma enerjileri belirlendi.

Baglanma etkilesim seviyeleri sirasiyla apigenin, kurkumin, takrin, absisik asit
ve askorbik asit olacak sekilde siralanip, genel olarak baglanma tiirleri Konvansiyonel
hidrojen baglari, Karbon-Hidrojen, Pi-Pi baglar1 ve diger baglarin detayli olarak 2D ve
3D goriintiileri sekillerde gdsterilmistir.

Apigenin ile AChE enzimi arasindaki molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D
gorintiileri Sekil 4.15°de gosterilmistir. Bu sekilden de anlasilacagi iizerine absisik asit

molekiilii AChE enzimin aktif bélgesinin amino asit rezidiileri arasindaki etkilesimler;
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e Konvansiyonel Hidrojen Baglar1 (GLY A:121; GLY A:122; SER A:203),
e Karbon Hidrojen Bagi (SER A:293),
e Pi-Alkil (TRP A:286) ve Pi-Sigma (TYR A:341) seklinde bulundu.
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Sekil 4.15 Apigenin ile AChE asit arasindaki molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D goriintiileri

Absisik asit ile AChE enzimi arasindaki molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D
goriintlileri Sekil 4.16°da gosterilmistir. Bu sekilden de anlasilacagi iizerine absisik asit
molekiilit AChE enzimin aktif bolgesinin amino asit rezidiileri arasindaki etkilesimler;

e Karbon Hidrojen Bagi (HIS A:447),
e Pi-Alkil (TYR A:337; PHE A:338)
e Pi-Sigma (TRP A:86) seklinde bulunmustur.
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Sekil 4.16 AChE ile absisik asit arasinda molekiiler etkilegsimlerin 2D ve 3D goriintiileri
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Askorbik asit ile AChE enzimi arasindaki molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D
goriintiileri Sekil 4.17°de gosterilmistir. Bu sekilden de anlasilacagi iizerine askorbik
asit molekiilii AChE enzimin aktif bolgesinin aminoasit rezidiileri arasindaki
etkilesimler;

e Konvansiyonel Hidrojen (GLY A:117; GLU A:199),

e van der Waals etkilesimi (GLY A:118; GLY A:123; TYR A:130; SER A:200;
HIS A:438; GLY A:439; ILE A:442),

e Pi-alkil bagi (TYR A:328) ve Pi-Sigma (TRP A:83) seklinde bulundu.
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Sekil 4.17 AChE ile askorbik asit arasinda molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D goriintiileri

Kurkumin ile AChE enzimi arasindaki molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D
gortintiileri Sekil 4.18’de gosterilmistir. Bu sekilden de anlasilacagi tizerine kurkumin
molekiilii AChE enzimin aktif bolgesinin amino asit rezidiileri arasindaki etkilesimler;

e Konvansiyonel Hidrojen (ASP A:74; TRP A:86; GLY A:121; GLY A:122),

e Karbon-Hidrojen Bagi (TYR A:124),

e van der Waals etkilesimleri (GLN A:71; ASN A:87; GLY A:120; SER A:125;
GLY A:126; TYR A:119; LEU A:130; TYR A:133; TYR A:337; HIS A:444;
GLY A:448; ILE A:442),

e Pi-Pi (TYR A:328; PHE A:329; TYR A:332) seklinde bulundu.
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Sekil 4.18 AChE ile kurkumin arasinda molekiiler etkilesimlerin 2D ve 3D goriintiileri
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5.SONUCLAR ve ONERILER

5.1 Sonuc¢

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisi endiistriyel anlamda pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir. Son yilarda birgok iilkede endiistriyel anlamda kullanimi giderek
yayginlasmistir. Bitkiden elde edilen kok, sap, ¢igekler ve yaprak gibi kisimlarindan
farkl1 iiriinler elde edilmistir. Ornegin lif kisimlarimdan urgan, ip, halat vb. iiriinler elde
edilmistir. Halen iilkemizde tarim sanayisine kazandirilmak tizere 20 ilimizde iiretimine
izin verilerek ekonomik kalkinmada oldukga etkili olmustur (Yilmaz ve Yazici, 2022).
Ayrica uzun yillar boyunca bitkiye ait tohum ve lif kisimlarindan faydalanilarak gesitli
amaglarla kagit, tekstil, kozmetik, ila¢ sanayisi gibi bircok alanda hammadde olarak
kullanilmaktadir (Y1ildirim ve Caliskan, 2020).

Aromatik ve dogal bitkiler sadece besin kaynagi olarak degil ayn1 zamanda
antioksidan, antibakteriyel ve antimikrobiyal kaynak olarak pek ¢ok biyolojik aktiviteye
sahiptirler. Yapilan ¢alismalarda bu tiir bitkilerin antioksidan 6zellik gostererek serbest
radikalleri giderdigi tespit edilmistir.

Insan saghigini olumsuz etkileyen ve hastaliklarin olusumunun basinda serbest
radikallerin etkisi goriilmektedir. Tiiketilen hazir gidalarin birgogunun igeriginde katki
maddeleri oldugundan gida endiistrisinde, antioksidanlar yaygin olarak bulunmaktadir.
Gidalarin i¢inde bulunan antioksidanlar, {iriiniin erkenden bozulmasinmi ve kiiflenmesini
onleyerek raf 6miirlerini uzatmaktadir (Bursal ve ark., 2021b).

Metabolik aktivitelerimizin devami i¢in gidalardan besin Ogelerini temin
etmekteyiz. Bazi besin 6geleri antioksidan bilesikler i¢erdiginden sagligimizi olumlu
yonden etkilemektedirler. Saglikli beslenmede antioksidanlarin biiyiik 6nemi vardir
ancak dengesiz beslenme neticesinde viicudumuzda bir¢ok etki olusturan serbest
radikaller tiiremektedir. Rediiksiyon ve oksidasyon reaksiyonlar1 organizmada normal
olarak serbest radikaller olusturdugu gibi farkli dis kaynaklar sebebiyle de
olusabilmektedir. Antioksidanlar olusan serbest radikallerin zararli etkilerini ortadan
kaldiran veya azaltici etkiye sahip bilesiklerdir. Dogal olarak alinan antioksidanlar
savunma mekanizmasini kuvvetlendiren, bireyin metabolik faaliyetlerini dengeleyen
unsurlarin basinda gelmektedir dogal antioksidanlar daha ¢ok hayvan ve bitki
dokularinda gériilen bilesiklerdir (Ogiit, 2014).

Bu calismada kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin antioksidan etki ve
aktivitelerini belirlemek hedeflenmistir.
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Antioksidan olgiimleri i¢in ABTS radikal temizleme aktivitesi, 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal temizleme aktivitesi, ferrik iyon indirgeme giicii (FRAP)
ve bakir indirgeme giici (CUPRAC) in vitro biyoanaliz yontemleri kullanilarak
incelendi.

Calismanin bu asamasinda antioksidan 6zellikte olan standart BHT, askorbik asit
ve a-tokoferoliin farkli konsantrasyonlu ekstreleri ile kenevir (Cannabis sativa L.)
bitkisinin koklerinden, liflerinden, yapraklarindan ve tiim kisimlarindan elde edilen
farkli konsantrasyonlu ekstreler karsilastirihip radikal giderme i¢in ABTS ve DPPH
yontemleri kullanildi.

ABTS+ radikal temizleme yontemi calismasinda, kenevir (Cannabis sativa L.)
bitkisinden elde edilen lif kismindaki numunenin iyi bir sonu¢ vermedigi absorbansin
artan konsantrasyonlarda dalgali artis gosterdiginden antioksidan 6zellikte olmadigi
ancak bitkinin diger kisimlarina ait ekstrelerin artan konsantrasyon miktaria karsilik
absorbans degerinin distiigic  goézlemlendiginden bu kisimlarin, standart bir
antioksidanlar kadar radikal temizleme aktivitesi olmasa da diisiik degerde antioksidan
ozelliklere sahip oldugu goriildii.

DPPH serbest radikal temizleme yontemi, kenevir (Cannabis sativa L.)
bitkisinin lif kismindaki numunenin ABTS yonteminde oldugu gibi iyi bir sonug
vermedigi artan konsantrasyon miktarina karsi absorbans degerlerinin arttig1 dolayisiyla
antioksidan Ozellik tasimadigi bulundu. Ancak kok, yaprak ve bitkinin timiine ait
kisimlarinin ekstratlarini igeren numunelerin absorbans degerleri artan konsantrasyona
bagli olarak az miktarda azalma gozlemlendiginden bitkiye ait bu kisimlarin DPPH
serbest radikalini giderme aktivitesi yontemine gore antioksidan egilimlerinin ABTS
yonteminde oldugu gibi ¢ok az oldugu sonucuna varildi.

Kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin farkli kisimlarinin farkli konsantrasyonlu
ekstrelerin icerigindeki maddelerin radikallere elektron saglayarak indirgeme
kapasiteleri antioksidan tayini FRAP ve CUPRAC yontemleri ile denendi.

FRAP metodu ile kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin sadece lif kismindaki
numenenin artan konsantrasyon miktari ile absorbans degerinin arttigi ancak bitkiye ait
diger kisimlardaki numuneler de bir degisiklik olmadigi saptanmistir. En yiiksek
antioksidan etkiyi FRAP yontemi ile kenevir bitkisinin lif kism1 numunesi gostermistir.
Bu durumda kenevir bitkisinin lif kismma ait numune FRAP yontemine gore

antioksidan 6zellikte oldugu sonucuna varildu.
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CUPRAC metodunda kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin lif, yaprak ve
bitkinin tiimiine ait kistmlart ile BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), askorbik asit (C
vitamini) ve a-tokoferol (E vitamini) standartlarimin indirgeme aktiviteleri
konsantrasyona bagli olarak genel olarak artmis ancak bitkiye ait kok kisminin
indirgeme aktivitesi konsantrasyona bagli olarak yok denilecek kadar az egilim
gosterdigi anlagilmis, en yliksek antioksidan etki BHT, askorbik asit ve kenevir tiim
kismina ait numune gosterdiginden bu numunelerin antioksidan 6zellik ’de olduklari
sonucuna varildi.

Kenevir (Cannabis sativa L.) HPLC ile igerik analizleri ¢alisilmig ve bitkinin
yaprak, kok, lif ve timiine ait kistmlarmin tamaminda Kkantitatif olarak belirlenen
miktarca en fazla major organik bilesik absisik asit olarak tespit edildi. Bitkinin ayri
ayr1 kisimlari incelendiginde lif kisminda; askorbik asit, absisik asit ve apigenin, kok
kisminda; absisik asit ve askorbik asit, yaprak kisminda; absisik asit, bitkinin tiimiine ait
kisimda ise kurkumin ve apigenin bilesikleri tespit edildi.

Yapilan bu c¢alismalar neticesinde kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisinin
yaprak, kok, lif ve timiine ait kisimlarina ait etanol ekstreleri tizerinde kantitatif ve
kalitatif olarak gesitli fenolik bilesik ihtiva ettigi sonucuna varildi.

Fenolik bilesikler tek ya da daha fazla aromatik halka ile benzer sekilde tek veya
daha fazla hidroksil grubuyla birlikte karakterize edilen aromatik maddelerdir.
Uzerlerinde ihtiva ettikleri fenol zincirlerinin miktarma ve birbirlerine baglanmus
yapisal elementlere gore tanenler, flavonoidler, lignanlar, stilbenler, fenolik asitler ve
oksitlenmis polifenoller olarak siniflandirilmistir (Manach, 2004 ).

Ayrica kenevir (Cannabis sativa L.) bitkisine ait kisimlarin ekstrelerinin AChE
enzimi lizerine etkisi in vivo ve in silico olarak belirlenmistir. In vivo enzim inhibisyonu
calismasinda asetilkolinesteraz enzimi i¢in siklikla kullanilan biyoanalitik bir yontem
uygulanmistir. Calismada AChE inhibisyon yiizdeleri 5 pg/mL-25 pg/mL
konsantrasyonlar1 araliginda olgiildii. Enzimin inhibitorii olan standart takrin ile
mukayese edildiginde 6zellikle kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak etanol ekstresinin
cok gii¢lii inhibisyon etki gosterdigi anlasildi.

Kenevir (Cannabis sativa L.) yaprak ve lif etanol ekstrelerinin ve takrinin AChE
enzimin %50’sini inhibe eden konsantrasyonlar1 yani 1Cso degerleri hesaplandi. Kenevir
(Cannabis sativa L.) yaprak etanol ekstresinin standart takrinden daha diisiik ICso degeri
oldugu i¢in takrine gore daha iyi inhibitor oldugu sonucuna varildi. Kenevir (Cannabis

sativa L.) lif etanol ekstresinin ICso degeri ile standart takrin ICso degerleri birbirlerine
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cok yakin ¢iktig1 i¢in bu sonuglara gore benzer AChE inhibisyonu gosterdigi sonucuna
varildi.

In silico enzim inhibisyonunun tespiti igin AutoDock Vina bilgisayar programi
kullanilarak AChE enzimi ile absisik asit, apigenin, askorbik asit ve kurkumin
bilesikleri arasindaki molekiiler etkilesimler bulunmustur. Enerji seviyesindeki diisikk
deger enzim ile molekiil arasindaki yiiksek baglanma etkilesimini ifade etmektedir.

Absisik asit, apigenin, askorbik asit ve kurkumin fenolik bilesiklerinin baglanma
enerjileri belirlenirken standart olarak bilinen takrin bilesiginin baglanma enerjisine

yakin degerde oldugu bulundu.

5.2 Oneriler

Sonug¢ olarak bu tez calismasi verilerine gore kenevir (Cannabis sativa L.)
bitkisinin yiiksek miktarda olamasa da kullanilan standart maddelere kiyasla orta
seviyede antioksidan 6zellige sahip oldugu anlasilmaktadir.

Bitkinin fenolik i¢erik yoniinden HPLC analizi sonuglarindan anlasilacagi lizere
oldukga cesitli kimyasal bilesikler ihtiva ettigi sOylenebilir. Kenevir (Cannabis sativa
L.) bitkisinin belirlemis oldugumuz fenolik igerikleri agisindan 6nemli bir kaynak
oldugu yine iiretimi ve katkida bulundugu alanlar ele alindiginda endiistriyel ve
ekonomik agidan degerli bir iriin oldugu, antioksidan etkisi ile tip ve eczacilik
alanlarinda degerlendirilecegi, ekstrelerinin veya etken maddelerinin farkli enzimler
izerine inhibisyon etkisini inceleme caligmalarinin kiymetli oldugu ve bu alana katki
sunacagi diistiniilmektedir.

Yapilan bu caligmalara ek olarak farkli metotlar ile bitkinin zengin icerigi

arastirtlarak in vivo ¢alismalar ile desteklenmesi 6nerilmektedir.
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