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Dianthus cinsi Tirkiye’de 67 tiir tarafindan temsil edilmektedir. Dianthus tiirleri gastrointestinal
bozukluk, yara ve Oksiiriik tedavisinde yaygin bi¢cimde kullamlmaktadir. Bu ¢alismada D.
calocephalus’un ekstraksiyon verimi, fitokimyasal profili ve enzim inhibitor aktivitesi iizerine ii¢ farkli
¢oziicii (etil asetat, metanol ve su) ve metodun (maserasyon, sokslet ve ultrasonikasyon) etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Oziitlerin inhibitdr aktiviteleri kolinesteraz (AChE ve BChE), a-amilaz,
a-glukozidaz ve tirozinaza karsi test edildi. En yiiksek 6ziit verimi sokslet ekstraksiyon metodundan elde
edildi. Biitiin ekstraksiyon metodlarinda, metanol 6ziitii en yiiksek toplam fenolik ve flavonoid igerige
sahiptir. Su 6ziitii en diisiik AChE inhibitor aktivitesi gosterdi. Sonuglar etil asetat oziitiiniin yiiksek
tirozinaz ve a-amilaz aktivite sergiledigini gostermistir. Caligmanin sonuglarina gore, D. calocephalus
kozmetik ve farmasoétik endiistrilerde dogal kaynak olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Dianthus, ekstraksiyon metodlar1, enzim inhibitor aktivitesi, dogal tirlinler.
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Dianthus genus is represented by 67 species in Turkey. Dianthus species are widely used for

treating gastro-intestinal disorder, wound, and cough. This work aimed to evaluated the effects of three
various solvents (ethyl acetate, methanol, and water) and three different extraction methods (maceration,
soxhlet, and ultrasonication-assisted) on extraction yield, phytochemical profile and enzyme inhibitory
inhibitory activities of extracts were tested against
cholinesterase’s (AChE and BChE), a-amylase, a-glucosidase and tyrosinase. The highest extract yields
were obtained from soxhlet extraction method. In all extraction methods, methanol extract had the highest
total phenolic and flavonoid content. The water extract demonstrated the lowest AChE inhibitory activity.
The results showed that ethyl acetate extract exhibited the higher tyrosinase and a-amylase inhibitory
activity. According to our results, D. calocephalus can be used as natural source in cosmetic and

pharmaceutical industries.

Keywords: Dianthus, extraction methods, enzyme inhibitory activity, natural products.
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1. GIRIS

Insanligin var olusundan giiniimiize kadar gegen siirede bitkiler hayatin devami
icin vazgecilmez unsurlardan birini olusturmustur. Yiizyillardir siiren insan ve bitki
iliskisi giinlimiizde de tiim diinyanin kabul ettigi 6nemli bir aragtirma konusudur. Eski
uygarliklarin tibbi bitkiler hakkindaki bilgileri; yasadiklar1 devirlerden kalma kitabeler
ve arkeolojik kazilardan anlasilmaktadir. T1ibbi bitkilerin kullanimi hakkindaki ilk yazili
kaynaklar Siimerlerden kalan ve yaklastk MO 3000 yillarma dayanan ¢ivi yazisi
tabletlerinde goriilmektedir. Bu tabletlerde sozii edilen yaklasik 250 bitkiden bir
kisminin isimlerinin karsilifi arkeolojik, linguistik, botanik ve bitki cografyasi
arastirmalarma dayanilarak yapilsa da 6nemli bir kismi hakkinda heniiz yeterli bilgi
bulunmamaktadir.  Glinlimiizdeki modern tibbin temeli eski uygarliklarin
deneyimlerinden koken almistir ve gecen caglar boyunca teknolojinin gelismesiyle
birlikte giiniimiizdeki seklini almustir. Ozellikle 20. Yiizyilin sonlarindan itibaren
hastaliklarin tedavisinde bitkilerin yeni kullanim alanlarinin bulunmasi ve dogal
iiriinlere olan talebin artmasi bitkilerin kullanim oranlarmni her gecen giin daha da
arttirmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore diinyada yaklasik 4 milyar
insanin (diinya niifusunun %80’1) saglik sorunlarin1 ilk etapta bitkisel tedavi
yontemleriyle gidermeye calistiklarini bildirmektedir. Ayrica gelismis {ilkelerdeki
receteli ilaclarin yaklagik %25’ini bitkisel kokenli etken maddeler (vimbilastin,
rezerpin, kinin, aspirin vb.) olusturmaktadir (Farnsworth ve ark., 1985).

Enzimlerin insanlar tarafindan endiistriyel alanlardaki kullanimi ¢ok eski
zamanlara kadar uzanmaktadir. ik caglardan beri iiretildigi bilinen ekmek, yogurt,
sarap, peynir gibi gida maddelerinin {iretiminde kullanilmistir. Ornegin incir bitkisinden
elde edilen sivi1 ile siitten peynir yapildig: bildirilmistir. Gilinlimiizde de tip, eczacilik,
tarim, hayvancilik, ¢evre, gida, kagit, tekstil, deterjan vb. bircok alanda enzimler
kullanilmaktadir. Son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismelerle elde edilen
enzimlerin kullaniminin en fazla oldugu yerlerden birisi de ila¢ endiistrisi olmustur.
Yasamsal fonksiyonlarin gergeklesmesini saglayan enzimlerin eksikligi veya herhangi
bir mutasyona ugramasi, canliligi olumsuz yonde etkilemektedir.

Enzim inhibitorleri, enzimlere baglanan ve onlarin aktivitelerini diisiiren
molekiillerdir. Pek cok ilag, enzim aktivitesinin bloke edilmesini saglayan enzim
inhibitorlerinden olusmaktadir. Bu nedenle enzim inhibitorlerinin kesfi biyokimya ve

farmakoloji alaninda aktif bir arastirma konusu olmustur (Segel ve Segel, 1976).



Alzheimer hastaligi; serebral korteks ve hippokampusta yaygin olarak néron ve
sinaps kaybi ve ilerleyici bilissel gerileme ile karakterize edilen en yaygin goriilen
norodejenaritif hastaliklardan biridir (Katzman, 1986). Giiniimiizde 65 yas istii her 8
kisiden birinin Alzheimer hastasi oldugu tahmin edilmektedir (Association, 2011;
Hebert ve ark., 2013). Alzheimer hastaliginin patolojisi olduk¢a karmasiktir ve bu
nedenle de pek ¢ok hipotez One siiriilmiistiir. Bu hipotezlerden en yaygin olanlari,
kolinerjik ndron sistemlerinde islev bozuklugu, B-amiloid (AP) protein tabakalari,
oksidatif stres, tau protein hiperfosforilasyonu, ve metal dyshomeostasis dir (Wang ve
ark., 2016). Kolinerjik hipoteze gore; Alzheimer hastalig: ile iligkili biligsel ve bellek
bozukluklarina merkezi sinir sistemindeki asetilkolin diizeyinin azalmasi neden
olmaktadir (Holzgrabe ve ark., 2007). Bu nedenle Alzheimer hastaliginin tedavisindeki
temel yaklasim, asetilkolinesteraz inhibitorleri ile tedavi ederek beyin asetilkolin
diizeylerini arttirmaya odaklanmistir. Giiniimiizde, Alzheimer hastaliginin tedavisinde
kullanilan ve FDA tarafindan onaylanan sadece bes ilag vardir ve bu ilaglardan tgiinii
ise AChE inhibitorleri olusturmaktadir (donapezil, galatamin ve rivastigmin) (Zemek ve
ark., 2014). Bu ilaglarin; hafif, orta veya siddetli Alzheimer hastalarinda biligsel ve
bellek fonksiyonlar1 iyilestirmesi gosterilmis olsa da etkinlikleri simirlidir ve pek ¢ok
yan etkiye sahiptir (Martins ve Ferreira, 2017).

Diabetes mellitus, artan mortalite ve karmasik komplikasyonlar1 nedeniyle
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Uluslararas1 Diabet Federasyonuna gore; Diabetes
mellitus, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserden sonra en 6liimciil li¢iincii hastaliktir
ve tim Diinya’da insan sagligini tehdit etmektedir (Atlas, 2015). Diinya Saglik
Orgiitiiniin son istatistiki verilerine gore; Diabetes mellitus, 2012°de dogrudan 1,5
milyon kisinin 6liimiine neden olmustur. 2014 yilinda Diinya ¢apinda yaklasik 422
milyon diabet hastast vardi (yaklasik her 11 kisiden 1’inde) ve bu sayr 1980
yilindakinden 14 kat daha fazladir (WHO., 1998). Bu sayisinin gelismekte olan
egilimler g6z Oniine alindiginda 2030’a kadar 600 milyona ulasmasi beklenmektedir
(Kokil ve ark., 2015). Giiniimiize kadar bu hastaligin tedavisi i¢in ¢esitli stratejiler
gelistirilmistir. o-amilaz ve o-glukozidaz inhibisyonu diabet tedavisinde Onemli bir
tedavi stratejisidir. Diyetle alinan karbohidratlar pankreatik a-amilaz ve intestinal o-
glukozidaz gibi temel hidroliz edici enzimler tarafindan glukoz da dahil olmak iizere
monosakkaritlere hidrolize edilir. o —amilaz, a-1,4 glikozidik baglarini hidroliz eder ve
daha kiigiik oligosakkaritler ve disakkaritleri iiretirken, o-glukozidaz disakkaritleri

monosakkaritlere hidroliz eder. Dolayisiyla a-amilaz ve a -glukozidaz aktivitelerini



inhibe etmek yoluyla kan glukoz seviyesini kontrol altina almak etkili bir yaklasimdir.
Bu amagla oral diabetik ilaglarda akarboz, vigliboz gibi enzim inhibitdrleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak bu inhibitorlerin ishal basta olmak {izere gastrointestinal
sistem tizerine pek ¢ok yan etkilere sahiptir (Chakrabarti ve Rajagopalan, 2002). Bu
baglamda diabet tedavisinde daha giivenli dogal inhibitorlerin belirlenmesi ve bu
kullanimlarinin aydinlatilmasi birey ve toplum saglig1 acisindan 6nemli bir konudur.

Tirozinaz bakir i¢eren bir enzim olup melanin sentezinde anahtar rol oynar.
Melanin, cilt kanseri gibi 6nemli patolojik kosullara neden olabilecek zararl ultraviyole
radyasyona karst korumadan sorumludur. Bununla birlikte, melaninin fazla birikmesiyle
hiperpigmentasyon sonucu olusan lekeler ciltte problemler yaratabilir ve ¢esitli deri
hastaliklar1 olusturabilir. Melanin sentezi melanositler i¢inde, tirozinin, tirozinaz enzimi
araciligr ile once dihidroksifenilalanin (DOPA)’e, sonra DOPA-kinon’a ve ondan da
siyah-kahverengi veren Omelanin ve sari-kirmizi rengi veren feomelanin’e
dontismesiyle olusur. Bu islevi ile tirozinaz deri ve sa¢ renginin olusmasinda gorev alir.
Tirozinaz enzimi ayrica fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyerek meyve ve
sebzelerde koyulagmaya sebep olur (Canovas ve ark., 1982; Rodriguez-Lopez ve ark.,
1991; Cooksey ve ark., 1997). Bu agidan tirozinaz gida endiistrisi i¢inde biiyiikk dneme
sahiptir. Tirozinaz aktivitesini inhibe etmek amaciyla basta kojik asit olmak tizere
bir¢ok sentetik inhibitor gelistirilmis olmasina ragmen bunlarin uzun periyotta toksik
etkilerinin bulunmasi bu inhibitdrleri siipheli hale getirmis ve bunlarin yerine dogal
inhibitorlerin belirlenmesine yonelik ¢alismalari ilgi odagi haline getirmistir (Tocco ve
ark., 2009).

Bu tez calismasinda; Dianthus calocephalus (Caryophyllaceae) tiiriiniin farkli
coziici ve farkli ekstraksiyon metodlar1 ile enzim inhibitér ozellikleri ilk defa
belirlenerek, halk hekimliginde de kullanilan Dianthus tiirlerinin bilimsel bir temele
oturtulmas1 saglanacaktir. Boylelikle ele gegen veriler; gida, kozmetik, farmasotik ve
nutrasotik endiistrileri i¢in degerli olabilecektir. Sonug¢ olarak, bu verilerin iilke

ekonomisine katki saglayabilecegi diisliniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enzimler

Enzimler, spesifik biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik sistemlerin
reaksiyon katalizorleridir. Enzimlerin milkemmel 6zgiinliigli, yasami siirdiirmek igin
gerekli olan bircok farkli metabolik aktiviteler arasinda uyumlu bir etkilesim yaratmak
igin yiiksek esgiidiim saglayan ¢ok onemli bir biyolojik fenomendir (Nelson ve ark.,
2008).

2.1.1.Enzimlerin yapisi
Protein yapisinda olan her bir enzimin aminoasit dizilimi kendine 6zgii olarak
sekillenmistir. Enzimlerin proteinden olusmus kismina apoenzim denir ve bu kisim
enzimin hangi substrata etki edecegini belirler. Bir¢ok enzim optimum aktivite
gosterebilmesi i¢in protein disi inorganik bir molekiil ya da organik bir bilesige ihtiyag
duyar. Inorganik bir molekiil; Mg++, Ca++, Zn++, Fe++ ve K+ vb. gibi metal iyonlar:
ise kofaktor adini alir. Organik bilesik; tiamin, niyasin, riboflavin vb. gibi vitaminlerden
olusmus ve apoenzimle ¢ok siki birlesmeyip ayriliyor ise koenzim ismini alir.
Apoenzim ile kofaktdor veya koenzimin birlikte olusturdugu gruba ise tam enzim
anlamina gelen holoenzim denir.
Enzimlerin Ozellikleri
1- Enzimler genellikle spesifiktirler. Yani her enzim belli bir reaksiyon
katalizler.
2- Enzimler genellikle ¢ift yonlii ¢aligirlar.
3- Enzimler reaksiyondan etkilenmezler, girdikleri gibi ¢ikarlar. Bu yiizden
tekrar tekrar kullanilirlar.
4- Enzimler etkinliklerini maddenin dis yiizeyinden baglatirlar.
5- Enzimler hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda da etkilidir.
6- Enzimler genellikle takim halinde ¢alisirlar.
7- Her enzim belli bir koenzim ile ¢alisir. Ancak koenzimler farkli enzimler ile
caligabilir.
8- Etki ettigi maddenin sonuna ‘az’ eki getirilir.

9- Her hiicrede tepkime gesiti kadar enzim ¢esiti vardir (Nelson ve ark., 2008).



2.1.2. Enzimlerin siniflandiriimasi

Enzimler etki ettigi reaksiyonun g¢esidine gore siniflandirilirlar. Uluslararasi
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan 6nerilen ve benimsenen
sistematik adlandirmada enzimler alti biiyiik sinifa ayrilirlar ve her smifinda
katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt siniflar1 da vardir. Bu gruplar:

1-Oksidorediiktazlar: Bu smifa dahil olan enzimler indirgenme veya
yiikseltgenme reaksiyonlarini katalize ederler.

2-Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir molekiilden digerine transfer
katalizini saglarlar.

3-Hidrolazlar: Su katilmasi1 suretiyle baglarin  parcalandigi  hidroliz
reaksiyonlarini katalize ederler. Esterazlar, glikozidazlar, peptidazlar gibi enzimler bu
gruba dahildir.

4-Liyazlar: Bu enzimler, C-C, C-O, C-N, C-S arasindaki baglar1 oksidasyon
veya hidrolizden baska yollarla baglar yikarlar veya bir ¢ift bag olustururlar.

5-Izomerazlar: Bu enzimler bir molekiil iginde geometrik veya yapisal
degisiklikleri katalize ederler. Izomerizmin tipine gore; rasemazlar, epimerazlar,
mutazlar olarak da isimlendirilirler.

6-Ligazlar (Sentetazlar): Enerjice zengin bir bagin hidrolizi ile iki molekiiliin

birbirine baglanmasini katalize ederler (Nelson ve ark., 2008).

2.1.3. Enzimlerin aktivitesi

Enzim aktivitesi; enzim tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonun hizinin,
enzim etkisi ile optimal kosullarla belirli siirede {irline doniistiiriilen substrat miktarina
gore ifadesidir. Etkinligi veya aktivitesi fazla olan bir enzim belirli bir siirede daha fazla
substrat molekiiliinii iiriin haline doniistiiriir (Nelson ve ark., 2008). Enzim aktivitesine
cesitli faktorler etki etmektedir:

Sicakhik: Enzimler protein yapili molekiiller oldugundan proteinleri etkileyen
sicaklik degisimlerine duyarlidirlar. Her enzimin en fazla aktivite gosterdigi bir sicaklik
derecesi vardir. Buna optimum sicaklik denir. Bu deger pek c¢ok canlida 30 — 40 °C
arasindadir (Insanda 37°C). Sicaklik derecesi optimum degerin altina diistiigiinde veya
iistline ¢iktiginda enzimatik reaksiyon hizi azalir. Yiiksek sicaklikta (genellikle 55 —

60°C de) enzimlerin yapis1 bozulur.



pH derecesi: Enzimler pH degisimlerine karsi ¢ok duyarlidir. Enzimlerin biiyiik
cogunlugu optimum olarak notre yakin pH’larda ¢alisirken bazilari farklilik gosterebilir.
Ornegin midede proteinleri sindiren pepsin enzimi pH = 2’de, yani oldukca asidik bir
ortamda en iyi c¢alisir. Buna karsilik pankreastan ince bagirsaga salgilanan ve yine
protein sindiriminde gorev alan tripsin enzimi pH = 8,5’ta, yani bazik ortamda etkilidir.
Kuvvetli asit ve bazlar enzimlerin yapisini bozar.

Enzim yogunlugu: Eger pH ve sicaklik uygunsa yeterli miktarda substrat
bulunan bir ortamda, enzim yogunlugu arttik¢a reaksiyon hizi da artar. Sinirli miktarda
substrat bulunan bir ortamda, enzim yogunlugu artirilirsa reaksiyon bir siire devam eder
ve sonra durur. Bunun sebebi ortamda enzimin etkileyecegi substratin kalmamasidir.

Substrat yogunlugu: Enzim miktar1 sabit tutulup substrat yogunlugu artirilirsa,
reaksiyon hiz1 en yiiksek noktaya ulastiktan sonra sabit kalir. Bunun nedeni enzimlerin
bir siire sonra substrata doymus hale gelmeleri ve hi¢ bos kalmaksizin ¢aligsmalaridir.
Yani enzimlerin hepsi bir substrata bagli durumda bulunurlar ve birini biraktiklarinda
digerine baglanirlar. Sonugta daha fazla substrat eklense bile reaksiyon hiz1 artmaz.

Substrat yiizeyi: Enzimler etkilerini substratin dis yiizeyinden baslayarak
gercgeklestirdikleri icin, substrat yiizeyi arttik¢a reaksiyon hizi da artar. Substratin kiigiik
parcalara bolliinmesi, toplam yiizeyi artiracagindan enzimin etkinliginde de artisa yol
acacaktir. Bu ylizden kiyilmis et ayn1 miktar parca etten daha kolay sindirilir.

Su: Enzimlerin biiyiik bir kismi islevlerini su icinde gosterirler. Ciinki
molekiillerin birbirine ¢arparak reaksiyonu gergeklestirebilmesi i¢in hareketi saglayacak
stvi bir ortamin olmasi gerekir. Bu nedenle su miktar1 enzim etkinliginde dnemlidir.
Genellikle su miktar1 % 15’in altinda oldugu zaman enzimler islev gostermezler.

Aktivator ve inhibitor maddeler: Enzimlerin etkinligini artiran maddelere
aktivator denir. Bazi aktivatorler enzimin substrati ile birlesmesini kolaylastirirken,
bazilar1 enzimin aktif merkezini daha da aktif hale getirerek enzim etkinligini artirirlar.
Aktivatorlere 6rnek olarak klor ve magnezyum gibi bazi iyonlar verilebilir. Enzim
etkinligini yavaglatan veya engelleyen maddelere inhibitor denir. Bazi inhibitorler
enzimin aktif merkezine baglanarak bazilar1 da aktif merkezi bozarak enzim etkinligini
durdururlar. Kursun, civa, bakir gibi agir metaller inhibitér maddelere 6rnek olarak
verilebilir. Bir diger inhibitér madde olan siyaniir solunumda gorev yapan bir enzimin

etkinligini durdurarak zehirlenmeye neden olmaktadir (Nelson ve ark., 2008).



2.1.4. Enzimlerin inhibisyonu

Enzim inhibisyonu; enzim ile etkilesim tiirline bagli olarak inhibitér maddenin
baglanmasi ya reversibl ya da irreversibl olarak siniflandirilabilir (Sekil 2.1). Irreversibl
inhibisyonda genellikle inhibitér madde, enzim ile kimyasal bir reaksiyona girerek yapi
degisimine neden olur ve bu durum geri dondiiriilemez. Reversibl inhibisyonda ise,
inhibitor madde; enzime ya da enzim-substrat kompleksine kovalent bag olusumu
disinda farkli etkilesimlerle baglanir ve boylelikle uygun kosullarda inhibisyon geri

dondiirtilebilir.

Enzim inhibitorleri

@sifik Non-spesifik

Reversibl Irreversibl Asitler

Bazlar

Etanol

Agir metaller
Indirgeyici ajanlar

Unkompetitif Kompetitif Non-Kompetitif

Intihar inhibitorleri Zamana bagli inhibitorler

Sekil 2.1. Enzim inhibitorlerinin siniflandirilmasi

Reversibl inhibitorler; kompetitif, unkompetitif ve nonkompetitif inhibitorler
olarak smiflandirilabilirler. Reversibl inhibisyonda inhibitorler; hidrojen baglari, iyonik
baglar ve hidrofobik etkilesimler gibi kovalent olmayan etkilesimlerle enzime
baglanirlar (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Reversibl enzim inhibisyonu

Kompetitif inhibisyonda; inhibitor genellikle dogal substrat ile yapisal
benzerlige sahiptir ve aktif bolgeye erisim igin substrat ile rekabet eder (Sekil 2.3).
Inhibitdr aktif bdlgeye bir afiniteye sahiptir ve eger substrattan daha siki bir sekilde
baglanirsa etkili bir kompetitif inhibitordiir. Aksine, eger daha az kuvvetle baglandigi
takdirde zayif bir inhibitor olarak diisiiniilebilir. Kompetitif inhibisyonda; inhibitor
enzim-substrat kompleksine degil, sadece serbest enzime baglanabilir. Bu nedenle bir

reaksiyon i¢indeki substrat konsantrasyonunun arttirilmastyla inhibisyon asilabilir.

‘1— Yarismah inhibitor

Su hstrat
Aktif "
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Enzim

Sekil 2.3. Kompetitif inhibisyon

Nonkompetitif inhibitorler yalnizca enzim-substrat kompleksine baglanirlar.
Nonkompetitif inhibisyon, kompetitif inhibisyondan farkliliklara sahiptir. Inhibitor
enzimini aktif bolgesine baglanmaz ve substrata benzemek zorunda degildir.

Nonkompetitif inhibisyonda, inhibitoriin baglanmasi enzim aktivitesini diisiiriir,
fakat substratin baglanmasini etkilemez (Sekil 2.4). Dolayisiyla inhibisyonun derecesi
sadece inhibitér konsantrasyonuna baglidir. Bu inhibitorler, substrat baglanma bolgesi
disindaki bdlgelere non-kovalent olarak baglanir. Inhibitdriin baglanmasi, substrat igin

baglanma durumunu etkilemez. Dolayisiyla, substratin ve inhibitériin baglanmasi



birbirinden bagimsizdir ve inhibisyon, substrat konsantrasyonunun arttirilmasiyla

Onlenemez.
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Sekil 2.4. Nonkompetitif inhibisyon

Irreversibl inhibitérler, dogada nonkompetitiftirler. Bunlar, asitler ve alkaliler
gibi spesifik olmayan protein denatiire edici ajanlar ve holoenzim sisteminin spesifik
komponentlerine saldiran ajanlari igerir. Spesifik inhibitorler: koenzim inhibitorleri,
spesifik iyon kofaktor inhibitorleri, prostetik grup inhibitorleri, apoenzim inhibitorleri
ve reaksiyonun fizyolojik modiilatorleri (enzimlerin katalitik bolgelerini denatiire eden
pH ve sicaklik gibi) olarak siniflandirilabilir. Cogu irreversibl inhibitorler enzim
tizerindeki fonksiyonel gruplarla etkilesime girer ve enzim aktivitesini yok eder
(Strelow ve ark., 2012).

2.2. Kolinesteraz inhibitorleri

Yaslilarda bunamanin en yaygin sebebi Alzheimer hastaligidir. Alzheimer
hastaligt kronik ilerleyici bir hastalik olup Ogrenme kapasitesi ve hafizadaki
bozukluklar1 ile karaterizedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde mevcut Alzheimer
hastaliginin yaygmhgt 1.1 ile 4.8 milyon arasinda degistigi tahmin edilmektedir
(Brookmeyer ve ark., 1998). B-amiloid plaklarin Alzheimer patolojisinde ana elemanlar
oldugu ve bunlarin sinaptik transmisyonu engelledigi bulunmustur. Kolinerjik
transmisyondaki bu ndronal bozulma o6grenme, hafiza, davranig, duygu ve sosyal
islevlerle iliskili beyin bolgelerinde gézlenmistir (Katzman, 1986). Cesitli arastirmacilar

tarafindan bu bulgular sonraki yillarda desteklenmistir. Bu bulgular 1s181nda

kolinesteraz inhibitorleri ve dogrudan kolinerjik agonistler gibi Alzheimer hastaliginin
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tedavisi icin ilaglar gelistirilmistir. Asetilkolin (ACh) kolinerjik néronlarda olusan bir
norotransmitterdir.  Asetilkolinesteraz (AChE) ve Biitirilkolinesteraz  (BChE)
enzimlerinin ikiside ACh parcalama kabiliyetine sahiptir. AChE ve BChE viicudun
cesitli dokularinda farkli sekilde dagilmistir. AChE (EC 3.1.1.7) yiiksek seviyelerde
beyinde bulunurken diisiik miktarda iskelet kasi, eritrositler, lenfositler ve
trombositlerde bulunmaktadir. BChE (EC 3.1.1.8) temelde glial hiicrelerde bulunur ve
ayrica plazma ve karacigerde de bulunmaktadir (Thompson ve ark., 2004). Kolinesteraz
inhibitorleri bu enzimlerin faaliyetlerini inhibe eder ve sinaptik bolgedeki asetilkolin
seviyesini arttirmaktadir. Asetilkolin eksikligi Alzheimer hastaliginin ilerlemesinde
tetikleyici temel faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (Yoo ve Park, 2012). Bu
yiizden Kkolinesteraz inhibitorleri Alzheimer hastaliginin tedavisinde Onemli bir
konumdadir. Donepezil, takrin, galatamin ve rivastigmin gibi kolinesteraz inhibitorleri
Alzheimer hastaliginin semptomlarinin tedavisi igin kullanilmaktadir (Thompson ve
ark., 2004) (Sekil 2.5). Fakat bu inhibitorlerin hepatotoksisite ve gastrointestinal
komplikasyonlar gibi yan etkileri rapor edilmistir. Aslinda diger organlara veya diger
biyokimyasal siireclere zarar veremeden sadece beyindeki asetilkolini inhibe eden
ilaglarin  gelistirilmesinin zor oldugu bildirilmistir (Roseiro ve ark., 2012). Bu
baglamda yan etkileri minimuma indirilmis enzim inhibitorlerinin dizayn edilmesi ve
kesfedilmesi son zamanlarin en ilgi ¢ekici konularindan biridir. Bu noktadan hareketle
cok sayida tibbi bitkinin biligsel bozukluklar1 ve nérodejeneratif hastaliklar1 tedavi etme

potansiyeli arastirilmaktadir.
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Sekil 2.5. Bazi sentetik kolinesteraz inhibitorleri

2.3. Diabet ve iliskili enzimler

Diabet ve obezite tim Diinya’da genis kitleleri etkileyen en ciddi saglik
problemlerinden biridir (Touger-Decker ve Van Loveren, 2003; Van de Laar ve ark.,
2005). Son calismalara gore 2030 yilina kadar yetiskin niifusta yaklasik 438 milyon
insanin (% 7.8) diabet hastasi olacagi tahmin edilmektedir (Ramachandran ve ark.,
2010). Diabet insiilin sekresyonu, insiilin eksikligi veya her ikisinin etkisi sonucu ortaya
cikan karbohidrat, protein ve yag metabolizmasini etkileyen metabolik bir bozukluktur
(Yanovski ve Yanovski, 2002). Tip 2 diyabet en yaygin tipi olup retinopati, nefropati,
noropati, mikroanjiopati ve artmis kardiovaskiiler hastalik riski gibi kronik
komplikasyonlara sebep olmaktadir (Alberti ve Zimmet, 1998; Cheng ve Fantus, 2005;
Van de Laar ve ark., 2005; Cronicas, 2007). Diabet tedavisi i¢in terapétik stratejiler
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insiilin talebinin azaltilmasi, endojen insiilin sekresyonunun uyarilmasi, hedef dokularda
insiilin ve disakkaritlerin yikimmin engellenmesi ve klinikte yaygin olarak kullanilan
ilaglarin kan sekeri seviyesini diisiirmeyi amaglamaktadir (Chakrabarti ve Rajagopalan,
2002; Inzucchi, 2002; Funke ve Melzig, 2006). Tip 2 diabet tedavisinde kan glukoz
seviyesinin azaltilmasi amaglanmaktadir. Bu baglamda karbohidrat metabolizmasindan
sorumlu olan a-amilaz ve a-glikozidaz enzimlerinin inhibisyonu énemli bir yaklasimdir
(Goke ve Herrmann-Rinke, 1998; He, 1998; Inzucchi, 2002; Van de Laar ve ark., 2005).
a-amilaz (1,4 glukan-4-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1), pankreasin yaklasik %5-6 ve
tikriik bezlerinin en Onemli sindirim enzimlerinden birisidir. Bu enzim
mikroorganizmalarda,  bitkilerde = ve  yiikksek  organizmalarda  karbohidrat
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Kandra, 2003; Whitcomb ve Lowe,
2007). a-glukozidaz (EC 3.2.1.20) ikinci enzimdir ve karbohidrat sindirim siirecinin son
adimin katalize ederek glukozu vermektedir (Tundis ve ark., 2010). a-amilaz ve ao-
glikozidaz enzimlerinin inhibisyonu postprandial kan glukoz seviyesinin kontroliinde
etkili olabilir. Bu yiizden postprandial hiperglisemin yonetilmesinde énemli bir strateji
a-amilaz ve a-glikozidaz enzimlerinin inhibisyonudur (Krentz ve Bailey, 2005).

Bu amagla oral antidiabetik ilaglarda akarboz, miglitol ve vogliboz gibi
inhibitorler kullanilarak karbohidratlarin par¢alanmasini ve emilimini yavaglatarak kan
glukoz diizeyinin yiikselmesi engellenmektedir (Cheng ve Fantus, 2005; Van de Laar ve
ark., 2005) (Sekil 2.6). Akarboz gibi bu inhibitorler ishal, karin agris1 ve siskinlik gibi
gastrointestinal problemlere sebep olmaktadir. Bu durumda daha az yan etkiye sahip ve
daha gilivenli dogal inhibitorlerin belirlenmesi biiylikk onem tasimaktadir. Bir¢ok
calismada, a-amilaz ve a-glikozidaz inhibitorleri bitkisel kaynaklardan elde edilmistir
(Bernfeld, 1955; Mosca ve ark., 2008). Teknolojinin hizla gelismesi ile antidiabetik

dogal tirtinler {izerine ¢aligmalar artarak devam etmektedir (Espinoza-Fonseca, 2006).
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Sekil 2.6. Baz1 antidiabetik bilesikler

2.4. Tirozinaz enzimi

Pigmentin ana unsuru olan melanin, melanozomda melanogenez adi verilen
karmagsik bir siiregle melanosit araciligiyla tretilmektedir (Slominski ve ark., 2004;
Gilchrest, 2011; Slominski ve ark., 2012). Melanosit endokrin, bagisiklik, inflamatuvar
ve merkezi sinir sistemi ile etkilesime girer ve onun aktivitesi ayrica ultraviyole 1sinlar
ve kimyasallar gibi dig faktorler tarafindan diizenlenmektedir (Lin ve Fisher, 2007).
Melanin cilt, sa¢ ve goz renginin temel belirleyicisidir ve kimyasallari, toksik ilaglar
slipirmede ve zararli ultraviole 1sinlardan koruma gibi 6nemli gorevlere sahiptir (Lee ve
ark., 2013). Fakat cildin belirli bolgelerinde anormal melanin birikmesi estetik
problemlere sebep olmaktadir. Melaninin iki ana tipi vardir; birincisi kirmizi/sar
feomelanin, ikincisi kahverengi/siyah dmelanindir. Bu iki tip melanin hem renk hem de
sekil ve boyut bakimindan farkliliklar gostermektedir. Bu melanin tiplerinin sentezi ve

melanogenezde rol alan enzimler Sekil 2.7’de verilmistir (Videira ve ark., 2013).
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Sekil 2.7. Iki tip melanin sentezi ve fonksiyonlarinin gosterimi (Gillbro ve Olsson,
2011)

Tirozinaz melanin sentezinde ilk iki adimi Katalize etmektedir. (Stratford ve ark., 2013).
Sentetik ve dogal kaynaklardan anti-melanogenez ajan olarak bilinen ¢ogunlukla
tirozinaz inhibitorleridir. Bu konu ile ilgili ¢ok sayida c¢alisma yapilmigtir (Kim ve
Uyama, 2005; Chang, 2009; 2012; Loizzo ve ark., 2012; Thomas ve Kim, 2013).
Tirozinaz ilk kez Bourquelot ve Bertrand (1895) tarafindan mantardan izole edimistir.
Tirozinaz (EC 1.14.18.1) bakir iceren c¢ok fonksiyonlu bir enzimdir ve melanin
biyosentezinde dnemli bir rol oynamaktadir. Bu yiizden tirozinaz inhibitdrleri melanin
hiperpigmentasyonu ile iligkili dermatolojik bozukluklarin tedavisinde, kozmetikte ve
glines yanig1 sonrast depigmentasyonda kullanilmaktadir (Chang, 2009). Giiniimiizde
hidrokinon ve kojik asit gibi sentetik anti-tirozinaz inhibitorleri deri hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Sekil 2.8). Fakat bu sentetik inhibitorlerin gesitli yan
etkilerinin olmasindan dolayr minimum yan etkiye sahip dogal anti-tirozinaz

inhibitorlerin kesti ilgi odagi haline gelmistir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Antitirozinaz aktiviteye sahip bazi flavonoidler (Lee ve ark., 2016)

2.5. Caryophyllaceae Familyasi ve Dianthus Cinsi

Ulkemiz iklim ve toprak yapisindaki cesitlilik sebebiyle diinyanin en zengin
biyogesitliligine  sahip iilkelerinden biridir. “Karanfilgiller” olarak  bilinen
Caryophyllaceae familyasi tiyeleri diinyada 88 cinse ait 2000 kadar tiir ile temsil
edilmektedir. Caryophyllaceae ailesine ait tiirler tek yillik veya ¢ok yillik bitkiler olup
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farkli iklim tiplerinde yetismektedir. Familya iiyelerinin biiyiik bolimii Akdeniz
bolgesi, Avrupa ve Asya kitalarinda yayilis gostermektedir. Giiniimiizde bu familyanin
Dianthus caryophyllus, D. chinensis gibi pek ¢ok tirii siis bitkisi olarak
yetistirilmektedir (Bittrich, 1993). Baz tiirler ise halk hekimliginde gesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Mansouri, 1999). Dianthus cinsi Caryophyllaceae
familyasinin 6nemli iiyelerinden birisidir. “Dianthus” kelimesi Yunanca kokenli olup
dios (tanr1) ve anthos (¢icek) kelimelerinin birlesmesinden olusmustur ve ilk defa
Yunanli botanik¢i Theophrastus tarafindan kullanilmistir. Dianthus cinsi diinya
tizerinde 300’e yakin, Tiirkiye’de ise 67 tiir ile temsil edilir (Bittrich, 1993). Bu cins
iilkemizde basta Ege ve Akdeniz bolgelerinde olmak iizere tim Anadolu’da yayilis
gostermektedir. Literatiir taramas1 yapildiginda Dianthus cinsine ait ¢esitli tiirlerin gok
eski caglardan beri geleneksel halk tedavisinde kullanildigi goriilmiistiir (Tablo 2.1).
fran’da cesitli Dianthus tiirleri antiseptik, ates diisiiriicii, agr1 kesici olarak
kullanilmaktadir. Cin’de D. superbus iltihap ve ¢iban gibi cilt problemleri ve kanser
tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir (Hikino ve ark., 1984; Mansouri, 1999;
Bonjar, 2004).

Tablo 2.1. Bazi Diathus tiirlerinin tibbi 6zellikleri

Bitki ismi Kullanilan kismi Tibbi dzellikleri Kaynak
Dianthus anatolicus Boiss Bitkinin tamamu Antipiretik ve tonik olarak (Hooper ve ark., 1937;
Pullaiah, 2006)
Dianthus basuticus Burtt Dav Kok kismt Kanin temizlenmesinde (Moteetee ve Van Wyk,
2011)
Dianthus caryophyllus L. Cigek tomurcuklart  Yaralarin, bogaz (Al-Rawi ve Chakravarty,
enfeksiyonlarinin ve 1988; Mohammed ve Al-

gastrointestinal bozukluklarin  Bayati, 2009)

tedavisinde

Dianthus chinensis L. Bitkinin tamami Oksiiriik tedavisinde, diiiretik (Bown, 1995; WHO.,
ve adet hizlandirici olarak 1998)

Dianthus superbus L. Bitkinin tamami Astim tedavisinde ve idrar (Lopez-Exposito ve ark.,
yolu enfeksiyonlarinin 2011; Shin ve ark., 2012)

tedavisinde anti-

inflammatuvar ajan olarak
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2.6. Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon, bitkilerin tibbi 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasinda yapilacak olan
analizler i¢in en Onemli ilk asamadir. Bitki materyalleri icerisindeki biyoaktif
bilesenlerin kalitatif ve kantitatif calismalar1 ¢ogunlukla dogru ekstraksiyon
yontemlerinin Se¢ilmesine dayanmaktadir (Smith, 2003; Sasidharan ve ark., 2011)
Ekstraksiyon proseslerini etkileyen en yaygin faktorler; bitki pargasinin matriks
Ozellikleri, ¢oziicii, sicaklik ve zamandir (Hernandez ve ark., 2009). Bitki
materyallerinin ekstraksiyonu ¢esitli ekstraksiyon prosediirleri ile yapilabilir. Son 50 yil
boyunca, sentetik ve organik kimyasallarin kullaniminin azalmasi ile ekstraklardan daha
iyi verim elde edilebilen ve c¢evre dostu olan geleneksel olmayan yoOntemler
geligtirilmistir. Bitki materyallerinden biyoaktif bilesenlerin segiciligini ve verimini
arttiran ultrasonik esktraksiyon, enzim destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli
ekstraksiyon ve siiperkritik akiskan ekstraksiyon gibi pek cok metod gelistirilmistir
(Kaufmann ve Christen, 2002; Gaur ve ark., 2007; Wang ve ark., 2008; Ghafoor ve ark.,
2011). Ayni1 zamanda, soxhlet gibi geleneksel ekstraksiyon yontemleri de, yeni
gelistirilen metodlarin basarisini karsilagtirmak igin referans yontemlerden biri olarak
diisiiniilmektedir. Geleneksel olmayan yontemlerin incelendigi pek c¢ok calisma
mevcuttur. Bu ¢aligsmalarda, farmasétikal, nutrasotikal ve gida katki maddeleri gibi pek
cok sektorde geleneksel olmayan ekstraksiyon yontemlerinin kullaniminin &nemi
vurgulanmakla beraber eksik yonleri de belirtilmistir (Jennings ve Rapp, 1983; Szumski
ve Buszewski, 2002; Smith, 2003; Wang ve Weller, 2006). Geleneksel ve geleneksel
olmayan bazi ekstraksiyon metodlarinin karsilastirilmasi Tablo 2.2°de verilmistir.

Bitkisel materyallerden elde edilen biyoaktif bilesikler cesitli klasik ekstraksiyon
yontemleri (geleneksel ekstraksiyon yontemleri) ile ekstrakte edilebilir. Bu tekniklerin
cogu; kullanilan farkli ¢oziiciilerin ekstraksiyon giiciine, 1sitma veya Kkaristirma
uygulamasina dayanmaktadir. Mevcut klasik tekniklerden en ¢ok kullanilanlart ise
soxhlet ve maserasyon yontemleridir.

Soxhlet ekstraktorii ilk kez 1879 yilinda Alman kimyager Franz Ritter VVon
Soxhlet tarafindan 6ne siiriildii. Soxhlet aparati ilk olarak yalnizca yag ekstraksiyonu
icin tasarlanmis olsa da, giiniimiizde sadece bununla sinirli kalmamistir. Soxhlet
ekstraksiyonu, ¢esitli dogal kaynaklardan elde edilen degerli biyoaktif bilesenlerin
cikarilmast i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Alternatif yeni ekstraksiyon
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metotlarinin karsilastirilmasi igin de model olarak siklikla kullanilmaktadir (Azmir ve
ark., 2013).

Maserasyon ile ekstraksiyon uzun zamandir ev  yapimi toniklerin
hazirlanmasinda kullanilmistir ve biyoaktif bilesikler elde etmek i¢in popiiler bir yol
olmustur. Maserasyon ekstraksiyonu genellikle birka¢ asamadan olusur. Ilk olarak, bitki
materyallerinin kii¢iik pargacik halinde 6giitiilmesi asamasi; ¢oziicli ile dogru orantili
sekilde karistirilmasi igin yiizey alani arttirmak i¢in onemlidir. Daha sonra uygun
¢Oziicii maserasyon isleminin gerceklesecegi hazneye eklenir. Sonrasinda ise 1-4 giin
boyunca siirekli ¢alkalama islemine tabii tutularak ekstraksiyon islemi gerceklestirilir.

Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin; daha uzun zamani, pahali ve yiiksek
safliktaki solvent ihtiyaci, diisiik ekstraksiyon segiciligi gibi baslica zorluklar1 vardir
(De Castro ve Garcia-Ayuso, 1998). Gelencksel ekstraksiyon yontemlerinin bu
zorluklarinin istesinden gelebilmek i¢in, yeni ve umut verici ekstraksiyon yontemleri
gelistirilmistir. Geleneksel olmayan ve en g¢ok umut verici tekniklerden bazilari
ultrasonik ekstraksiyon, enzim destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon,
stiperkritik akiskan ekstraksiyondur. Bu tekniklerden bazilari, Cevre Koruma Ajansi
tarafindan belirlenen standartlara uygun olduklar1 i¢in “yesil teknikler” adini alir.

Ultrasonik ses dalgalari, insanlarin isittiklerinin 6tesinde Gzel bir ses dalgasi
tiiriidiir ve dalga boyu genellikle 20 kHz ile 100 MHz arasindadir. Bu yontemle yapilan
ekstraksiyonda, hiicre duvarlarinin gegirgenligi arttirilarak kavitasyon saglanir. Bu
yontemin temel faydasi kati bitki 6rneklerde gozlemlenebilir. Ciinkii ultrason enerjisi,
bitki matrisindeki organik ve inorganik bilesiklerin aciga cikartilmasini kolaylastirir
(Herrera ve De Castro, 2005). Muhtemel mekanizma, kiitle transferlerinin ultrason
enerjisiyle yogunlastirilmast ve hiicrelerdeki bitki materyallerinin ¢oziiciiye hizla
gecmesi esasina dayanir. Ultrasonik ses dalgalariyla yapilan ekstraksiyon mekanizmasi;
1-hiicre duvart boyunca difiizyon ve 2-duvarlarin yikilmas: sonrasi bitkisel igerigin
durulanmasi olmak {izere iki ana fiziksel olay icerir (Mason ve ark., 1996). Numunenin
nem igerigi, 0giitme derecesi, parcacik boyutu ve ¢oziicii etkili bir ekstraksiyon énemli
faktorler arasindadir. Ultrasonik ekstraksiyonunun en 6nemli avantajlari; ekstraksiyon
zamanin kisalmasi, daha az enerji kullanimi ve solvent miktarinin az olmasidir (Chemat

ve ark., 2008).



19

Tablo 2.2. Soxhlet, maserasyon ve soniksayon tekniklerinin karsilagtirilmasi

Geleneksel Yontemler

Geleneksel olmayan
Yontem

Soxhlet ektraksiyon

Maserasyon

Sonikasyon

Kullamlan yaygin ~ Metanol, etanol veya Metanol, etanol veya Metanol, etanol veya
coziiciiler alkol-su karigimi alkol-su karigim alkol-su karigim
Sicaklik (°C) Kullanilan ¢oziiciiye bagh Oda sicakligi Isttilabilir

Basing¢ uygulamas1  Uygulanmaz Uygulanmaz Uygulanmaz
Gerekli zaman 3-18 saat 1-4 giin 1 saat

Gerekli ¢oziicii 150-200 Omnek biiyiikliigiine bagli 50-100

miktar: (ml)

Referanslar

(Huie, 2002; Zygmunt ve
Namiesnik, 2003)

(Woisky ve Salatino, 1998;
Cunha ve ark., 2004;
Phrompittayarat ve ark.,
2007; Sasidharan ve ark.,
2011)

(Huie, 2002; Zygmunt ve
Namiesnik, 2003)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali ve Bitkisel Oziitlerin Hazirlanmasi

Tez calismasinda kullanilan Dianthus calocephalus 2015 yilinda ¢igeklenme
doneminde Kayseri Ali Dagi’ndan toplandi. Bitkinin sistematik olarak teshisi Igdir
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Murad Aydin SANDA
tarafindan gergeklestirilmistir. Tiirkiye’de yayilis1 sekil 3.1°de gdsterilmistir.

Tablo 3.1. D. calocephalus hakkinda genel bilgiler

|Omiir || Cok yillik |
|Yap1 ||Ot |
|Ci<,‘eklenme ||May1s-Eyliil |
Habitat Kumullar, \_lollfanik ve kiregtas1 yamaglar, step, tarlalar, agik
orman arazileri, kayalar

|Yiikseklik |[400-2300 |
[Endemik |[Endemik degil |
ITiirkiye dagilhum |Ege, Akdeniz, Orta ve D. Anadolu |

Sekil 3.1. D. calocephalus ‘un Tiirkiye’deki yayilisi

3.1.1. Sokslet

Dianthus calocephalus toplanip golgede kurutuldu ve daha sonra kurutulmus
bikti 6rnegi degirmende iyice toz haline getirildi ve bu toz haline getirilmis 6rnekten
yaklasik 5 g tartilip sokslet aparatinda 6-8 saat siireyle etil asetat ve metanol
ekstraksiyona tabii tutuldu (Sekil 3.2). Bu siire sonunda ele gegen karisim Whatman

kagidi ile siiziildii. Su 6ziitlerinin ¢ikarilmasi i¢in ise 10 g 6giitiilmiis bitki 250 ml su ile
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30 dakika kaynatildi. Bu islemlerden sonra rotary evaporatorde 40°C’de ¢oziiciiler
tamamen buharlastirildi (Sekil 3.3). Ele gegen kuru oziitler analiz edilinceye kadar

+4°C’de saklanda.

Sekil 3.2. Sokslet diizenegi

Sekil 3.3. Rotary evaporator
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3.1.2. Maserasyon

Toz haline getirilmis 6rnekten her bir ¢oziicii i¢in yaklasik 5 g tartilip 200 ml etil
asetat, metanol ve su ile inkiibatorlii galkalayicida 25 °C de 24 saat karistirildl (Sekil
3.4). Bu siire sonunda ele gecen karisim Whatman kagidi ile siiziildii ve sonra rotary
evaporatorde 40°C’de ¢oziicliler tamamen buharlastirildi. Ele gegen kuru 6ziitler analiz

edilinceye kadar +4°C’de saklandi.

Sekil 3.4. Inkiibatérlii calkalayict

3.1.3. Ultrasonikasyon

Toz haline getirilmis 6rnekler (2 g) 20 ml ¢oziicii (etil asetat, metanol ve su) ile
30 C° de sonikasyon banyosunda 60 dakika ekstrakte edildi (Sekil 3.5). Bu siire
sonunda ele gegen karigim Whatman kagidi ile siiziildii ve sonra rotary evaporatorde
40°C’de ¢oziiciiler tamamen buharlastirildi. Ele gegen kuru oziitler analiz edilinceye

kadar +4°C’de saklanda.
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Sekil 3.5. Sonikasyon banyosu

3.2. Fenolik icerigin belirlenmesi
3.2.1. Toplam fenolik madde tayini

Bitki Oziitlerin konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Bitkisel
droglarda 250 pl ayr1 deney tiiplerine alindi. Daha sonra her bir tiipe 1ml Folin-
Ciocalteu reaktifi (1:9 oraninda seyreltilmis) ilave edildi. Ardindan her bir tiipe 750 pl
%1°lik NayCOj3 cozeltisinden eklendi. Karisgimlar oda sicakliginda karanlikta 2 saat
bekletildikten sonra 765 nm’de absorbanslar1 dl¢iildii. Tiim antioksidan kapasite tayin
testlerinde spektrofotometrik Olgtimler Shimadzu UV-1800 spektrofotometre cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. Ayni islemler standart olarak kullanilan gallik asit igin de
tekrarlandi. Bitkilerin fenolik madde igerigi gallik asit es degeri (mg GAE/g) olarak
verildi (Slinkard ve Singleton, 1977).
3.2.2. Toplam flavonoid madde tayini

Bitki oziitlerdeki toplam flavonoid igerigi spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Buna gore %2’lik AlICl3’lin metanolik ¢ozeltisinden 1 ml alinarak ayni
hacimde ve 2 mg/ml konsantrasyondaki bitki ekstrakti ile karigtirildi. 10 dakika
bekledikten sonra 415 nm’de karisimin kore karsi absorbansi belirlendi. Ayni islemler

standart flavonoid olan rutin i¢cin de yapilarak rutine ait kalibrasyon egrisi ¢izildi.
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Sonugta ekstraktlarin toplam flavonoid madde igerikleri rutin es deger (mg RE/g) olarak

verildi (Berk ve ark., 2011).

3.3. Enzim Inhibisyonuna Yénelik Testler
3.3.1. Kolinesteraz inhibisyon aktivitesi (AChE ve BChE)

Kolinesteraz inhibitor aktivite Ellman’s yontemi kullanilarak 96 kuyucuklu
mikroplakalarda ol¢iilmiistir (Ellman ve ark., 1961). Mikroplakadaki kuyucuklara 2
mg/mL konsantrasyondaki 50 pL bitki oziti, 125 pL DTNB (5,5-Dithio-bis(2-
nitrobenzoic) acid), 25 puL Tris-HCI tamponun (pH 8.0) da hazirlanmis AChE veya
BChE enzim ¢ozeltisi konuldu. Bu karisim oda sicaklifinda 15 dakika bekletildikten
sonra 25 pL asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) veya butiriltiyokolin iyodiir (BTCI) eklendi.
Benzer sekilde, AChE veya BChE enzim c¢ozeltisi olmadan hazirlanmis reaksiyon
reaktiflerine ornek ¢ozeltisi eklenerek kor hazirlandi. Ornek ve korlerin absorbanslar
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra 405 nm de okundu. Korlerin
absorbanslar1 Orneklerden ¢ikarilarak gercek absorbanslar elde edilidi. Kolinesteraz

inhibitdr aktiviteleri galantamine esdeger olarak hesaplandi (mgGALAE/g).

3.3.2. Amilaz inhibisyon aktivitesi

a- amilaz inhibitor aktivite Caraway-Somogyi iyot/potasyum iyodiir (IKI)
yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Zengin ve ark., 2014). Mikroplakadaki
kuyucuklara 25 plL 6rnek ¢ozelti (2 mg/ml) ve fosfat tamponunda (pH 6.9, 6 mM
sodyum kloriir) hazirlanmis 50 pL.  a- amilaz ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C de 10 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra inkiibe edilmis 6rneklere % 0.05°lik 50 pL nisasta ¢ozeltisi
ilave edildi. Benzer sekilde, a- amilaz enzim ¢ozeltisi olmadan hazirlanmis reaksiyon
reaktiflerine 0rnek c¢ozeltisi eklenerek kor hazirlandi. Karisim 37 °C de 10 dakika
inkiibe edildi. 1 M 25 pLL HCI ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve bunu takiben 100
uL iyot-potasyum iyodiir ¢ozeltisi eklendi. Ornek ve korlerin absorbanslar1 630 nm’de
okundu. Korlerin absorbanslar1 6rneklerden ¢ikarilarak gercek absorbanslar elde edilidi.

a- amilaz inhibitor aktiviteleri akarboza esdeger olarak hesaplandi (mmolAKAE/g).

3.3.3. Glukozidaz inhibisyon aktivitesi

Mikroplakadaki kuyucuklara 50 pL 6rnek ¢ozelti (2 mg/ml), 50 uL glutatyon,
fosfat tamponunda ¢oziinmiis 50 pL a- glukozidaz cozeltisi ve 50 pL. PNPG (4-p-
nitrofenil-a-D-glukopiranozid) eklenerek 37 °C de 10 dakika inkiibe edildi. Benzer
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sekilde, o- glukozidaz enzim c¢ozeltisi olmadan hazirlanmis reaksiyon reaktiflerine
ornek cozeltisi eklenerek kor hazirlandi. Reaksiyon 0.2 M 50 pL sodyum karbonat
konularak tamamlandi. Ornek ve korlerin absorbanslar1 400 nm’de okundu. Kérlerin
absorbanslar1 orneklerden ¢ikarilarak gergek absorbanslar elde edilidi. a- glukozidaz
inhibitor aktiviteleri akarboza esdeger olarak hesaplandi (mmolAKAE/g) (Palanisamy
ve ark., 2011).

3.3.4. Tirozinaz inhibisyon aktivitesi

Tirozinaz inhibitér aktivite L-DOPA ‘nin substrat olarak kullanildig:
dopachrome yontemi ile dl¢tilmistiir. Mikroplakadaki kuyucuklara 25 pL 6rnek ¢ozelti,
40 pL tirozinaz ¢ozeltisi ve 100 pL fosfat tamponu (pH 6.8) eklendi. Bu karisim 25 °C
15 dakika bekletildikten sonra 40 pL L-DOPA konuldu. Benzer sekilde, tirozinaz
enzim ¢ozeltisi olmadan hazirlanmis reaksiyon reaktiflerine ornek ¢ozeltisi eklenerek
kor hazirlandi. Ornek ve kérlerin absorbanslart 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 492 nm de okundu. Korlerin absorbanslari 6rneklerden ¢ikarilarak
gercek absorbanslar elde edildi. Tirozinaz inhibitor aktiviteleri kojik asite esdeger

olarak hesaplandi (ngKAE/g) (Orhan ve ark., 2014).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Dianthus calocephalus 6ziitlerinin toplam fenolik ve flavonoid icerikleri

Fenolik bilesikler oksidatif stres ile iligkili hastaliklarda sagliga faydali
etkilerinden dolay1r biiylik onem kazanmistir. Gilinimiize kadar, bitkilerden fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in etkili tek bir yontem gelistirmek; geleneksel ekstraksiyon
yontemlerindeki sinirlamalardan dolay1 bir sorun olmustur. Fakat giiniimiizde fenolik
bilesiklerin ¢esitli ticari seviyelerde kullanimi bilim insanlarin1 daha etkili modern
ekstraksiyon tekniklerinin gelistirilmesine yonlendirmistir (Ameer ve ark., 2017). Son
yillarda gelistirilmis olan modern ekstraksiyon teknikleri bitki materyallerinden
fenoliklerin elde edilmesini optimize etmek i¢in uygulanmaktadir. Coziicli tiirii ve
ekstraksiyon metotlar1 6ziitlerin etkinligini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle ¢oziicii
tipi se¢imi ve ekstraksiyon metodu bitkilerden 6ziitlerin hazirlanmasinda ¢ok 6nemli bir
adimdir. Bu tez ¢alismasinda Dianthus calocephalus’un 6ziit verimlerini, toplam fenolik
ve flavonoid igeriklerin belirlemek i¢in ii¢ farkli solvent (etil asetat, metanol ve su) ve
ekstraksiyon metodu (maserasyon, sokslet ve ultrasonikasyon) kullanilmistir.

Bu calismada, ekstraksiyon metodlarinin ve farkli c¢oziiciilerin  6ziitleme
verimleri iizerine etkileri arastirilmis ve sonuglar Tablo 4.1 de verilmistir. Sonuglara
bakildiginda, en yiiksek verim sokslet metodunda goriilmiistiir. Tiim metodlarda en
diisiik verim etil asetat Oziitlerinde gézlenmistir. Bu durum ¢aligilan D. calocephalus’un
polar bilesiklerden zengin buna karsin apolar bilesikler bakimindan fakir oldugunu
gostermektedir.

Maserasyon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un toplam
fenolik igerigi, metanol (39.35 mgGAE/qg) > etil asetat (33.08 mgGAE/g) > su (26.47
MgGAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en diisiik toplam
fenolik icerik su 6ziitiinde gézlenmistir (Tablo 4.2).

Sokslet metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un toplam fenolik
igerigi, metanol (40.04 mgGAE/g) > su (33.27 mgGAE/g) > etil asetat (27.95
MQGAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en diisiik toplam
fenolik igerik etil asetat oziitlinde gézlenmistir (Tablo 4.2).

Ultrasoniksayon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalusun toplam
fenolik igerigi, metanol (40.25 mgGAE/g) > su (37.55 mgGAE/g) > etil asetat (24.18
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MgGAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en diisiik toplam
fenolik igerik etil asetat 6ziitiinde gézlenmistir (Tablo 4.2).

Maserasyon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un toplam
flavonoid igerigi, metanol (42.32 mgRE/g) > etil asetat (19.67 mgRE/g) > su (4.39
mgRE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en diisiik toplam
flavonoid igerik su 6ziitiinde gézlenmistir (Tablo 4.3).

Sokslet metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un toplam flavonoid
icerigi, metanol (42.26 mgRE/g) > su (24.57 mgRE/g) > etil asetat (11.99 mgRE/g)
seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en diisiik toplam flavonoid igerik
etil asetat oziitlinde goriilmiistiir (Tablo 4.3).

Ultrasonikasyon sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un toplam flavonoid
icerigi, metanol (43.14 mgRE/g) > etil asetat (22.12 mgRE/g) > su (3.96 mgRE/qg)
seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en diisiik toplam flavonoid igerik
su oziitlinde goriilmiistiir (Tablo 4.3).

Genel olarak sonuclara bakildiginda fenolik ve flavonoid igerigin ¢oziicii ve
ekstraksiyon metoduna gore degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.1 ve 4.2). Ug ekstraksiyon
metodu degerlendirildiginde, metanol 6ziitlerinin daha yiiksek miktarda toplam fenolik
ve flavonoid igerige sahip oldugu goriilmiistiir. Literatiir taramasi yapildiginda Dianthus
ile ayn1 familyadan olan cesitli bitkilerin fenolik ve flavonoid aktiviteleri ¢esitli yazarlar
tarafindan rapor edilmistir; Stellaria media’nin etanol 6ziitiiniin toplam fenolik igerigi
2.29 mgGAE/g bitki olarak bulunmus (Bordoloi ve ark., 2016). Farkli bir ¢alismada
ayni1 bitkiye ait su ve etanol 6ziitlerinin toplam flavonoid igerigi sirasiyla 25.62 mg/g ve
63.93 mg/g olarak belirlenmistir (Rogowska ve ark., 2017). Paronychia mughlaei’nin
metanol ve su Oziitlerinin toplam fenolik igerigi sirasiyla 11.90 mgGAE/g ve 7.39
mgGAE/g olarak bulunmustur (Albayrak ve Aksoy, 2010). P. mughlae’ye ait sonuglar
bizim sonuc¢larimizla karsilastirildiginda tiim  ekstraksiyon metodlarinda D.
caryophyllus "un daha yiiksek fenolik ve flavonoid igerige sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
caligmada sokslet ve ultrasonikasyon metotlarinda en diisiik toplam fenolik igerik etil
asetat Oziitlerinde tespit edilmistir. Ye ve ark. (2015) tarafindan Helianthus annuus’un
antioksidan ve fenolik igerik tizerine c¢oziiciilerin etkisinin arastirildigi ¢alisma bu
sonucumuzu destekler niteliktedir. Maserasyon ekstraksiyon metoduna baktigimizda ise
en diisiik fenolik igerik su Oziitiinde tespit edilmistir ve bu bulgu Do ve ark. (2014)

yaptiklar ¢aligma ile uyum gostermektedir.



Tablo 4.1. D. calocephalus’un 6ziit verimleri

Metotlar Coziicii Verim (%)
Etilasetat 1.64
Maserasyon Metanol 9.46
Su 6.89
Etilasetat 2.63
Sokslet Metanol 12.07
Su 9.87
Etilasetat 2.09
Ultrasonikasyon Netanol =13
Su 8.52

Tablo 4.2. D. calocephalus’un toplam fenolik igerigi

Metotlar Coziicii Toplam fenolik icerik
(mgGAE/qg)
Etilasetat 33.08+0.10
Maserasyon Metanol 39.35+0.44
Su 26.47+0.42
Etilasetat 27.95+0.45
Sokslet
Metanol 40.04+0.59
Su 33.27+0.89
Etilasetat 24.18+0.19
Ultrasonikasyon
y Metanol 40.25+0.34
Su 37.554+0.62

"Aritmetik ortalama+S.D. GAE: Gallik asit esdegeri.
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Sekil 4.2. D. calocephalus’un ekstraksiyon metodlart ve ¢oziicii yoniinden toplam

flavonoid igerigin karsilastirilmasi

4.2. Kolinesteraz (AChE ve BChE) inhibitor aktivite

Alzheimer hastaligi nérodejeneratif bir hastaliktir (Kumar ve Singh, 2015) ve bu
hastalig1 tedavi etmede giincel egilimler bu hastaliklarin semptomlarin azaltilmasi
yoniindedir (Allgaier ve Allgaier, 2013; Schneider ve ark., 2014). Bu yiizden,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerinin inhibisyonu Alzheimer hastalarinin
tedavisi i¢in temel strateji olarak distiniilmektedir (Contestabile, 2011). Bu tez
caligmasinda D. calocephalus’un kolinesteraz inhibitor aktivitesi farkli ekstraksiyon
metodlar ve farkli ¢oziici kullanilarak asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz
enzimlerine kars1 belirlenmistir.

Maserasyon ~ metodu  sonuglarma  bakildiginda, D. calocephalus’un
asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi, etil asetat (1.48 mgGALAE/g) > metanol (1.34
mgGALAE/g) > su (0.03 mgGALAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler
karsilastirildiginda en yiiksek asetilkolinesteraz inhibitor aktivite etil asetat Oziitiinde
belirlenmistir (Tablo 4.4).

Sokslet metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un asetilkolinesteraz
inhibitor aktivitesi, etil asetat (1.45 mgGALAE/g) > metanol (1.44 mgGALAE/g) > su
(0.46 mgGALAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en yiiksek

asetilkolinesteraz inhibitor aktivite etil asetat 6ziitiinde belirlenmistir (Tablo 4.4).
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Ultrasonikasyon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un
asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesi, etil asetat (1.48 mgGALAE/g) > metanol (1.42
mMgGALAE/g) > su (0.43 mgGALAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler
karsilastirildiginda en yiiksek asetilkolinesteraz inhibitor aktivite etil asetat Oziitiinde
belirlenmistir (Tablo 4.4).

Maserasyon  metodu  sonuglarma  bakildiginda, D. calocephalus’un
biitirilkolinesteraz inhibitor aktivitesi, su (2.48 mgGALAE/g) > etilasetat (2.46
mMgGALAE/g) > metanol (1.16 mgGALAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler
karsilastirildiginda en yiiksek Dbiitirilkolinesteraz inhibitér aktivite su Oziitiinde
belirlenmistir (Tablo 4.5).

Sokslet metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un biitirilkolinesteraz
inhibitor aktivitesi, etil asetat (2.74 mgGALAE/gQ) > su (2.42 mgGALAE/g) > metanol
(1.14 mgGALAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en yiiksek
biitirilkolinesteraz inhibitor aktivite etil asetat 6ziitiinde belirlenmistir (Tablo 4.5).

Ultrasonikasyon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un
biitirilkolinesteraz inhibitdr aktivitesi, su (2.49 mgGALAE/g) > etil asetat (2.44
MgGALAE/g) > metanol (1.13 mgGALAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler
karsilagtirildiginda en yiiksek biitirilkolinesteraz inhibitdr aktivite etil asetat oziitiinde

belirlenmistir (Tablo 4.5).

Literatiire baktigimizda bu tez ¢alismasinda kullandigimiz Dianthus cinsinin
farkli  tiirlerinde  kolinesteraz  inhibisyonlarina  yonelik  herhangi  bir  bilgi
bulunmamaktadir. Fakat Dianthus ile ayni familyadan farkli bitkilerin Kolinesteraz
aktiviteleri rapor edilmistir. Ornegin, Spergularia rubra’nin hidrometanolik 6ziitiiniin
AChE (EC2:3.68 mg/g) ve BChE (EC2:4.29 mg/g) enzim inhibisyon aktiviteleri
belirlenmistir (Vinholes ve ark., 2011). Hajimehdipoor ve ark. (2016), Iran’dan toplanan
cesitli bitkilerin antioksidan ve anti-kolinesteraz aktivitelerini {izerine yapilan ¢aligsmalar
icinde Caryophyllaceae familyasina ait Dbitkiler (Acanthophyllum bracteatum,
Gypsophila polyclada, Silene chlorifolia ve S. propinqua) AChE enzimine karsi
inhibitor aktivite gostermemistir. Portekiz’den toplanan Paronychia argentea’nin
(Caryophyllaceae) ugucu yaginin, etanol ve su oziitlerinin farkli konsantrasyonlarda
AChE enzimine karsi inhibitor aktiviteleri belirlenmistir. Su oziitinde 0.5 mg/ml
konsantrasyonda aktivite gozlenmezken, 1 mg/ml konsantrasyonda % 7.8 ve 5 mg/mi

konsantrasyonda ise %26.1 inhibisyon aktivite gozlenmistir. Su 6ziitiinde konsantrasyon
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arttikca AChE enzim inhibisyon aktivitesin de arttigi gozlenmistir. P. argentea’nin
ucucu yagi ise 0.5 mg/ml de % 44.6 ve 1 mg/ml de % 49.5 aktivite gostermistir. Etanol
oziitii ise 0.5 mg/ml konsantrasyonda %48.7 ile en yliksek aktiviteyi gostermistir.
(Ferreira ve ark., 2006). Calismamizdaki farkli ekstraksiyon metotlar1 AChE enzim
inhibitor aktivitesi agisindan karsilagtirildiginda yakin sonuclar gosterdigi goriilmiistir.
AChE enzim inhibitor aktivitesinde ti¢ metot i¢inde en disiik aktivite su Oziitiinde
belirlenmistir ve bu sonu¢ daha Once yapilan ¢esitli caligmalar tarafindan
desteklenmektedir (Badrul ve Ekramul, 2011; Zengin ve ark., 2014; Uysal ve
Aktumsek, 2015). Sonuglara gore, D. calocephalus 6ziitlerindeki non-polar bilesiklerin

AChE enzim inhibitor aktiviteden sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir.

Tablo 4.4. D. calocephalus’un asetilkolinesteraz inhibisyonu

Metotlar Coziicii Asetilkolinesteraz inhibisyonu
(mgGALAE/Q)
Etilasetat 1.48+0.06
Maserasyon Metanol 1.34+0.01
Su 0.03+0.01
Etilasetat 1.45+0.03
ksl
Sokslet Metanol 1.44+0.03
Su 0.46+0.02
Etilasetat 1.48+0.01
Itrasonik n
Ultrasonikasyo Metanol 1.42+0.01
Su 0.43+0.01

"Aritmetik ortalama+S.D. GALAE: Galatamin esdegeri.
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calocephalus’un ekstraksiyon metodlari ve ¢Oziicli yoOniinden

Tablo 4.5. D. calocephalus’un biitirilkolinesteraz inhibisyonu

Metotlar Coziicii Biitirilkolinesteraz inhibisyonu
(mgGALAE/qQ)
Etilasetat 2.46+0.04"
Maserasyon Metanol 1.16£0.03
Su 2.48+0.01
Etilasetat 2.74+0.03
Sokslet
Metanol 1.14+0.03
Su 2.42+0.03
Etilasetat 2.4440.01
Ultrasonikasyon
y Metanol 1.13+£0.04
Su 2.49+0.01

"Aritmetik ortalama+S.D. GALAE: Galatamin esdegeri.
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Sekil.4.4. D. calocephalus’un ekstraksiyon metodlar1 ve ¢oziicii yOniinden

biitirilkolinesteraz inhibisyonun karsilastirilmasi

4.3. Antidiabetik aktivite (a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibitor aktivite)

Diabet ve onunla iligkili komplikasyonlarin tedavisinde kan glukoz seviyesinin
kontrolii onemlidir (Ortiz-Andrade ve ark., 2007). a-amilaz ve a-glukozidaz gibi
karbohidrat metabolizmasina katilan enzimlerin inhibisyonu hipergliseminin
azaltilmasinda 6nemli bir terapétik yaklagimdir (Kwon ve ark., 2007). Bu baglamda bu
tez ¢alismasinda a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri kullanilarak D. calocephalus’un
farkli metotlara ve ¢6ziiciiye bagli olarak in vitro antidiabetik aktivitesi aragtirilmigtir.

Maserasyon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un a-amilaz
enzim inhibitdr aktivitesi, etil asetat (0.76 mmolACAE/g) > metanol (0.41
mmolACAE/g) > su (0.12 mmolACAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler
karsilagtirildiginda en yiliksek o-amilaz enzim inhibitdr aktivitesi etil asetat oziitiinde
gozlenmistir (Tablo 4.6).

Sokslet metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un a-amilaz enzim
inhibitor aktivitesi, etil asetat (0.84 mmolACAE/g) > metanol (0.42 mmolACAE/g) > su
(0.20 mmolACAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en yiiksek a-

amilaz enzim inhibitor aktivitesi etil asetat 6ziitlinde gozlenmistir (Tablo 4.6).
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Ultrasoniksayon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un a-amilaz
enzim inhibitér aktivitesi, etil asetat (0.62 mmolACAE/g) > metanol (0.39
mmolACAE/g) > su (0.11 mmolACAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler
karsilastirildiginda en yiiksek a-amilaz enzim inhibitor aktivitesi etil asetat Oziitiinde
gozlenmistir (Tablo 4.6).

Maserasyon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un a-glukozidaz
enzim inhibitér aktivitesi, metanol (4.72 mmolACAE/g) > etil asetat (1.20
mmolACAE/g) > su (1.00 mmolACAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler
karsilagtirildiginda en yiiksek a-glukozidaz enzim inhibitdr aktivitesi metanol 6ziitiinde
gozlenmistir (Tablo 4.7).

Sokslet metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un o-glukozidaz
enzim inhibit6r aktivitesi, metanol (5.51 mmolACAE/g) > su (2.48 mmolACAE/g) >
etil asetat (0.88 mmolACAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en
yiiksek a-glukozidaz enzim inhibitdr aktivitesi metanol 6ziitiinde gozlenmistir (Tablo
4.7).

Ultrasonikasyon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un a-
glukozidaz enzim inhibitor aktivitesi, metanol (5.84 mmolACAE/g) > etil asetat (2.42
mmolACAE/g) > su (0.36 mmolACAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler
karsilastirildiginda en yiiksek a-glukozidaz enzim inhibitor aktivitesi metanol 6ziitiinde
gozlenmistir (Tablo 4.7).

Calismamizin sonuglar degerlendirildiginde, a-amilaz enzim inhibitor aktivitesi
tim ekstraksiyon metodlarda etil asetat Oziitinde yiiksek c¢ikmistir (Tablo 4.5).a-
glukozidaz enzim inhibitdr aktivitesine bakildiginda ise metanol Oziitli en yiiksek
inhibisyon aktiviteyi gostermistir (Tablo 4.6). Genel olarak tiim metodlarda su
oziitlerinin diisiik a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibitdr aktiviteye sahip olduklar
goriilmiistiir. Benzer sonuglar daha onceki ¢alismalarda da rapor edilmistir (Uysal ve
Aktumsek, 2015; Llorent-Martinez ve ark., 2016). Kazeem ve Ashafa (2015) yaptiklari
bir ¢aligmada Giiney Afrika’da diabet tedavisi i¢in kullanilan Dianthus cinsinden D.
basuticus’un farkli 6ziitlerinin in vitro antidiabetik aktivitesini a-amilaz ve a-glukozidaz
enzimlerine kars1 ¢alismislardir ve sonuglar ICsy olarak hesaplanmistir. D. basuticus
etanol Oziitii a-amilaz enzimine karsi gii¢lii inhibitor aktivite sergilemistir (ICs0:34.02
png/ml). a-glukozidaz enzim inhibitdr aktiviteye bakildiginda ise su oziiti 1Cs0:6.59
ng/ml deger ile en yiiksek aktivite gostermistir. Yine Caryophyllaceae familyasindan

olan S. rubra’nin hidrometanolik 6ziitii doza bagl olarak a-glukozidaz enzim inhibitor
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aktivite gostermistir (Vinholes ve ark., 2011). Afifi ve ark. (2005) Urdiin’de diabet
tedavisinde geleneksel olarak kullanilan Caryophyllaceae familyasindan Paronychia
argentea’nin in vivo olarak antidiabetik aktivitesini belirlemislerdir. Bu ¢alismalar
acikca Caryophyllaceae iiyelerinin diabet tedavisinde etkin dogal ajanlar yeni bakis
acilar1 saglayacak ve ileride yapilacak caligmalara 1sik tutacaktir. Bu noktadan

hareketle, tez ¢alismamiz literatiire katki saglama agisindan 6nem arz etmektedir.

Tablo 4.6. D. calocephalus’un a- amilaz inhibisyonu

Metotlar Coziicii Amilaz inhibisyonu
(mmolACAE/Q)
Etilasetat 0.76+0.05"
Maserasyon Metanol 0.41+0.01
Su 0.12+0.01
Etilasetat 0.84+0.01
ksl
Sokslet Metanol 0.4220.02
Su 0.20+0.01
Etilasetat 0.62+0.01
Ultrasonikasyon
y Metanol 0.39:0.01
Su 0.11+0.01

"Aritmetik ortalama+S.D. ACAE: Akarboz esdegeri.
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inhibisyonun karsilastirilmasi

Tablo 4.7. D. calocephalus’un a-glukozidaz inhibisyonu

Metotlar Coziicii Glukozidaz inhibisyonu
(mmolACAE/qQ)
Etilasetat 1.20+0.27
Maserasyon Metanol 4.72+0.50
Su 1.00+0.07
Etilasetat 0.88+0.21
Sokslet Metanol 5.51+0.03
Su 2.48+0.26
Etilasetat 2.42+0.14
Ultrasonikasyon Metanol 5.84+0.17
Su 0.36+0.02

"Aritmetik ortalama+S.D. ACAE: Akarboz esdegeri.
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Sekil 4.6. D. calocephalus’un ekstraksiyon metodlari ve ¢oziicii yoniinden a-glukozidaz

inhibisyonu karsilagtirilmasi

4.4. Tirozinaz inhibitor aktivite

Tirozinaz bakir iceren bir enzimdir ve melanin sentezinin anahtar enzimidir.
Dolayisiyla tirozinaz inhibisyonu melanojenez ve deri hastaliklarinin kontroliinde
onemli bir yaklagimdir (Kim ve Uyama, 2005). Ayrica tirozinaz inhibitorleri gidalarin
esmerlesmesini azaltmak i¢in kimyasal ajanlar olarak da siklikla kullanilmaktadir (Kim
ve ark., 2002; Lim ve ark., 2009). Bu baglamda tez ¢alismasmizda D. calocephalus’un
diger enzim inhibitdr aktivitelere ek olarak tirozinaz enzim inhibitor aktivitesi de
belirlenmistir.

Maserasyon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un tirozinaz
enzim inhibitor aktivitesi, etil asetat (37.01 mgKAE/g) > metanol (36.41 mgKAE/g) >
su (21.83 mgKAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en yiiksek
tirozinaz enzim inhibitor aktivitesi etil asetat oziitiinde gozlenmistir (Tablo 4.8).

Sokslet metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un tirozinaz enzim
inhibitor aktivitesi, etil asetat (40.48 mgKAE/g) > su (37.49 mgKAE/g) > metanol
(36.24 mgKAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en yiiksek
tirozinaz enzim inhibitor aktivitesi etil asetat oziitiinde gozlenmistir (Tablo 4.8).

Ultrasonikasyon metodu sonuglarina bakildiginda, D. calocephalus’un tirozinaz
enzim inhibitor aktivitesi, etil asetat (39.12 mgKAE/g) > metanol (36.94 mgKAE/g) >
su (23.05 mgKAE/g) seklinde siralanmaktadir. Oziitler karsilastirildiginda en yiiksek

tirozinaz enzim inhibitor aktivitesi etil asetat 6ziitiinde goézlenmistir (Tablo 4.8).
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Ekstraksiyon metotlarinda gozlenen inhibisyon yetenekleri karsilastirildiginda
genel olarak etil asetat oziitiiniin daha giiglii tirozinaz enzim inhibitér aktivitesi
gosterdigi  goriilmiistiir  (Sekil 4.7). Sonucumuz ¢esitli ¢alismalar tarafindan
desteklenmektedir (Uysal ve Aktumsek, 2015; Zengin ve ark., 2015). Literatiir taramasi
yapildiginda Dianthus cinsi iizerine tirozinaz enzim inhibitér aktivite ¢aligmasi
bulunmamaktadir.

Tablo 4.8. D. calocephalus’un tirozinaz inhibisyonu

Metotlar Coziicii Tirozinaz inhibisyonu
(mgKAE/qg)
Etilasetat 37.01x1.02"
Maserasyon Metanol 36.41=+1.11
Su 21.83+0.52
Etilasetat 40.48+1.33
Sokslet Metanol 36.24+1.10
Su 37.49+0.57
Etilasetat 39.12+0.56
ult ik
rasonikasyon Metanol 36.94+1.26
Su 23.05+0.57

"Aritmetik ortalama+S.D. KAE: Kojik asit esdegeri.

50 1
E=1 Etil asetat

EX Metanol
E3 su

mgKAE/g

Maserasyon

Sekil 4.7. D. calocephalus’un ekstraksiyon metodlari ve ¢oziicii yoniinden a-glukozidaz

inhibisyonu karsilastirilmasi



40

5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Dianthus cinsi astim, gastrointestinal bozukluklar ve Okstirik gibi ¢esitli
hastaliklarin  tedavisinde geleneksel olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte
Tirkiye’de Dianthus cinsinin enzim inhibitor aktiviteleri iizerine herhangi bir bilimsel
veri bulunmamaktadir. Bu baglamda tez ¢alismamiz biiyilk 6nem tasimaktadir ve ilk
rapor niteligindedir. Bu ¢alismada D. calocephalus’un ¢esitli enzim inhibitor aktiviteleri
tic farkli metot (maserasyon, sokslet ve ultrasonikasyon) ve ¢oziicii (etil asetat, metanol
ve su) kullanilarak belirlenmistir. Ayrica D. calocephalus’un fenolik ve flavonoid
igerikleri de belirlenmistir. D. calocephalus’un kolinesteraz inhibitor aktivitesi AChE ve
BChE enzimlerine karsi belirlenmistir. Antidiabetik aktivitesi ise o-amilaz ve o-
glukozidaz enzimleri kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica anti-tirozinaz enzim
inhibitor aktivitesi de belirlenmistir. D. calocephalus’un ekstraksiyon verimi igin en
etkili metottun sokslet oldugu belirlenmistir. Enzim inhibit6r aktiviteleri i¢in metotlar
karsilastirildiginda benzer sonuglar elde edilmistir ve sonuglar ¢oziicliye bagli olarak
farklilik gostermistir. Genel olarak etil asetat ve metanol oziitleri su Oziitiine kiyasla

daha yiiksek enzim aktivite gostermistir.

5.2. Oneriler

Bu tez c¢alismasinda D. calocephalus’un enzim inhibitér aktivitesi ve
fitokimyasal profili {izerine farkli metotlarin ve c¢oziiciilerin etkisi arastirilmistir.
Sonuglar degerlendirildiginde, D. calocephalus’un 6nemli enzim inhibitér aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum, bitkisel tiirevli yeni enzim inhibit6rlerinin
tespitine 6nemli katkilar saglayacaktir. Caligmamizda kullandigimiz maserasyon ve
sokslet metotlar1 geleneksel, ultrasonikasyon metodu ise modern ekstraksiyon
metodudur. Geleneksel metotlar modern metotlarla karsilastirildiginda asir1 zaman,
ornek ve ¢oziicii tiikketiminden dolayr kapsamli ve zahmetli olduklar1 rapor edilmistir.
Sonug olarak, diinyada arastirmacilar bitkisel materyallerden fenoliklerin ekstraksiyonu
igin etkili siirdiiriilebilir modern teknikler ile ilgilenmektedirler. Modern ekstraksiyon
teknikleri hizli, kullanigh, ekonomiktir. Bu baglamda tez ¢calismamiz enzim inhibitorleri
ve bunlarin ekstraksiyonlar1 iizerine yapilacak gelecek calismalara baglangi¢ noktasi

olacak ve yeni ufuklar acacaktir.
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