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Oz: Bu galismanin amac, Tiirkiye’de yetisen Campanula lyrata Lam. subsp. lyrata’nim toprak iistii kisimlarindan elde edilen
metanol ve su ekstrelerinin antioksidan ve enzim inhibe edici aktivitelerini arastirmaktir. Ekstrelerin in vitro antioksidan
aktiviteleri toplam fenol ve flavonoit miktar tayini, 2-2"-difenil-1-pikirhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-
6-sulfonik asit) (ABTS), demir selasyon ve p-Karoten/linoleik asit emiilsiyon yontemleri kullanilarak test edilmistir.
Ekstrelerin enzim inhibe edici aktivitelerinde ise, Alzheimer hastaligiyla iliskili olan asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz
enzimleri; diyabet hastaligiyla iliskili a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri; cilt beyazlatici olarak kozmetikte dnemli bir
yere sahip olan tirozinaz enzimi test edilmis ve 96-kuyucuklu plaka yontemi kullanilmistir. Arastirma sonuglarmma gore,
C. lyrata subsp. lyrata’nin metanol ve su ekstrelerinin DPPH ve demir selasyon aktivitesi diginda referans maddeyle
karsilastirilabilir diizeyde antioksidan aktivitelere sahip olduklari tespit edilmistir. Ayrica, ekstrelerin a-amilaz ve tirozinaz
enzimleri lizerinde daha belirgin aktivite gosterdikleri ve diger enzimlere kiyasla daha fazla inhibe edici etkilere sahip
olduklar1 gozlenmistir. Sonug¢ olarak calismamiz, C. lyrata subsp. lyrata iizerinde aktiviteden sorumlu bilesiklerin
arastirilmasina yonelik ilerideki calismalara katki saglayacak nitelik tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Campanula lyrata, radikal siipiiriicii, tirozinaz, kolinesteraz, a-amilaz, a-glukozidaz

Determination of Enzyme Inhibition Effects and Antioxidant Activities of
Campanula lyrata Lam. subsp. lyrata Grown in Turkey

Abctract: The aim of this study was to investigate on the antioxidant and enzyme inhibitory activities of methanol and
water extracts obtained from aerial parts of Campanula lyrata Lam. subsp. lyrata grown in Turkey. In vitro antioxidant
activities of the extracts were tested using total phenol and flavonoid content, 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), iron chelation and S-Carotene/linoleic acid emulsion methods.
As for the enzyme inhibitory activities of the extracts, acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase enzymes associated
with Alzheimer's disease; a-amylase and a-glucosidase enzymes associated with diabetes; the tyrosinase enzyme which
have an important role in cosmetics as skin whitening were tested, and the 96-well plate method were used. According to
the results, it was detected that methanol and water extracts of C. lyrata subsp. lyrata have antioxidant activities as
comparable with the reference compound except for DPPH and iron chelation activity. In addition, it was observed that
the extracts showed more prominent activity on a-amylase and tyrosinase enzymes, and had more inhibitory effects than
other enzymes. As a result, our study has the quality to contribute to the further studies on C. lyrata subsp. lyrata for the
investigation of the compounds responsible for the activity.

Keywords: Campanula lyrata, radical scavenger, tyrosinase, cholinesterase, a-amylase, a-glucosidase
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1. Giris
Campanulaceae Jussieu familyast 84 cins ve
yaklastk 2400  bitki  tlirini biinyesinde

barindirmaktadir. Bu familyanin en genis cinsini
olusturan Campanula L. cinsi, diinyada ¢ogunlukla
kuzey yarim kiirenin 1liman ve subtropikal
bolgelerinde ve Akdeniz bdlgesinde yayilis
gostermekte olup, yaklasik 420 tiir ile temsil
edilmektedir (Lammers, 2007). Genellikle otsu olan
ve gosterigli ¢iceklere sahip olan bu cins,
Tiirkiye’de ¢ok sayida tiir icermesinin yanisira
endemizm oranimnin yiiksek olmasi nedeniyle de
onemlidir. Tirkiye’de bu cinse ait yaklasik yarisi
endemik olmak {izere 127 tiir yetismektedir (ikinci,
2012; Yildirim, 2013; Yildirim ve Senol, 2014;
Mutlu ve Karakus, 2015). Tirkiye ve Kafkasya
dahil olmak tizere Dogu Akdeniz Bolgesinde dogal
olarak yetisen Campanula tirlerinin  geng
yapraklar1 Tiirkiye’de Manisa ydresinde sebze
olarak tiiketilirken; Italya’da ise bu tiirler salata
veya ¢orba olarak baska bitkilerle karisim halinde
gida amaglh tiikketilmektedir (Roquet ve ark., 2009;
Alcitepe, 2011; Guarrera ve Savo, 2016; Targan ve
ark., 2018). Campanula tiirleri, tonsilit, larenjit ve
brongit gibi c¢esitli hastaliklarin  tedavisinde
geleneksel olarak kullanilmaktadir (Roi, 1955).
Tirkiye’de “can ¢igegi” Tiirkge ismi ile de bilinen
Campanula  tiirleri  enflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde kullanildig1 gibi yara iyilestirici olarak
da kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Ayrica
Campanula  tirlerinin  uyarici,  ferahlatici,
antialerjik, antiflojistik, antioksidan, spazmolitik,
antiviral, sitotoksik, antinosiseptif, antimikrobiyal
ve emetik 6zelliklere sahip oldugu da bilinmektedir
(Benli ve ark., 2008; Dumlu ve ark., 2008; Park ve
ark.,, 2010). Campanula tirleri, polifenoller
(flavonoit aglikonlar1 ve onlarmn glikozitleri, fenolik
asitler ve onlarm esterleri, fenilpropanoit tiirevleri),
steroitler, triterpenler ve poliasetilenler gibi gesitli
sekonder metabolitleri igermektedir (Dumlu ve ark.,
2008; Cuendet ve ark., 2001; Yayli ve ark., 2005;
Tosun ve ark., 2011).

Campanula cinsi, Tiirkiye Florasi’nda farkl
morfolojik 6zelliklerine gére dokuz gruba (A, B, C,
D, E, F, G, H ve 1) ayrilmistir (Damboldt, 1978).
Grup A [Sect. Quinqueloculares] 11 tiir ve alttiirii
icermekte olup, bunlardan 10’u Tirkiye ve
Yunanistan’da endemiktir (Damboldt, 1978; Davis
ve ark., 1988; Giiner ve ark., 2000). C. lyrata Lam.
subsp. lyrata tzerinde yapilmig oldukga sinirli
sayida botanik ve farmakognozik ¢alisma vardir.
Bunlardan, bu tiiriin tohum ve polen morfolojileri
iizerine yapilan taksonomik degerlendirmelerin
(Erkara ve ark., 2008; Alcitepe, 2010) yanisira,
antienflamatuvar ve yara iyi edici etkilerinin,
antioksidan ve antimikrobiyal (Benli ve ark., 2008;
Suntar ve ark., 2015; Taskin ve Bitis, 2016)

aktivitelerinin ~ ekstre  diizeyinde
calismalar da bulunmaktadir.

incelendigi

Bu g¢alisgmanin amaci, C. lyrata subsp. hyrata
bitkisinin toprak {istii kisimlarindan elde edilen
metanol ve su ekstrelerinin, in vitro antioksidan
aktivitelerinin ve ¢esitli enzimleri inhibe edici
etkilerinin incelenmesidir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bitki materyali

Calismada kullanilan Campanula lyrata Lam.
subsp. /yrata (¢an ¢icegi) Nisan ayinda Antalya’nin
batissnda  yer alan  Yarikpmnar  kanyonu
lokasyonundan 2018  yilinda  toplanmistir
[Herbaryum No: 26914 (KNYA) 12.04.2018].
Bitkinin tiir tayini Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hayri
DUMAN  tarafindan  yapilmistir. ~ Golgede
kurutulduktan sonra ekstraksiyon i¢in uygun hale
getirmek amaciyla degirmende ogiitillerek toz
haline getirilmistir.

2.2. Metanol ve sulu ekstrelerin hazirlanmasi

Toz haline getirilmis 10 g bitki materyali, oda
sicakliginda 24 saat siireyle metanol ile iki kez
maserasyona birakilmistir. Karisim kaba filtre
kagidindan stiziildiikten sonra, ¢oziiciisii 40 °C’de
vakum altinda evaporator yardimryla
uzaklastirilmis ve metanol ekstresi elde edilmistir.
Kalan bitki kisimlari distile su ile iki kez tekrar
maserasyon yontemi ile ekstre edilmistir.
Siiziintiiler evaporatdr yardimiyla yogunlastirilarak
etlivde kurutulmus ve su ekstresi elde edilmistir.
Tim ekstreler, deneyler yapilincaya kadar -20°C’de
saklanmistir.
aktivitelerin

23. In vitro antioksidan

belirlenmesi
2.3.1. Toplam fenolik iceriginin belirlenmesi

Ekstrelerin toplam fenolik bilesimi, Clarke ve
ark. (2013) tarafindan uygulanan Folin-Ciocateu
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Her ekstrenin
10 uL (2 mg mL")’si, 100 uL Folin-Ciocalteu
reaktifi (su ile on kez seyreltilmig) ile
karistirilmistir. 5 dakika reaksiyondan sonra, 100
pL sodyum karbonat (% 7.5) ilave edilmistir.
Karisim 60 dakika daha inkiibe edildikten sonra,
absorbanst 650 nm’de Olglilmiistiir. Deneyler ii¢
paralel halinde gergeklestirilmistir. Standart egri,
dimetil siilfoksit (DMSO) iginde 1-1000 pg mL'!
gallik asit ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanmistir.
Ekstrelerin toplam fenolik igerigi, ekstrenin kuru
agirligr basina gallik asit esdegeri [mg gallik asite
esdeger (GAE) g! kuru ekstre agirligi] olarak ifade
edilmistir.
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2.3.2. Toplam flavonoit i¢eriginin tespiti

Ekstredeki  toplam  flavonoit  igeriginin
belirlenmesi i¢in, Yang ve ark. (2011) tarafindan
bildirilen Aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi
kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi olusturmak igin,
Kersetin’in 1 mg mL™! stok ¢dzeltisinden 0.0625 mg
mL, 0.125 mg mL"!, 0.25 mg mL"!, 0.5 mg mL"!
ve 1 mg mL"! seri ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Etanol
ile hazirlanan test ¢ozeltisi (150 pL, 0.3 mg mL™")
ile esit hacimde % 2’lik AICl; ¢ozeltisi 96
kuyucuklu plaka iizerinde karigtirllmigtir. Oda
sicakliginda 15 dakika inkiibasyondan sonra,
absorbans 435 nm’de Ol¢iilmiistiir. Ekstrelerin
toplam flavonoit icerigi, ekstrenin kuru agirlig:
basina kersetin esdegeri [mg kersetine esdeger
(QE) g'! kuru ekstre agirligi] olarak hesaplanmistir.

2.3.3. DPPH radikal siipiiriicii aktivite

Ekstrelerin 2-2"-difenil-1-pikirhidrazil (DPPH)
radikal siipliricii potansiyeli Clarke ve ark.
(2013)’nin yontemiyle belirlenmistir. DMSO ile
seyreltmek lizere 20 pL test ¢ozeltisi, 180 uL. DPPH
¢Ozeltisi (metanol igerisinde 40 pug mL") ile 96
kuyucuklu plakada karistirilmistir. Plakalar 15
dakika karanlikta bekletildikten sonra,
absorbanslart mikroplaka okuyucu ile 540 nm'de
Olciilmiistiir. Test 6rnegi yerine DMSO kor olarak;
DMSO'da ¢ozdiiriilmiis kersetin standart olmak
iizere paralel olarak yiiriitilmistir. Sonuclar,
Esitlik 1 kullanilarak hesaplanmis, ekstrelerin
DPPH radikal siipiirticii etkileri (DPPH,..) % olarak
ifade edilmistir.

DPPH;se= [(AbSkontrol'AbStesl) / AbSKontrol ] x 100 (1)

Kontrol absorbansi, test maddesini igermeyen
tiim ¢o6zeltilerdir. Numune absorbansi ise, bitki
ekstresi veya kersetin standartinin absorbansidir.

2.3.4. ABTS radikal siipiiriicii aktivite

Ekstrelerin 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-
6-sulfonik asit) (ABTS) siipiiriicii aktivitesini
belirlemek i¢in Re ve ark. (1999)’nin uyguladig:
yontem kullanilmistir. Test ornekleri DPPH
yonteminde oldugu gibi hazirlanmistir. ABTS*
radikali stok ¢ozeltisi, 15 mL 7 mM ABTS ve 264
pL 140 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisinin, oda
sicakliginda 16  saat boyunca karanlikta
bekletilmesiyle hazirlanmigtir.  ABTS" radikali
¢alisma soliisyonu ise deneyden hemen once stok
¢ozeltisinden metanol ile seyreltilerek absorbansin
734 nm’de 0.70 + 0.02 olmasini saglayacak sekilde
ayarlanmistir. Numune ¢ozeltisinden 50 pL alinarak
96 kuyucuklu plakada, 100 pL ABTS c¢alisma
soliisyonu ile karigtirtlmistir. Karisim 10 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra, absorbans 734
nm’de Olgiilmiistiir. Ekstrelerin ABTS siipiiriicii
aktivitesi referans madde butiril hidroksi toluen

(BHT) ile karsilagtirtlmistir.  ABTS  radikal
stipiirici  aktivite (ABTS"..) Esitlik 2’ye gore
hesaplanmis ve % olarak ifade edilmistir.

ABTS"se= [(AbSkomrol-AbStest) / AbsKontrol ] x 100 (2)

2.3.5. Demir selasyon aktivitesi

Ekstrelerin demir selasyon aktivitesi, ferrozin-
Fe?" kompleksinin olusumu ve etkilesimleri ile
belirlenmistir (Chai ve ark., 2014). Kisaca, 200 puL
0,1 mM FeSOs, 200 pL bitki ekstresi ve 400 pL 0.2
mM ferrozin, bir test tiipiinde karigtirilarak 25
°C’de reaksiyona birakildiktan sonra, karisimin
absorbansi, 562 nm’de 10 dakikalik inkiibasyondan
sonra Ol¢iilmiistiir. Etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA), pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Ekstrelerin demir selasyon kapasitesi (DSK, %)
Esitlik 3’e gore hesaplanmistir.

DSK: [(Akontml'Atest) / Akontml] x 100 (3)

Esitlikte Axonwol, test Ornegi olmayan tiipiin
absorbansi; At ise test Orneginin absorbansini
ifade etmektedir.

2.3.6. f-Karoten / linoleik asit emiilsiyon yontemi

Ekstreler, sentetik antioksidan troloks, 2 mg
mL"! konsantrasyonda metanol icinde
hazirlanmistir. Dibi diiz agz: silifli balona 0.4 mg
f-karoten tartilarak, tzerine 2 mL kloroform
eklenerek ¢oziilmiistiir. Kuvvetlice calkalandiktan
sonra kloroform 40 °C’de disik vakumda
evaporatdr yardimiyla uzaklastirilmigtir, sonra
iizerine 40 mg linoleik asit, 400 mg Tween 80 ve
100 mL deiyonize su eklenerek kuvvetlice
calkalanmistir. Kontrol soliisyonu igin f-karoten
icermeyen tim bilesenler ayni prosediire gore
hazirlanmistir.  Trolox, pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Test tliplerine 200 pL bitki ekstresi,
butil hidroksi anisol (BHA), butil hidroksi toluen
(BHT) ¢ozeltileri ve 4.8 mL f-karoten emiilsiyon
¢ozeltisi eklenmistir. Karisim, su banyosunda 50
°C’de inkiibe edilmistir. Test tiiplerinin ve kontrol
¢ozeltisinin absorbansi, baslangic (to) ve 120.
dakika (ti20) i¢in 470 nm'de okunmustur. Absorbans
degisim orant ve dolayisiyla % oksidasyon
inhibisyon katsayilar1 Esitlik 4’e gore (Martins ve
ark., 2015, Pires ve ark., 2016) hesaplanmistir.

Inhibisyon (%)= (a/b) x 100 4)

Esitlikte a, 120 dakika inkiibasyondan sonraki
absorbansi; b, karigimin ilk absorbansini ifade
etmektedir.

2.4. In vitro enzim inhibe edici aktiviteleri
2.4.1. Asetilkolinesteraz inhibisyon analizi

Ekstreler, Ellman metodunun hafif
modifikasyonu ile asetilkolinesteraz enzimine karsi
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test edilmistir (Ellman ve ark., 1961). Kisaca,
cesitli konsantrasyonlardaki 20 pL bitki ekstresi,
140 pL 0.1 mM fosfat tamponu (pH= 6.8), ve
20uL asetilkolinesteraz (0.22 U mL"') enzimi
mikroplakaya eklendikten sonra karistirilarak 30
dakika inkiibe edilmistir. Mikroplakaya 10 pL 3
mM 5,5'-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
ilave edildikten sonra, reaksiyon 10 puL 0.71 mM
asetiltiyokolin iyodiir eklenerek baslatilmistir.
Asetiltiyokolin hidrolizine bagli olarak agiga ¢ikan
tiyokolinin kromojenik DTNB ile reaksiyonu
sonucu olusan sar1 bilesigin [5-tiyo-2-nitrobenzoat
dianyon (TNB)] absorbansi 412 nm'de mikroplaka
okuyucu yardimiyla OSlciilmiistiir. Pozitif kontrol
olarak galantamin; negatif kontrol olarak metanol
kullanilmistir.

2.4.2. Butirilkolinesteraz inhibisyon analizi

Ekstrelerin butirilkolinesteraz enzimini inhibe
edici aktiviteleri Ellman ve ark. (1961) tarafindan
gelistirilen spektrofotometrik yontemle
Olciilmiistiir. Analiz, asetilkolinesteraz inhibisyon
yontemiyle aynidir. Ancak enzim olarak at serumu
butirilkolinesteraz (0.22 U mL"') ve substrat olarak
butiriltiyokolin kloriir kullanilmigtir. Ayn1 sekilde,
reaksiyonun baglamasi i¢in karistgma 10 pL
butiriltiyokolin kloriir (0.22 mM) eklenmistir.
Ekstrelerin butirilkolinesteraz inhibitor etkisi, 412
nm'de spektrofotometrik dl¢iim ile belirlenmistir.

2.4.3. a-Glukozidaz inhibisyon analizi

Ekstrelerin a-glukozidaz inhibitér aktivitelerini
belirlemek i¢in Telagari ve Hullatti (2015)’in

uyguladigt 96  kuyucuklu plaka yontemi
kullanilmistir. Bu yoOntemde, substrat olarak
p-nitrofenil a-D-glukopiranozit (PNPG)

kullanilmistir. Kisaca, 50 pL 100 mM potasyum
fosfat tamponu (pH= 6.8), 10 pL aym fosfat
tamponu i¢inde hazirlanmis a-glukozidaz (1 U
mL"!, Saccharomyces cerevisiae, G5003-Sigma)
cozeltisi ve 20 pL bitki ekstresi 96 kuyucuklu
plakalara eklenmistir. Plaka 15 dakika 37 °C'de
inklibasyona birakilmistir. Daha sonra, her
kuyucuga 20 pL 5 mM PNPG eklenmistir. Plaka
37 °C’de 20 dakika daha inkiibe edilmistir.
Reaksiyon daha sonra NaCO; (50 uL, 0.1 mM)
ilavesiyle sonlandirilmistir. Absorbans 405 nm'de
Olciilmiistiir. Akarboz, pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Ekstrelerin a-glukozidaz inhibisyon
ylizdesi Esitlik 5’e gore hesaplanmuistir.

Inhibisyon (%)=[1- (AOmek'AOmek-bos) / (Akontrol-
Ae)] x 100 5)

Esitlikte Aomek: enzim ve substrat igeren test
numunesinin absorbansini; A@mek-bos, €NZIMSiZ test

numunesinin ve substratin absorbansini; Axontrol,
substratin enzim ile absorbansini (6rneksiz); Axsr,
sadece substrati iceren reaksiyon sisteminin
absorbansini ifade etmektedir.

2.4.4. a-Amilaz inhibisyon analizi

Ekstrelerin a-amilaz inhibitor aktiviteleri, Ozek
(2018) tarafindan bildirilen Caraway-Somogyi
iodine/potasyum  iyodliir = metodunun  mindr
modifikasyonu uygulanarak degerlendirilmistir.
Domuz pankreatik amilaz (A3176, Sigma) enzimi
deneyden 6nce 0.8 U mL™! konsantrasyonda olacak
sekilde fosfat tamponu (20 mM, pH= 6.9) ile
hazirlanmistir. Substrat olarak taze hazirlanmis
% 0.05 nisasta ¢ozeltisi, pozitif kontrol olarak
akarboz kullanilmistir. Ornek-bos grubu, enzim
¢Ozeltisi disinda tiim reaktif maddeleri igermekte
iken; kontrol grubu, numune ¢dzeltisi yerine reaktif
ve substrat igermektedir. 50 pL 20 mM fosfat
tamponu (pH= 6.9), 50 pL 0.8 U mL"! pankreas
amilaz enzim ¢ozeltisi ve farkli konsantrasyonda
ekstrenin 25 pL'si 96 kuyucuklu bir plakaya
eklenmistir ve 37 °C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Sonra karistma 50 pL nisasta ¢ozeltisi
eklenerek 10 dakika daha inkiibe edilmistir. Daha
sonra reaksiyon HCI (25 pL, 1 M) ilavesiyle
sonlandirilmistir. Sonunda karisima 100 pl sulu

iyot (I/KI) reaktifi eklenmistir. Karigimimn
absorbanst 630 nm’de Olglilmistiir. Ekstrelerin
o-amilaz  inhibisyon yiizdesi, a-glukozidaz
inhibisyon deneyinde verilen formiile gore
hesaplanmustir.

2.4.5. Tirozinaz inhibisyon analizi

Ekstrelerin tirozinaz enzim inhibitor aktivitesi,
Jeong ve ark. (2009)’nin tarif ettigi yonteme gore
yapilmistir. Kisaca 100 pL 100 mM fosfat tamponu
(pH= 6.8), 20 pL 250 U mL! tirozinaz enzim
¢ozeltisi ve 20 pL farkli konsantrasyondaki bitki
ekstresi 96 kuyucuklu plakaya eklenmis ve 10
dakika inkiibe edilmistir. Substrat olarak 20 pL 3
mM L-dopa eklendikten sonra, oda sicakliginda 30
dakika daha inkiibe edilmistir. Daha sonra
absorbans mikroplaka okuyucu ile 492 nm’de
Olciilmiistiir. Kojik asit, pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. ~ Ekstrelerin  tirozinaz inhibisyon
yiizdesi Esitlik 6 yardimiyla hesaplanmuistir.

Inhibisyon (%)= [1- (Aa-Ab) / (Ac-Ad)] x 100  (6)

Esitlikte Aa, enzim igeren test numunesinin
absorbansini;  Ab, enzim icermeyen test
numunesinin absorbansini; Ac, test numunesi
icermeyen enzim soliisyonunun absorbansini; Ad,
hem test numunesi hem enzim igermeyen karsimin
absorbansini ifade etmektedir.
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3. Bulgular ve Tartisma

3.1. In vitro antioksidan aktivite bulgular
3.1.1. Toplam fenol ve flavonoit icerigi

C. lyrata subsp. lyrata bitkisinin toprak iistii
kisimlarindan  elde edilen metanol ve su
ekstrelerinin toplam fenol ve flavonoit miktarlarimni
belirlemek iizere kullanilan standartlar yardimiyla
kalibrasyon denklemleri hesaplanmistir. Toplam
fenol miktarlar1 elde edilen Y= 0.003X + 0.0578
(r> = 0.998) denklemi kullamlarak gallik asite
esdeger olarak, toplam flavonoit miktarlari ise elde
edilen Y= 0.0059X + 0.0739 (r*= 0.9971) denklemi
kullanilarak kersetine esdeger olarak
hesaplanmigtir.  Bulgularimiza gére, metanol
ekstresinin toplam flavonoit miktar1 (67.02 + 4.71
mg QE g!) ve fenolik bilesik miktari (48.97 = 3.77
mg GAE g!) sulu ekstreden daha fazla bulunmustur
(Sekil 1).

®
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E Toplam fenol miktar

. Toplam flavonoit miktar

)
=
1

B
=
I

&
=
1

Toplam fenol miktarl (mg GAE/g) ve
S

Toplam flavoneit miktar1 (mg QE/g)

Sekil 1. C. lyrata subsp. lyrata bitkisinden elde
edilen metanol ve su ekstrelerinin toplam fenol ve
flavonoit miktarlar

3.1.2. DPPH ve
aktivitesi

ABTS radikal siipiiriicii

C. Iyrata subsp. lyrata’dan hazirlanan metanol
ve su ekstrelerinin DPPH radikal siipiiriici
aktivitesi 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg mL*
konsantrasyonlarda c¢aligilarak tespit edilmistir.
Bitkinin metanol ekstresi en

kersetine (% 86.04 + 0.13) gore daha diisiik
inhibisyon ile radikal siiplricii  aktivite
gosterirken, su ekstresine (% 4.56 + 0.17) gore
daha fazla aktif bulunmustur. ABTS radikal
stipliriicti aktivite yontemi de antioksidan aktivite
belirlemede sik kullanilan ydntemlerden biridir.
Bulgularimiza gére, en yiiksek konsantrasyonda
C. lyrata subsp. Ilyrata‘nin metanol (% 77.06 +
1.41) ve su (% 74.75 + 4.48) ekstrelerinin referans
madde BHT ile karsilastirildiginda neredeyse BHT
(% 88.92 £ 0.58) ile yakin aktiviteler gosterdigi;
metanol ekstresinin su ekstresine gore diisiik
konsantrasyonlarda daha etkili oldugu ve
konsantrasyon arttikca ABTS radikali siipiirme
aktivitesinin benzer degerlerde oldugu tespit
edilmigtir (Sekil 2).

3.1.3. Demir selasyon aktivitesi ve
f-karoten/linoleik asit emiilsiyon etkisi

Bulgularimiza gore, en yiiksek konsantrasyonda
C. lyrata subsp. lyrata’nin metanol (% 10.27 +
4.93) ve su (% 1091 £ 5.09) ekstrelerinin demir
selasyon aktivitesi birbirine yakin degerlerde
bulunmus olup, EDTA (% 92.03 £ 0.57) referans
maddesine oranla daha diisiik aktivitede tespit
edilmistir (Sekil 3). f-karoten/Linoleik asit yontemi
lipit peroksidasyonu inhibe edici 6zelligi gosteren
bir yontem olup, ortama hidrojen radikali vererek
radikal degredasyonu sonlandiran antioksidanin
tipini belirlemede Onem tasimaktadir. Ayrica
lipitlerdeki singlet oksijeni sipiiriicii dzelligini
tespit etmede fikir vermektedir. C. lyrata subsp.
lyrata bitkisinden elde edilen metanol ve su
ekstrelerinin  f-karoten/Linoleik asit emiilsiyon
etkisi grafigi Sekil 3’te verilmistir. Bulgularimiz
degerlendirildiginde, en yiiksek konsantrasyonda su
ve metanol ekstreleri troloks referans maddesiyle
benzer etki gostermekle beraber, metanol ekstresi
en yiiksek aktivitede bulunmustur (Sekil 3).

3.2. In vitro enzim inhibe edici aktivite bulgular:
3.2.1. Anti-kolinesteraz inhibisyon

X yiiksek Ekstrelerin asetilkolinesteraz ve

konsantrasyonda (% 35.44 + 1.17), referans madde  pyirilkolinesteraz  inhibe  edici  aktiviteleri

£ 1004 a £ 100 b

8 -]

Z g0 Z 8

= / ~#- metanol ekstresi ]

= 2

2 60 &~ su ekstresi = 60 .

:E_ R —— E_ =& metanol ekstresi
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E 204 .E 20 =+ BHT

£ : . —_— E od : :
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Sekil 2. C. lyrata subsp. lyrata bitkisinden elde edilen metanol ve su ekstrelerinin DPPH (a) ve ABTS (b)
radikal siipiiriicii aktiviteleri
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Sekil 3. C. lyrata subsp. lyrata bitkisinden elde edilen metanol ve su ekstrelerinin demir selasyon aktivitesi (a)
ve f-karoten/linoleik asit emiilsiyon etkisi (b)

Alzheimer  tedavisinde  kullanilan  ilag
galantamin ile beraber Sekil 4’te verilmektedir.
Asetilkolinesteraza karsi, metanol ve su ekstreleri
referans madde olan galantamine gore ¢ok daha
disiik  aktivite  gosterirken; en  yiksek
konsantrasyonda metanol ekstresi (% 39.59 + 8.80),

su ekstresinden (% 19.37 £ 1.48) daha fazla etkili
bulunmustur.  Butirilkolinesteraz  inhibe edici
aktivitede ise, en yiliksek konsantrasyonda metanol
(% 39.74 £ 2.08) ve su (% 29.27 + 5.02)
ekstrelerinin  her ikisi de benzer inhibisyon
gostermektedir (Sekil 4).

43 metanol ekstresi
=& su ckstresi
¥ Galantamin

Asetil kolinesterag inhibisyon (%)

0 250 500 750 1000
Konsantrasyon (ug/mL)

=B metanol ekstresi
=& su ekstresi
¥ Galantamin

Biitiril kolinesteraz inhibisyon (%)

0 150 S00 750 1000
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Sekil 4. C. lyrata subsp. lyrata bitkisinden elde edilen metanol ve su ekstresinin asetilkolinesteraz (a) ve
butirilkolinesteraz (b) inhibisyon aktivitesi

3.2.2. a-Amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon

C. lyrata subsp. Iyrata'min toprak {isti
kisimlarindan  elde edilen metanol ve su
ekstrelerinin potansiyel hipoglisemik aktivitesi, kan
sekerinin kontroliinde kilit rol oynayan iki 6nemli
enzim: o-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon
aktivitesi yardimiyla tespit edilmistir. Her iki
enzimi inhibe edici aktivite testinde akarboz
referans madde olarak kullanilmig olup, ekstrelerin

bu iki enzime karsi etkisi akarboz ile
karsilagtirilmistir  (Sekil 5).  Metanol ekstresi
konsantrasyon artigina bagli olarak akarboza yakin
o-amilaz enzim inhibisyon aktivitesi gosterirken;
su ekstresi ise en yiiksek konsantrasyonda bile
% 30 civarinda inhibisyon gostermektedir.
0-Glukozidaz inhibisyon aktivite testinde ise,
metanol ve su ekstrelerinin akarboza gore ¢ok daha
diisiik diizeyde enzim inhibe edici etkiye sahip
oldugu bulunmustur.
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Sekil 5. C. lyrata subsp. lyrata bitkisinden elde edilen metanol ve su ekstresinin a-amilaz (a) ve a-glukozidaz
(b) inhibisyon aktivitesi
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3.2.3. Tirozinaz inhibisyonu

Tirozinaz enziminin inhibe edilmesi ciltte
melanin birikiminin dnlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu nedenle tirozinaz inhibitorleri
melanin  olusumuna bagh  olarak  gelisen
pigmentasyon sorunlarinda ve kozmetikte cilt
beyazlatic1 6zelliginden dolay1 6nem kazanmistir.

Caligmamizda kullanilan tirozinaz inhibisyon
aktivitesi  testinde, mantardan elde edilen
tirozinazin mono-, ve difenolaz aktivitesini

belirlemek i¢in L-dopa substrat olarak, kojik asit ise
referans olarak kullanilmustir. Sekil 6’da goriildiigii
gibi, C. lyrata subsp. lyrata’nin metanol ve su
ekstrelerinin tirozinaz inhibisyon aktivitesi standart
madde kojik aside gore diisiik olsa da birbirine
yakin diizeyde etkili olduklar1 gorilmiistiir.

100+

Iy
£ g0
£
g
>
-5 604
§ 404
£ 4 metanol ekstresi
2 201 - su ckstresi
=
¥ Kojik asit
0 T T T 1
0 250 500 750 1000

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 6. C. lyrata subsp. lyrata bitkisinden elde
edilen metanol ve su ekstrelerinin tirozinaz
inhibisyon aktivitesi

Literatiire bakildiginda, 2016 yilinda Bursa’dan
toplanan 8 yenilebilir bitki tiirlerinden ¢icekli
(yenilemez) ve taze (yenilebilir) evrelerinde in vitro
antioksidan  potansiyellerinin  kargilagtiritlmasi
iizerine yapilan bir ¢alismada, tiim &rnekler
arasindan C. [yrata bitkisinin etanol ekstresinin taze
ve ¢icekli evrelerinde sirasiyla 68.67 + 0.12 ve
55.67 = 0.99 mg GAE g ekstre olmak iizere en
yiksek toplam fenol miktarina sahip oldugu
bildirilmistir. Bahsi gegen ¢aligmada, C. lyrata
bitkisinin etanol ekstresinin taze ve g¢igekli
evresinde BHT (0.32 mg mL!) ve askorbik asit
(0.09 mg mL") maddelerine kiyasla yiiksek DPPH
(taze ve gigekli evreler sirasiyla ICso=1.07 ve 1.18
mg mL") siipiiriicii aktivite gosterdigi bildirilmistir.
Ayrica bitkinin etanol ekstrelerinin sirastyla ABTS
radikal siipiiriicii (taze ve ¢igekli evreler sirasiyla
1.83 ve 1.61 mM troloksa esdeger g ekstre) ve
metal selasyon (taze ve ¢igekli evreler sirastyla 2.86
ve 1.08 EDTAya esdeger g! ekstre) aktiviteleri de
gosterdigi rapor edilmistir (Taskin ve Bitis, 2016).

Filistin florasinda yetisen 15 farkli Campanula
tirii iizerinde yapilan antioksidan aktivite tayini
caligmasinda, metanol ekstrelerinin standart madde
troloksa (ICso=1.91 ug mL") kiyasla DPPH radikal
stipliriicii aktiviteleri arastirilmis ve bir tiir harig

ICsp degerleri 25 ug mL™! ‘dan daha az bulunmustur
(Jaradat ve Abualhasan, 2015).

Kore’de yapilan bir ¢alismada, C. takesimana
Nakai bitkisinden % 80 etanol ile hazirlanan
ekstreden fraksiyonlama iglemi yapilarak n-hekzan,
kloroform, etil asetat, n-butanol ve sulu ekstrelerin
antioksidan etkileri ve tirozinaz enzim inhibisyon
aktiviteleri incelenmistir. Toplam fenol igerigi en
yiiksek tespit edilen ekstre 276.26 mg GAE g
olarak etil asetat olmustur. DPPH radikal siipiiriicii
aktiviteleri bakimindan askorbik asit (0.03 mg
mL") maddesine kiyasla en yiiksek aktivite etil
asetat (0.13 mg mL"!) ekstresinde bulunmustur.
Benzer sekilde ABTS radikal siipiiriicti aktivitede
yine etil asetat ekstresi % 98.96 aktivite ile askorbik
asite (% 99.42) yakin degerde bulunmustur.
Stiperoksit dismutaz benzeri aktivite olarak en
yiiksek aktivite swrastyla % 70.56 ve 62.27
degerleriyle n-butanol ve etil asetat
fraksiyonlarinda tespit edilmistir. Tirozinaz enzim
inhibisyonunda ise, sirastyla % 34.77 ve 30.85
degerleri ile  n-butanol ve etil asetat
fraksiyonlarinda en yiiksek aktivite bildirilmistir
(Kim ve ark., 2012).

Tirkiye’de yetisen C. alliariifolia Willd. tiird
iizerinde yapilan bir caligmada ise, metanol ekstresi
ve bitkiden izole edilen 6 bilesigin DPPH radikal
stipliriicii aktiviteleri tespit edilmis, izole edilen
lobetiyol ve lobetiyolin maddelerinin sirastyla
% 85-98 ve 82-94; metanol ekstresinin ise % 75-93
degerleri ile en yiliksek antioksidan aktivite
gosterdigi  tespit edilmistir. Indirgeme giicii
bakimindan ise, lobetiyol (% 85-92) ve lobetiyolin
(% 80-89) maddeleri ile metanol ekstresinin (% 55-
75) aktiviteleri en yiiksek seviyede bulunmustur
(Dumlu ve ark., 2008). Tirkiye’de yetisen
C. macrostachya Waldst. & Kit. ex Willd. tiirlinden
hazirlanan etil asetat, metanol ve su ekstreleri ile
yapilan bir bagka ¢aligmada ise degisik yontemlere
gore antioksidan aktivite incelendiginde; en yiiksek
aktivitenin metanol ekstresinde [DPPH: 4.15 mg
mL", ABTS: 2.05 mg mL", bakir indirgeyici
(CUPRAC): 1.80 mg mL"', demir indirgeyici
(FRAP): 0.83 mg mL"!, fosfomolibdan: 1.69 mg
mL-'] ve su ekstresinde (demir selatlama: 1.03 mg
mL") oldugu tespit edilmistir. Enzimlerden
o-amilaz ve tirozinazi inhibe edici etki bakimindan
da sirastyla etil asetat (2.54 mg mL™") ve su (1.51
mg mL"!) ekstrelerinde en yiiksek aktivite
belirlenmistir (Sarikurkcu ve ark., 2021).

Tirkiye’de yapilan bir bagka c¢aligmada ise,
C. latifolia subsp. latifolia tirinin n-hekzan,
asetonitril, metanol ve su ile hazirlanan ekstreleri
iizerinde DPPH, fosfomolibdan rediikleyici (PRAP)
ve FRAP yontemlerine gore antioksidan etkileri ile
tirozinaz, asetilkolinesteraz ve a-glukozidaz
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enzimlerinin inhibisyonu incelenmistir.
Antioksidan etkileri bakimindan en yiiksek aktivite
asetonitril ekstresinde (DPPH: 266.16 pg mL",
PRAP: 84.77 uM QE g! ve FRAP: 124.02 pM
BHA esdeger g') tespit edilmistir. Enzimlerin
inhibisyonu tizerine en yiiksek aktiviteler tirozinaz
ve asetilkolinesteraz enzimleri igin asetonitril
ekstresinde (swrastyla 53.41 ve 100.94 pug mL™');
a-glukozidaz enzimi igin su ekstresinde (30.42 pg
mL") bulunmustur (Korkmaz ve ark., 2020).

4. Sonuclar

Son yillarda dogal kaynaklarin  biyolojik
aktivitelerinin tespit edilmesi ve buna bagli olarak
etkiden sorumlu bilesiklerin veya yeni ilag aday1
molekiillerin elde edilmesi c¢alismalart oldukca
ragbet gormektedir. Biyolojik aktivitelerin basinda
kronik hastaliklardan 6zellikle Alzheimer, diyabet,

tansiyon, kalp rahatsizliklari, kanser vb.
hastaliklarin  tedavisi i¢in yapilan calismalar
gelmektedir. Bu nedenle bu hastaliklarin

patolojisinde goérev alan enzim, reseptdr veya
oksidatif strese bagli faktorlerin etkili olmasindan
dolay1, bununla iliskili enzim inhibe edici bilesenler
ve dogal antioksidanlarin bulunmasi son derece
onemlidir. Arastirma sonuglarina gore, C. [yrata
subsp. /yrata’nin metanol ve su ekstrelerinin
antioksidan ve enzimleri inhibe edici aktivitelere
sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, bu radikal
stiptiriicii aktivitenin ekstrelerin toplam polifenol ve
flavonoit miktarlar1 ile dogru orantili olarak
degistigi tespit edilmistir. Metanol ekstresinin, su
ekstresine  kiyasla daha yiiksek  biyolojik
aktivitelere sahip oldugu bulunmustur.

Sonug olarak bu ¢alisma, C. lyrata subsp. lyrata
tiiriiniin biyoaktif dogal bilesiklerin gelistirilmesine
yonelik  olarak  degerlendirilmesinin ~ faydali
olabilecegini ortaya koymaktadir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda bu ¢aligsma bitkinin etkiden
sorumlu biyoaktif bilesenlerinin aydinlatiimasina
yonelik daha ileri ¢aligmalar i¢in 6nemli bilimsel
veriler saglayacaktir.
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