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OZET:

Bu ¢aligma, Cephalaria tchihatchewii Boiss'in metanol ve su ekstrelerinin (MECT, WECT) UPLC-MS/MS
kullanarak kapsamli bir kimyasal karakterizasyonunu gergeklestirmeyi ve bu ekstrelerin potansiyel antioksidan
aktivitesinin ve bazi metabolik enzimler {izerindeki etkisini degerlendirmeyi amaglamaktadir. Antioksidan
aktivite, DPPH, ABTS, DMPD, FRAP, KUPRAK ve Fe3* indirgeme testleri dahil olmak iizere gesitli testler
kullanilarak degerlendirilmistir. MECT ve WECT'in enzim inhibisyon ICso degerleri, sirastyla a-glikozidaz igin
28.98 ve 34.19 pg/mL, asetilkolinesteraz igin 21.82 ve 26.52 pg/mL ve karbonik anhidraz II igin 27.75 ve 13.72
pg/mL’dir. MECT ve WECT'de bulunan fenolik bilesik miktarlar1 sirasiyla 47.00 ve 46.00 ug GAE /mg ekstre,
flavonoit miktarlar1 60.98 ve 49.34 ng KE/mg ekstre olarak belirlenmistir. MECT ve WECT’in ICso degerleri
sirastyla DPPH i¢in 34.66 ve 57.76 pg/mL, ABTS igin 20.39 ve 17.33 pg/mL ve DMPD i¢in 53.32 ve 57.76
g/mL’dir. Ekstrelerin indirgeme yetenekleri ise sirastyla Fe*3 indirgeme (A700:0.377 ve 0.680), FRAP ()s93:0.690
ve 0.369) ve KUPRAK (A450:0.458 ve 0.333)’diir. UPLC-MS/MS analiziyle elde edilen sonuglara gore ana
bilesenler MECT’in kinik asit 0.39844 pg/mL, klorojenik asit 38.412 pg/mL, fumarik asit 0.301 pg/mL ve
WECT’in klorojenik asit 13.639 pg/mL, kinik asit 11.004 pg/mL, siyanidin-3-O-glukozit 0.778 pg/mL oldugu
belirlenmistir. Ekstrelerin, antioksidan aktivite ve a-glikosidaz, asetilkolinesteraz, karbonik anhidraz Il enzim
ihbisyon etkisi dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir.
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Characterization by UPLC-MS/MS Analysis
ABSTRACT:

The present study aims to perform a comprehensive chemical characterization of the methanol and water extracts
of Cephalaria tchihatchewii Boiss. (MECT, WECT) using UPLC-MS/MS, besides evaluating the potential
antioxidant activity of these extracts and their effect on some metabolic enzymes. The antioxidant activity was
assessed using various assays including DPPH, ABTS, DMPD, FRAP, CUPRAC, and Fe®* reducing assays. The
inhibition effects of the extracts against a-glycosidase, acetylcholinesterase and carbonic anhydrase Il enzymes
were evaluated. The ICso values of MECT and WECT were for a-glycosidase were 28.98 and 34.19 pg/mL, for
acetylcholinesterase were 21.82 and 26.52 pg/mL, and for carbonic anhydrase, 27.75 and 13.72 pg/mL,
respectively. The amounts of phenolic compounds present in MECT and WECT were determined to be 47.00 and
46.00 g GAE /mg extract, respectively. The amounts of flavonoits present in MECT and WECT were determined
to be 60.98 and 49.34 pg KE/mg extract, respectively. The MECT and WECT exhibited distinct activities on
DPPH, ABTS, and DMPD. The ICso values were for DPPH 34.66 and 57.76 pg/mL for ABTS 20.39 and 17.33
pg/mL and for DMPD 53.32 and 57.76 g/mL, respectively. Reducing abilities of extracts were respectively Fe*®
reducing (A700:0.377 and 0.680), FRAP (As93:0.690 and 0.369), and CUPRAC (X450:0.458 and 0.333). UPLC-
MS/MS revealed that the major components are MECT (quinic acid 39.844 pg/mL, chlorogenic acid 38.412
pg/mL, fumaric acid 0.301 pg/mL), and WECT (chlorogenic acid 13.639 pg/mL, qunic acid 11.004 pg/mL,
cyanidin-3-O-glucoside 0.778 pg/mL). The extracts were determined to have various biological activities,
including antioxidant activity and a-glycosidase, acetylcholinesterase, carbonic anhydrase Il enzyme inhibition
effect.
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GIRIS

Tiirkiye, yaklasik 10.000 tiir ile bitki florasi agisindan en zengin iilkelerden biridir. Tiirkiye'de
yayilan 6nemli familyalardan biri de Caprifoliaceae'dir. Dipsacaceae familyasi ise bu familyanin alt
familyas1 olarak kabul edilmektedir. (Goktiirk ve ark., 2014; Sumer ve ark., 2018)

Dipsacaceae, Cephalaria Schrader ex Roemer & Schultes'in de iiyesi oldugu 13 cins ve 250-350
tiirden olusan kiigiik bir familyadir. Bu familya, agirlikli olarak Akdeniz bdlgesinde ve Yakin Dogu’da
yayilis gosteren 94 tiirden olusur. Tiirkiye'de 40 tiir vardir ve bunlarin 251 endemiktir. Bircok
Cephalaria (Pelemir) tiirii, antimikrobiyal, antifungal, antioksidan ve sitotoksik 6zellikleri nedeniyle
geleneksel tipta kullanilmigtir. Cephalaria tiirlerinin ¢ogu, Dipsacaceae familyasindaki son derece
zengin bir kimyasal gesitlilik ile karakterizedir. (Sarikahya, 2014)

Yapilan bir¢cok calisma sonucunda bu tiirlerin bir kisminin eski zamanlarda boya, gida katki
maddesi ve halk ilaci olarak kullanildig: bildirilmistir. Cephalaria tiirleri flavonoit (luteolin, kersetin,
sinarosit, kersimeritrin), iridoit (loganin, loganik asit, sverosit, kantleyozit ve gentiopikrin), alkaloit,
lignan ve ozellikle saponinler gibi ikincil metabolitler a¢isindan zengindir. Cephalaria tiirlerinden elde
edilen sekonder bilesiklerin sitotoksik, antimikrobiyal, antifungal, antioksidan, hemolitik ve
immiinomodiilator 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir.(Dagli ve ark., 2018; Sarikahya ve ark., 2010)

Cephalaria cinsi zengin kimyasal bilesime ve biyolojik potansiyele sahiptir. Cephalaria tiirlerinin
antibmikrobiyal, antiviral, antikonviilsif, antifungal, antiparazit, antioksidan, anti-enflamatuvar ve
antitimor oldugu bildirilmektedir. Ayrica immiinomodiilotor, sitotoksik, pestisit, hemolitik gibi ¢ok
cesitli biyolojik aktiviteler sergilemektedir.(Atalan, 2019; Celenk ve ark., 2020; Chrzaszcz ve ark.,
2020a; Dagli ve ark., 2019; Kasapligil ve ark., 2020; Sarikahya ve ark., 2010; Sarikahya ve ark., 2018)

Antioksidanlar, oksidasyon silirecini ve serbest radikallerin olusumunu engelleyerek
metabolizmay1 reaktif oksidatif tiirlerden ve oksidatif stresin zararli etkilerinden korumaktadir. Ayrica
kanser, Parkinson hastalig1, katarakt, diyabet, kalp-damar hastaliklar1 ve Alzheimer hastalig1 gibi kronik
hastaliklar1 6nlemede olumlu etkiye sahiptirler. Ek olarak, antioksidanlar, radikal zincir reaksiyonlarini
kolayca sonlandirabilir ve hiicresel biyomolekiillere zarar veren serbest radikalleri etkili bir sekilde
notralize edebilmektedir. Bitkilerin antioksidan aktivitesi, fenolikler, flavonoitler ve diger dogal
bilesikler gibi sekonder metabolitlerle iliskilidir. Bu baglamda sebze, meyve ve tibbi bitkiler gibi dogal
kaynaklardan elde edilen antioksidanlarin reaktif oksidatif veya serbest radikalleri kolayca ortadan
kaldirdig1 bilinmektedir. Bu nedenle zararli etkileri olan sentetik antioksidanlara alternatif olarak
bitkilerden elde edilen giivenilir dogal antioksidanlar tercih edilmektedir. (Okkay ve ark., 2021; Topal
ve ark., 2022)

Yasam siiresi arttik¢a, hafiza kaybi ve diger bilissel bozukluklarla karakterize olan Alzheimer
hastaliginin (AH) insidans1 da artar. Norodejenerasyon, Alzheimer hastaligi dahil olmak {izere birgok
yikict hastalikla iligkili néronal 6liime neden olan karmasik bir prosediirdiir. Bu hastalik, beynin belirli
bolgelerinde oksidatif stres, iltihaplanma ve asetilkolin (ACh) eksikligi ile iliskilidir. Bu nedenle,
antioksidanca zengin besinler ve tibbi bitkiler tiiketmek potansiyel olarak AH'nin ilerlemesini ve
norodejenerasyonu yavaslatabilir. ACh olusumunu hidrolize edebilen asetilkolinesteraz (AChE),
ACh'de azalmaya ve sinir sinyallemesinde bozulmaya neden olarak AH olusumuna katkida bulunur.
ACHE inhibitérleri, AChE enziminin aktivitesini inhibe eder ve ACh'nin bozulmasini azaltabilir. AH'nin
tedavisinde Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan rivastigmin, takrin ve donepezil gibi bircok
ila¢ kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu farmasétik ajanlar, daha diisiik aktivite, daha diisiik segicilik
ve potansiyel toksisite gibi olumsuz 6zelliklere sahip olabilir. Bu nedenle, AH tedavisini iyilestirmek
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icin daha diisiik toksisiteye, daha yiiksek secicilige ve daha giiclii aktiviteye sahip yeni farmasotik
ajanlara acil bir ihtiyag¢ vardir. (Eruygur ve ark., 2019; Sezer Senol ve ark., 2016)

Karbonik anhidraz enzimleri hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunur ve pH regiilasyonu,
karboksilasyon reaksiyonlari, sivi dengesi, kemik rezorpsiyonu, tiimoér olusumu, kalsifikasyon,
bikarbonat sentezi ve diger bir¢ok patolojik ve fizyolojik siiregte 6nemli roller oynar. Karbonik anhidraz
inhibitorleri, glokom, epilepsi, obezite ve kanser dahil olmak iizere cesitli hastaliklarin tedavisinde
farmasotik ajan olarak kullanilir. (Arabaci ve ark., 2014)

Diabetus mellitus, kandaki atipik glikoz seviyeleri ve néropati, retinopati, kardiyovaskiiler
hastalik, ateroskleroz ve sinir hasar1 gibi iliskili komplikasyonlarla karakterize edilen metabolik bir
hastaliktir. DM'nin birincil etiyolojisinin oksidatif stres oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir.
Hiperglisemide asir1 glukoz yiiklenmesi, mitokondride reaktif oksidatif stres olusumunu tetikleyerek
mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina yol agar. Polisakkaritler, sindirim enzimleri tarafindan
monosakkaritlere hidrolize edilir. Bu nedenle, sindirim enzimlerinin inhibisyonu, DM tedavisi igin
onemli bir terapotik yol saglar. a-Glikozidaz enzimi bagirsak hiicreleri tarafindan salinir. Her iki enzim
de oligosakkaritleri ve polisakkaritleri glikoz gibi monosakkarit birimlerine hidrolize eder. a-Glikozidaz
enzimine kars1 inhibitor 6zelliklere sahip yeni tibbi bitkilerin tanimlanmasi, hipergliseminin yonetimi
icin ¢cok 6nemlidir. (Gul¢in ve ark., 2018; Giilgin ve ark., 2020)

Cephalaria tchihatchewii ekstrelerinin antioksidan, antikolinesteraz, antidiyabetik ve antiglokom
ozellikleri agisindan yaptigimiz literatlir arastirmasinda, yeterli verilerin olmadigi tespit edilmistir. Bu
nedenle arastirmamizin amaci, Cephalaria tchihatchewii bitkisinin methanol ve su ekstrelerinin
kimyasal bilesimini ve biyoaktivitesini ortaya koymaktir.

MATERYAL VE METOT
Bitki materyali

Cephalaria tchihatchewii 1 Temmuz 2018 tarihinde Erzurum ili Senyurt kdytinde (40° 10° 27” K
41° 30’ 27” D) koordinatlarinda 2430 metre rakimda toplanmistir. Prof. Dr. Yusuf Kaya (Atatiirk
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii) tarafindan teshis edilmistir. Herbaryum ornekleri Atatiirk
Universitesi Biyogesitlilik Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde AUEF 1386 herbaryum numarast ile
muhafaza edilmektedir.

Ekstraksiyon

Ogiitiiciiyle toz edilen 50 g bitki materyalleri 1000 mL metanol/kaynar su ile manyetik karistirict
ile oda sicakliginda bir gece boyunca ekstre edilmistir. Ardindan metanol/su siizlintlisii ayirilmistir.
Metanol stiziintiisii 120 rpm’de doner buharlastirict ugurularak, su siiziintiisii ise liyofilizatorde
kurutulmustur. Cephalaria tchihatchewii metanol ekstresinin (MECT) verimi %26.67, su ekstresinin
(WECT) verimi ise %21.60°dir.

Ultra Performansh Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle Spektrometresi (UPLC-MS/MS) Yoéntemi

Cephalaria tchihatchewii bitkisinde, 35 fenolik bilesik ultra performansli sivi kromatografisi MS-
MS sistemi ile analiz edildi. UPLC-MS/MS verileri LabSolutions yazilimi ile elde edildi.

Kromatografik kosullar
Cihazin UPLC kismi bir otomatik drnekleyici, bir ikili pompa, bir gaz giderici ve bir termostatl

kolondan olugsmaktadir. Fenolik bilesiklerin kromatografik ayrimi1 30°C’de, C18 ters faz analitik kolon
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(Zorbax SB-C18) iizerinde, % 0.1 formik asit igeren su (A) ve % 0.1 formik asit igeren asetonitrilden
(B) olusan mobil faz karisiminin gradient eliisyonu ile gerceklestirilmistir. (Giiven ve ark., 2023)

Antioksidan aktivite testi
Fe**-Fe?" indirgeme kapasitesi

MECT ve WECT indirgeme kuvvetinin belirlenmesi, Oyaizu yonteminin degistirilmis bir
versiyonuna gore gergeklestirilmistir (Gulcin, 2020; Ovyaizu, 1986). Bu yéntemde Fe**(CN)e'nin
indirgenmesi ile azalan miktar1 tespit edilmistir. Ardindan ferrik iyonlarin (Fe®") eklenerek, Perl'in
Prusya mavisi kompleksi olusturuldu. Cephalaria ekstrelerine (15-45 pg/mL), %1’lik KzFe(CN)s, ve
0.2 M fosfat tamponu (pH 6.6) ile eklenmistir. Karisim, 50°C'de yarim saat inkiibe edildikten sonra
tizerine %10 luk trikloroasetik asit ve %0.1 FeCls de ilave edilmis ve 700 nm'de absorbansi 6l¢tilmiistiir.

Cu?*-Cu*indirgeme kapasitesi (KUPRAK metodu)

MECT ve WECT Cu?" indirgeme kuvvetinin belirlenmesi, KUPRAK testi kullanilarak
belirlenmistir (Ak ve ark., 2008; Apak ve ark., 2006). Deneyde kromojenik oksitleyici ajan olarak
neokuprin kullanilmistir. 15-45 pg/mL konsantrasyonlarindaki ekstrelere 1.0 M’lik asetat tamponu, 10
mM CuCl; ¢6zeltisi ve 7.5 mM neokuprin ¢ozeltisi eklendi ve karistirildi. Cozelti hacmi distile su ile 2
mL'ye tamamland1 ve karisim oda sicakliginda yarim saat inkiibe edilerek absorbans 450 nm'de 6lgiildii.
Absorbansin artmasi, indirgeme yeteneginin orani olarak tanimlanmaktadir.

Ferric indirgeme giicii (FRAP metodu)

MECT ve WECT’in ferrik indirgeme aktivitesi, TPTZ-Fe*® kompleksinin asidik kosullar altinda
indirgeme yontemine gore degerlendirildi (Goger ve ark., 2011). TPTZ-Fe3* kompleksinin asidik
ortamda indirgenmesi, FRAP yoOnteminin temelini olusturur. Bu amacgla 15-45 pg/mL
konsantrasyonlardindaki ekstrelere, 10 mM taze TPTZ soliisyonu, 0.3 M fosfat tampon soliisyon (pH
3.6) ve 20 mM FeCls soliisyonu eklendi. 37°C'de yarim saat inkiibasyondan sonra 593 nm'de
absorbanslar ol¢iilmiistiir. Bitki ekstresi konsantrasyonu artmasiyla olgiilen absorbanslar da artmistir.

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH") serbest radikal yakalama aktivitesi

MECT ve WECT’in DPPH serbest radikal siiptirme aktivitesi Blois yontemi ile degerlendirildi
(Blois, 1958). Yo6ntemin esasi, DPPH serbest radikallerinin antioksidanlar ile uzaklastirilmasina dayanir.
15-45 pg/mL konsantrasyondaki ekstre iceren tiiplere 0.1 mM DPPH" eklendi ve karisim da sicakliginda
30 dakika karanlikta inkiibe edildi. 517 nm'de karistmin absorbansi Olgiilerek ekstrelerin DPPH®
temizleme potansiyelleri belirlendi. Absorbanstaki azalma, numunelerin DPPH" siipiirme yetenegini
gosterir.

N,N'-dimetil-p-fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD"") deradikalizasyon aktivitesi

MECT ve WECT’in DMPD radikal yakalama aktivitesinin belirlenmesi, Fogliona ve ark.
tarafindan gelistirilen yonteme gore yapildi (Fogliano ve ark., 1999). Orneklerin 15-45 pg/mL
konsantrasyonlarina 0.1 M fosfat tampon, (pH 5.3), 0.05 M FeCls ve DMPD"" soliisyonu eklendi. Bir
saatlik inkiibasyonun ardindan 505 nm'de absorbanslar kaydedildi.

Azino-bis (3-etilbenzo-tiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™) radikal siipiirme aktivitesi

MECT ve WECT’in ABTS radikal yakalama aktivitesi, Re ve ark. tarafindan gelistirilen yonteme
gore belirlendi (Re ve ark., 1999). Bu teste gore ilk olarak ABTS'" radikalleri olusturulmustur. Bunun
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icin 7.0 mM ABTS ve 2.45 mM K:S;0s reaksiyona sokuldu. Olusan ABTS™" radikallerini igeren
soliisyonun absorbans degeri, spektrofotometrede 734 nm’de 0.1 M tamponla (pH 7.4,) 0.750+£0.025'e
ayarlandi. Ayarlanan ABTS™ ¢ozeltisine 15-45 pg/mL konsantrasyonlarindaki Thymus Cephalaria
ekstreleri ¢ozeltisi ve yarim saat inkbasyondan sonra, tiim numuneler 734 nm'de absorbanslar1 6l¢iildii.
Absorbanstaki azalma, 6rneklerin ABTS™" radikal temizleme kabiliyetini gostermektedir.

Total fenolik bilesiklerin miktarinin belirlenmesi

MECT ve WECT deki toplam fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile belirlendi
(Singleton ve ark., 1999). Cephalaria ekstresine Folin-Ciocalteu reaktifi, %1°lik karbonat ilave edildi
ve karistirildi. Karisim, oda sicakliginda karanlikta 2 saat inkiibe edildi ve 760 nm'de absorbansi
Ol¢lilmistiir. Bir gram Cephalaria ekstraktindaki fenol miktari, mg gallik asit esdegeri (GAE) olarak
hesaplanda.

Total flavonoit miktarinin belirlenmesi

MECT ve WECT ’in toplam flavonoit igerigi, %10 AICl3 ve 1.0 M potasyum asetatin ekstrelerdeki
flavonoitlerle olan renk reaksiyonu ile belirlenmistir (Kiziltas ve ark., 2021). Cephalaria
ekstraktlarindaki toplam flavonoit igerik, %10 AIClz ve 1.0 M potasyum asetatin ekstrelerdeki
flavonoitlerle olan renk reaksiyonu ile 415 nm’de spektrofotometrik 6lglime dayanan bir metodla tespit
edilmistir. Bitki esktrelerinin toplam flavonoit miktart mg guercetin esdegeri (KE)/mg olarak hesaplandi.

In vitro enzim inhibisyon ¢alismalar:
Asetilkolinesteraz inhibisyon etkisi

MECT ve WECT’in AChE enzimi (Electrophorus electricus kaynakli) {tizerindeki inhibisyon
etkisini incelemek i¢in Ellman metodu kullanilmistir (Ellman ve ark., 1961). Bu ¢alismada ekstrelere 1
M Tris/HCI tamponu (pH 8.0), 0.5 mM 5.5'-ditiobis (2-nitrobenzoik asit), 5.32 x10~ EU AChE
solisyonu, ve 1 pmol asetilkolin iyodat (substrat) karistirildi. Reaksiyonun olugmasi i¢in oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi ve 412 nm'de absorbans1 6l¢iilmiistiir.

a-Glikozidaz inhibisyon etkisi

MECT ve WECT’in a-glikozidaz enzim iizerindeki inhibisyon etkisi Karagecili ve ark.’nimn
metoduna gore gerceklestirildi (Karagecili ve ark., 2023). Calismada farkli miktarlardaki bitki ekstreleri,
0.15 U/mL a-glikozidaz (Sigma-Aldrich) soliisyonu, ve tampon (pH 7.4) ile karistirildi. Daha sonra
35°C'de reaksiyonun baslamasi igin substrat olarak kullanilan 5 mM p-NPG (p-Nitrofenil-D-
glukopiranosid) eklendi ve 3 dakika inkiibe edildi. Absorbanslar 405 nm'de izlendi.

Karbonik Anhidraz Il inhibisyon etkisi

MECT ve WECT’in karbonik anhidraz II enzimine karsi inhibisyon etkisi Topal ve ark. (2014)
tarafindan gelistirilen metoda gére yapilmistir. Karbonik anhidraz 11 izozimi, Sepharose-4B-Tirozin-
stilfanamit afinite kolon kromatografisi kullanilarak insan eritrositlerinden saflagtirilmistir. Eritrositler
santrifiij ile ¢okeltilmis, serumu ayrilmis ve kat1 Tris ile pH 8.7'ye ayarlanmistir. Daha sonra bu numune
afinite kromatografisi kolonuna yiiklenmis ve Tris-NaxSO4/HCI (pH 8.7, 22 mM/25 mM) ile
dengelenmistir. Karbonik anhidraz II, sodyum asetat/NaClO4 (0.5 M, pH 5.6, 25°C) ile yikanmustir.
Saflagtirma c¢aligmasi sirasinda protein miktar1 Bradford yontemiyle belirlenmistir. Standart protein
olarak sigir serum albiimini kullanilmistir. Karbonik anhidraz II safligi, SDS-PAGE tarafindan kontrol
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edilmistir. Karbonik anhidraz II'nin saflagtirma ve inhibisyon islemi sirasinda, 348 nm'de absorbans
degisimi takip edilerek esteraz etkileri gergeklestirilmistir (Topal ve Gulcin, 2014).

BULGULAR VE TARTISMA

Caligmamizda yer alan MECT ve WECT ekstrelerinde yer alan fenolik maddeler Cizelge 1°de
verilmistir. MECT ve WECT ’te tanimlanan fenolik bilesiklerin UPLC-MS/MS yontemi ile kantitatif
analizi, her analit icin farkli derisim seviyelerinde olusturulan kalibrasyon egrileri kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara goére, MECT’te en yliksek miktardan en diisiik miktara dogru
siralandiklarinda, kinik asit 39.844 ug/mL, klorojenik asit 38.412 pg/mL, fumarik asit 0.301 pg/mL,
rosmarinik asit 0.209 ug/mL, gallik asit 0.204 ug/mL, kafeik asit 0.197 ug/mL, ferulik asit 0.044 pg/mL,
viteksin 0.011 pg/mL; WECT te klorojenik asit 13.639 pg/mL, Kinik asit 11.004 pg/mL, siyanidin-3-O-
glukozit 0.778 png/mL, kerasiyanin Klorit 0.374 pg/mL rosmarinik asit 0.135 pg/mL, peonidin-3-O-
glukozit 0.001 pg/mL, apigenin 0.0001 pg/mL oldugu belirlenmistir. Ekstrelerde yer alan fenolik
maddelerin kromatogramlart UPLC-MS/MS’den yararlanilarak Sekil 1°de gosterilmistir. MECT ve
WECT ekstrelerinde farkli igerikte ve farkli miktarlarda fenolik bilesenlerin olmasi metanol ve su
ekstrelerinin farkli polaritelere sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.

Yaptigimiz bu ¢alisma ile ilk kez Cephalaria tchihatchewii methanol ve su ekstrelerinde UPLC-
MS/MS analizi yapilmistir. Farkli bir ¢alismada ise n-BUOH ekstresi ¢alisilmig farkli igerikler tespit
edilmistir. Sarikahya ve ark. (2019) tarafindan yapilan bu ¢alismada major olarak hesperidin, siyanidin-
3-O-glukozit, hiperozit, kersetin, luteolin, luteolin-7-O-glukozit, salisilik asit, jinsojenik asit ve kafeik
asit gibi fenolik bilesikler igerdigi bildirilmektdir.(Sarikahya ve ark., 2019) Van bolgesinden toplanan
bitkinin fenolik bilesenleri yetistigi yore, iklim, toprak kosullar1 gibi faktorler sebebiyle farkli iceriklere
sahip oldugu goriilmektedir (Guven ve ark., 2021).

Cizelge 1. Cephalaria tchihatchewii ekstrelerindeki fenolik bilegiklerin UPLC-MS/MS ile kantitatif analizi sonuglari
AZ? S, Fl. Ton. MECT (ng/mL)

No Analytes (m/z)° (miz)° mode WECT (ng/mL)
1 Kinik asit 2.361 190.9 85.0 Neg 39.844 11.004
2 Fumarik asit 4.133 114.9 71.1 Neg 0.301 T.E.

3 Gallik asit 5.465 168.9 79.0 Neg 0.204 T.E.

4 Pirogallol 6.657 124.9 96.6 Neg T.E. T.E.

5 Klorojenik asit 10.707 352.9 190.9 Neg 38.412 13.639
6 Peonidin-3-0O-glukozit 10.923 460.9 298.8 Neg T.E. 0.001
8 Katesgin 10.986 289.1 244.9 Neg T.E. T.E.

7 4-OH-Benzoik asit 11.457 137.0 93.1 Neg T.E. T.E.
10 Kafeik asit 11.470 178.8 134.8 Neg 0.197 T.E.

9 Epigallokatesin gallat 11.532 456.8 304.9 Neg T.E. T.E.
12 Kerasiyanin Klorit 11.546 592.8 284.7 Neg T.E. 0.374
19 Hesperidin 11.560 609. 300.9 Neg T.E. T.E.
16 Epikatesin 11.595 289.0 2449 Neg T.E. T.E.
15 Viteksin 11.663 430.9 310.9 Neg 0.011 T.E.
17 Naringin 11.894 579.0 270.8 Neg T.E. T.E.
11 Siyanidin-3-O-glucoside 12.040 447.1 283.8 Neg T.E. 0.778
18 Ellajik asit 12.203 300.8 2834 Neg T.E. T.E.
14 Siringik asit 12.266 169.9 122.8 Neg T.E. T.E.
26 Mircetin 12.318 316.9 150.9 Neg T.E. T.E.
22 p-Kumarik asit 12.341 163.0 1189 Neg T.E. T.E.
13 Vanilik asit 12.384 166.9 151.9 Neg T.E. T.E.
25 Taksifolin 12.435 302.9 124.7 Neg T.E. T.E.
24 Rosmarinik asit 12.462 358.8 160.8 Neg 0.209 0.135
21 Ferulik asit 12.469 193.0 134.0 Neg 0.044 T.E.
20 Sinapik asit 12.556 222.8 163.9 Neg T.E. T.E.
23 Vanilin 12.617 151.0 135.8 Neg T.E. T.E.
27 Resveratrol 13.121 226.8 184.8 Neg T.E. T.E.
28 Luteolin 13.307 284.9 1329 Neg T.E. T.E.
29 Kersetin 13.392 300,9 150.7 Neg T.E. T.E.
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Cizelge 1. Cephalaria tchihatchewii ekstrelerindeki fenolik bilesiklerin UPLC-MS/MS ile kantitatif analizi sonuglari (Devami)

S.L F.l. lon.
No Analytes AZa (M/2)b (M/z)c mode MECT (ng/mL) WECT (ug/mL)
31 Naringenin 13.960 270.9 150.8 Neg T.E. T.E.
30 Apigenin 13.975 268.9 224.8 Neg T.E. 0.0001
32 Izoramnetin 14.160 314.9 299.8 Neg T.E. T.E.
33 Krisin 15.514 252.8 208.8 Neg T.E. T.E.
34 Galangin 15.585 268.9 168.8 Neg T.E. T.E.
35 Kurkumin 15.623 366.9 148.9 Neg T.E. T.E.
3A.Z.: Alikonma zamant. °S.I. (m/z): Standart analitlerin molekiiler iyonlart (m/z). °FI (m/z): Fragment iyonlar, 9T.E.: Tespit edilemedi
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Sekil 1. MECT (A), WECT (B)'nin ¢oklu reaksiyon izleme kromatogrami

Cephalaria tiirtintin methanol ve su ekstrelerinin 6 farkli metotla antioksidan aktiviteleri
degerlendirilmis ve genel olarak en yliksek aktivite metanol ekstrelerinde (MECT) goriilmiistiir. Ayrica
hem Folin metoduyla hem de UPLC-MS/MS metoduyla fenolik madde miktarlar incelenmis ve en
yiiksek fenolik maddenin antioksidan aktiviteki gibi MECT de goriilmiistiir. Daha 6nceki ¢aligmalarda
oldugu gibi fenolik madde miktariyla antioksidan aktivite paraleldir. Alzheimer, glokom, diyabet gibi
norodejeneratif ve metabolik hastaliklar oksidatif hasarla baglantilidir (Izzotti ve ark., 2006; Rochette
ve ark., 2014; Sezer Senol ve ark., 2016).

Herhangi bir antioksidan testi, bir bitki ekstresinin "toplam antioksidan kapasitesini* tam olarak
yansitamaz. Kapsamli bir antioksidan testi yapmak istiyorsak, farkli mekanizmalarla (hidrojen/elektron
transferi), hem lipofilik hem de hidrofilik bilesiklerin aktivitesi gosterilmelidir. Bu nedenle, bir bitki
ekstresinin toplam antioksidan kapasitesini ortaya ¢ikarmak icin farkli antioksidan yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir (Gulcin, 2020; Zengin ve ark., 2019).

Fe®*-Fe?* indirgeme kapasitesi deneyinde, reaksiyon karisiminin absorbansindaki artis, kompleks
olusumunu gosterir. Olusan bu kompleks de indirgeme kapasitesindeki artisa isaret eder.(l. Gulcin,
2009) Antioksidan olarak kullanilan etanol i¢inde ¢oziinmiis MECT ve WECT numunelerinin indirgeme
giiciinden dolay1 numune igeren ¢dzeltinin sar1 rengi yesil ve mavi tonuna dontigsmiistiir (Giilgin ve ark.,
2010). Bitki ekstrelerinin indirgeme kapasitesi konstrasyon artisina bagli olarak artmigtir. Ekstrelerin ve
standart antioksidanlarin (BHT (Biitil hidroksi toluen), BHA (Biitil hidroksi anisol), troloks ve a-
tokoferol) indirgeme potansiyeli 15, 30, 45 pg/mL konsatrasyonlarinda 700 nm’de olan absorbans
degerleri Olgtilerek belirlenmistir.
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30 pg/mL’de BHT (A700:2.018)> a-tokoferol (A700:1.895)> Troloks (A700:1.545)> BHA
(A700:1.257)> WECT  (A700:0.680)> MECT (A700:0.377) seklinde bir siralamaya sahip oldugu
goriilmistiir. (Sekil 2. Cizelge 2.)

KUPRAK metodu, antioksidan bilesik etkisi ile Cu?*'nin Cu*'a indirgenmesine veya polifenoller
tarafindan neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) varliginda sulu etanolik ortamda (pH 7.0)
indirgemeye dayanir. 450 nm'de olan maksimum absorpsiyon pikine sahip olan bir Cu* kompleksi verir
(Giilgin, 2008).

Cephalaria ekstreleri Cu?* iyonlar1 indirgeme kapasitesi, artan konsantrasyon ile orantili olarak
absorbans vermistir. Calismis oldugumuz ekstrelerin kuprik iyonlarini (Cu?*) indirgeme kapasitesi farkli
konsantrasyonda (15-45 pg/mL) ¢ozeltilerinin 450 nm’de absorbanslart 6lgiilmiistiir. 30 pg/mL’de
absorbanslar kiyaslandiginda BHT (A450:2.912)> Troloks (A4s0:2.323)> BHA (A450:1.800)> a-tokoferol
(Ma50:1.139)> MECT (A450:0.458)> WECT (A4s50:0.333) seklinde bir siralamaya sahip oldugu
goriilmistiir. (Sekil 2. Cizelge 2.)

Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden elde edilen C. davisiana, C. elazigensis, C. paphlagonica ve C.
stellipilis'in n -hekzan ekstrelerinin KUPRAK analizi ile antioksidan kapasitelerinin belirlendigi
caligmda, antioksidan kapasitelerinin sirasiyla 0.334, 0.252, 0.136 ve 0.120 mmol Troloks/g kuru ekstre
oldugu bildirilmistir (Kirmizigiil ve ark., 2012).

FRAP testi, asidik ortamda antioksidanlar tarafindan ferrik iyonlarmm (Fe®") ligand
kompleksinin, yogun mavi renkli ferrdz iyonlar1 (Fe?*) kompleksine indirgenmesini lgen tipik bir
elektron transfer bazli yontemdir. Bagka bir deyisle, bu yontem, antioksidan bilesiklerin asidik ortamda
ferrik kompleksini ([Fe3*-(TPTZ)2]**), yogun mavi renkli ferroz komplekse ([Fe?'-(TPTZ)2]*")
indirgemesine dayanmaktadir. Spektrofotometre araciligiyla 593 nm'de artan absorpsiyon ile bu
indirgeme ol¢iilmektedir (Gulcin, 2020).

Cephalaria ekstrelerinin ferrik iyonlarmim (Fe3*) ligand kompleksinin ferrdz iyonlar1 (Fe
kompleksine indirgenme kapasitesi artan konsantrasyon ile dogru orantili sekilde artmistir. Ayrica
calisilan ekstrelerin ve standart antioksidanlarin indirgeme kapasitesi 30 pg/mL’de absorbanslarla
karsilastirildiginda BHT  (As03:2.089)> a-tokoferol (As93:1.995)> troloks (Asg3:1.755)> BHA
(A593:0.884)> MECT (A593:0.690)> WECT (As593:0.369) seklinde bir siralamaya sahip oldugu
goriilmiistiir. (Sekil 2. Cizelge 2.)

2+)

Cizelge 2. Cephalaria ekstrelerinin ve standartlarin 30 pg/mL konsantrasyonda Fe®*, Cu®*, Fe**-TPTZ
iyonlarini indirgeme yetenekleri.

Antioksidanlar Fe** indirgeme Cu®" indirgeme (KUPRAK)  Fe*-TPTZ indirgeme
(FRAP)
2 (700 nm) r 2 (450 nm) r A (593 nm) r
BHA 1.257 0.9523 1.800 0.9742 0.884 0.9899
BHT 2.018 0.9466 2.912 0.9969 2.089 0.9581
a-Tokoferol 1.895 0.9402 1.139 0.9967 1.995 0.9807
Troloks 1.545 0.9966 2.323 0.9980 1.755 0.9990
MECT 0.377 0.9928 0.458 0.9947 0.690 0.9910
WECT 0.680 0.9920 0.333 0.9900 0.369 0.9872
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Sekil 2. Cephalaria ekstrelerinin A. Fe3* indirgeme, B. Cu?* indirgeme and C. Fe**-TPTZ indirgeme kabiliyetleri

DPPH' radikal giderme yoOntemi, antioksidan aktiviteyi Ol¢mek ve enzimatik olmayan
antioksidanlarin radikal giderme aktivitesini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan basit, kolay,
ekonomik ve hizli bir deneydir. 517 nm'de maksimum absorbans gostermektedir. DPPH radikali, koyu
mor renk tagiyan kararli organik nitrojen radikallerinden biridir. Ticari olarak mevcuttur ve ABTS ™ gibi
testten Once tretilmesi gerekmemektedir. Yaygin olarak kullanilan renk giderme tahlili ilk olarak Blois
tarafindan rapor edilmistir (Blois, 1958). DPPH radikal ¢ozeltisi, hidrojen atomu verebilen bir
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antioksidan molekiil ile karistirildiginda, menekse rengi kaybolarak indirgenmektedir (Alam ve ark.,
2013).

Cephalaria ekstrelerinin ve gesitli standart antioksidanlarin (BHT, BHA, Troloks ve a-tokoferol)
DPPH radikali giderme aktivite tayini calismasinda standart grafigi olusturulmustur. (Sekil 5)
Cephalaria ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi konsantrasyon ile dogru orantili bir sekilde
artmaktadir. Grafige gore, ekstreler ve sentetik antioksidanlar i¢in ICso degerleri hesaplanmis ve
karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucu DPPH' serbest radikal giderme aktivitesinin Troloks (ICso:
5.92 ng/mL)< BHA (ICsp: 9.0 pg/mL)< a-tokoferol (ICso: 9.63 pg/mL) < BHT (ICso: 21.0 pg/mL)<
MECT (ICso: 34.66 ug/mL) < WECT (ICso: 57.76 pg/mL) seklinde oldugu tespit edilmistir. (Sekil 3,
Cizelge 3)

Cephalaria tiirleri antioksidan aktivitesi yiiksek olan tiirlerdir. Yapilan bir ¢calismada C. syrica
tiriinde DPPH radikal siipiiriicii etki testinde neticesinde % 47 oraninda inhibisyon gosterdigi
bildirilmistir (Rahimi ve ark., 2019).

On Cephalaria tiiriiniin (C. anatolica, C. aristata, C. aytachii, C. elazigensis var. elazigensis, C.
hirsuta, C. taurica, C. tuteliana, C. procera C. speciosa, C. tchihatchewii) heksan ekstrelerinin
arastirildigr bir ¢alismada DPPH radikal temizleme ve KUPRAK yontemlerini kullanarak antioksidan
kapasiteleri agisindan degerlendirilmistir. DPPH testinde C. tchihatchewii, C. hirsuta, C. anatolica, C.
elazigensis var. elazigensis ve C. speciosa’'nin hekzan ekstrelerinin sirasiyla 3.77, 5.13, 5.20, 5.28 ve
6.17 mg/mL ICso degerleriyle 6nemli radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir.
CUPRAC testinde ekstreler iginde C. aristate’nin en yiiksek TEAC degerine (1.005 mmol TE/g ekstre)
sahip oldugu ve indirgeme giiciiniin fenolik icerikle (2.91 mg GAE/qg ekstre) iliskili oldugu bildirilmistir
(Sarikahya ve ark., 2015).

DMPD radikal katyonu, potasyum persiilfat (K2S,0g) ve demir kloriir (FeCls) ile oksidasyon
yoluyla olusturulabilen kararsiz bir tiirdiir. Ferrik iyonlarm (Fe®*) varliginda, N,N- dimetil -p-
fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD), renkli DMPD radikal katyonuna (DMPD ™) doniistiiriiliir. Test
numunelerinde bulunan antioksidan molekiiller, DMPD radikallerini kolayca temizleyerek DMPD "
testinin prensibini olusturur. ABTS testi ile karsilastirildiginda bu yontemin daha basit, daha hizli ve
daha ucuz oldugu bildirilmistir. Bir oksidan veya asidik pH varliginda, DMPD, stabil ve renkli bir
DMPD radikal katyonuna (DMPD™) déniistiiriiliir. Bir hidrojen atomunu (veya bir elektronu)
DMPD "'ye aktarabilen antioksidan molekiiller ¢ozeltinin hizli renk bozulmasina neden olmaktadir ve
505 nm'de bir absorbans diisiisii ile 6l¢iilmektedir. Bununla birlikte, DMPD'nin sadece suda ¢oziiniir
olmasi ve hidrofobik antioksidanlarla kullanilamamasi bir dezavantajidir (Gulcin, 2020).

Ekstrelerin, DMPD radikal giderme aktivitesi derisimin artmasi ile dogru orantili olarak artmistir.
Bu karsilastirma sonucu [DMPD ] serbest radikal giderme aktivitesinin Troloks (ICso: 14.38 pg/mL)<
BHA (I1Cso: 31.43 pg/mL) < MECT (ICso: 53.32 pg/mL) < WECT (ICso: 57.76 pg/mL) seklinde oldugu
tespit edilmistir. (Sekil 3, Cizelge 3)

ABTS, oksidanlar tarafindan koyu renkli ABTS™ radikal katyonuna oksitlenir. Antioksidan
kapasite, numunenin ABTS radikali ile dogrudan reaksiyona girerek, renginin agilmasini saglamaktadir.
ABTS " hem yagda ¢6ziinen hem de suda ¢oziinen bilesikler igin uygundur.(I. Gulcin, 2009)

ABTS" ile reaksiyon oldukga hizlidir ve 0.25-0.5 dakikada tamamlanmaktadir. Mavi-yesil renkli
ABTS" radikal katyonu ¢ozeltisine numune igeren antioksidan ajanlarin konmasiyla rengi daha agik
hale gelmektedir. Onceden olusturulmus radikalin serbest radikal siipiiriiciilerle reaksiyonu, 734 nm'de
numune absorbansinin takip edilmesiyle kolayca gorsellestirilmektedir (Giilgin ve ark., 2009).
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ABTS™ radikali giderme aktivitesi sonuglarina gore ekstrelerin ABTS™ radikali giderme aktivitesi
konsantrasyon artisina bagli olarak artmistir. Ekste ve standart antioksidanlar i¢in ICso degerleri
hesaplanmis ve karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucu ABTS™ serbest radikal giderme aktivitesinin
Troloks (ICso: 7.71 pg/mL) = BHA (ICso: 7.71 pg/mL) = BHT (ICso: 7.71 pg/mL)< TCEO (ICso: 7.75
pug/mL)< a-tokoferol (ICso: 8.10 pg/mL)< WECT (ICso: 17.33 pg/mL)< MECT (ICso: 20.39 pg/mL)
seklinde oldugu bulunmustur. (Sekil 3, Cizelge 3)

Cephalaria ekstrelerinin toplam fenolik bilesik madde miktarini tespit etmek igin standart fenolik
bilesik olarak gallik asit kullanilmistir. Elde edilen standart grafik yardimiyla denklem elde edilmistir (y
= 0.002x, r% 0.9917). Elde edilen denklem ile ekstrelerin toplam fenolik bilesik miktar1, gallik asit
esdegeri (GAE) alinarak hesaplanmistir. MECT ve WECT sirasiyla 760 nm’de 0.094, ve 0.092
degerinde absorbans vermistir. Bu da 47.00 ug, ve 46.00 ng/mg gallik asit esdegeri (GAE) fenolik madde
icerdigini gostermektedir.

On cephalaria tiirtiniin fenolik igerigine bakildigi ¢alismada C. tchihatchewii (3.04 mg GAE/g
ekstre), C. aristata (2.91 mg GAE/g ekstre) ve C. speciosa'nin (2.66 mg GAE/g ekstre) en yiiksek fenolik
icerige sahip oldugu bildirilmistir (Sarikahya ve ark., 2015). Tiirlerin farkli bolgelerden toplanmasiyla
fenolik icerikleri degisebilmektedir (Guven ve ark., 2021).

Cephalaria ekstrelerindeki flavanoit bilesiklerinin toplam miktarini belirlemek igin standart
flavanoit olarak kersetin kullanildi. Elde edilen standart egri kullanilarak denklem olusturuldu (y=
0.0061x, r?: 0.9980). Elde edilen denklem kullanilarak ekstrelerdeki toplam flavanoit bilesik miktarlari
kersetin esdegeri (KE) olarak hesaplandi. MECT (0.372), WECT (0.301) sirasiyla 415 nm'de absorbans
degerleri vererek flavanoit maddelerin MECT (60.98 ug/mg KE) ve WECT (49.34 ng/mg KE) kersetin
esdegerleri icerdigi tespit edilmistir.

Cizelge 3. Cephalaria ekstrelerinin ve standart antioksidanlar icin DPPH", ABTS™" ve DMPD"" ICs
(ug/mL) siipiiriicti degerleri

Antioksidanlar DPPH- siipiirme ABTS" siipiirme DMPD™" siipiirme
1Cs0 r’ 1Cso r’ 1Cso r’

BHA 9.00 0.9399 7.71 0.9330 43.32 0.9993
BHT 21.00 0.9668 7.71 0.9330 - -
a-Tokoferol 5.92 0.9770 8.10 0.9550 - -
Troloks 9.63 0.9947 7.71 0.9330 23.90 0.9349
MECT 34.66 0.9844 20.39 0.9969 53.32 0.9801
WECT 57.76 0.9935 17.33 0.9985 57.76 0.9800
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Sekil 3. Cephalaria ekstrelerinin ve standartlarin radikal siipiiriicii etkileri. D. DPPH siipiiriicii yetenek, E.
ABTS™ siipiiriicii yetenek, F. DMPD™ siipiiriicii yetenek
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Yaptigimiz ¢aligmada genellikle metanol ekstresi su ekstresine gore daha etkin ¢ikmistir. Ekstreler
tahlil edilen standart maddelere gore yakin antioksidan etkilere sahiptir. Bu da yan etkileri nedeniyle
tercih edilmeyen sentetik antioksidanlarin yerine alternatif olarak kullanilabilecegini gostemektedir.

C. elazigensis var. purpurea toprak tstii kismmin antioksidan etkileri incelediginde DPPH
slipliriicli aktivitesinin 125.6 pmol/mg a-tokoferol esdegeri kuru ekstre, ABTS siipliriicii aktivitesinin
34.09 umol/mg a-tokoferol esdegeri kuru ekstre, FRAP indirgeme kuvvetinin 123.4 pmol/mg a-
tokoferol esdegeri kuru ekstre oldugu bildirilmektedir. Calismada farklt parametreler iizerinden
antioksidan aktivite belirtildigi icin karsilastirmada giicliik yasanabilmektedir. Ayrica c¢alismada
metanol ekstresinin  AChE inhibisyon etkisinin  1Cso degerinin 10.54 mg/mL oldugu
goriilmektedir.(Erdogan ve ark., 2023) Bizim calismamizda ise bu ICso degeri 44.15 pug/mL ve 36.
75ug/mL’dir. Buna gore MECT ve WECT ekstrelerinin daha etkili oldugu goriilmektedir.

C. gigantea ve C. uralensis ekstrelerinin antioksidan etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada in
vitro olarak DPPH", ABTS "ve metal selatlama analizleri kullanilarak degerlendirilmistir. C. uralensis'in
toprak tsti kisimlarinda daha yiiksek DPPH radikal temizleme aktivitesi bulunmustur (ICs0-2.86
mg/mL). C. uralensis cigeklerinden elde edilen ekstrenin ise, ABTS "de (1Cs0=0.45 mg/mL) en yiiksek
serbest radikal temizleme etkisini gostermistir (Chrzaszcz ve ark., 2020b).

Yapilan farkli bir caligmada C. giganteae yapraklarinin metanol ve su ekstrelerinin sirasiyla total
fenolik miktarinin 198.1 mg/g, 227.2 mg/g, total flavanoit miktarinin 269.6 mg/g ve 310.8 mg/g oldugu
goriilmektedir. C. giganteae yapraklarinin metanol ve su ekstrelerinin sirasityla DPPH siipiiriicii etkileri
(1Cs50 6.3, 0.6 ug/mL), ABTS siipiirticii etkileri (ICso 4.4, 2.8 ng/mL) ve Fe indirgeme kuvvetlerinin (ICsg
3.7, 2.8 ug/mL), C. tchihatchewii tiiriine gore farkli etki gosterdigi gorilmistiir. Ayrica bitkinin
antidiyabetik potansiyeli degerlendirildigi calismada a-amilaz ve a-glikozidaz enzimlerinin inhibisyon
miktarina gore aktivite testi yapilmistir. Calismanin sonucunda tiiriin koklerinden elde edilen sulu
ekstrenin ve yapraklarindan elde edilen etanol ekstresinin, sirasiyla a-amilaz ve a-glukozidaza karsi
giiclii inhibisyon etki gosterdigi bildirilmistir (Mbhele ve ark., 2015).

Doygun substrat konsantrasyonunda AChE enzimi i¢in standart inhibitérii olan takrin ve
Cephalaria ekstrelerinin inhibisyon etkisine bakilmistir ve grafikleri ¢izilmistir. Grafikten yararlanilarak
MECT ICsodegeri 44.15 pg/mL (r*=0.9960); WECT ICso degeri 36.75 ug/mL (r?=0.9906), takrinin 1Cso
degeri ise 0.0246 pug/mL (r>=0.9706) olarak hesaplanmustir. (Cizelge 4)

Cephalaria procera ekstrelerinin fenolik igerikleri ve antioksidan aktivite ve kolinesteraz enzim
inhibisyon etkisinin incelendigi bir ¢alismada suyun fenolik igerigi en yiiksek olup 79.64 GAE/mg kuru
ekstre’dir, metanol ekstresi ise en yiiksek toplam flavonoit icerige 15.33 mg KE/g kuru ekstre sahip
oldugu bildirilmistir. Ayrica metanol ekstresi 83.21 pg/mL ICso degeriyle en yiiksek radikal temizleme
aktivitesi gostermistir. Kolinestereaz enzim inhibisyon deneyinde ise su ekstresi, sirastyla 134.63 pg/mL
ve 62.76 pg/mL I1Cso degerleriyle en yiiksek AChE ve BuChE inhibitor etkisini gostermistir (Burak ve
ark., 2021).

Enzim inhibisyon etkileri incelendiginde inceledigimiz ekstrelerin genel olarak standartlardan
daha diisiik bir inhibe edici etkisi oldugu goriilmektedir. Metanol ekstresi AChE ve a-glikozidaz
enzimlerinde daha iyi einhibisyon etkisi gdstermistir. Ancak farkli olarak su ekstresi (WECT) CA II’yi
daha iyi sekilde inhibe etmistir. En iyi antioksidan kapasiteye sahip ekstre ile en iyi enzim inhibisyon
etki sahip ekstrenin birbirinden farkli olmasi non-fenolik sekonder metabolitler ile iliskili olabilir
(Saleem ve ark., 2020).
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Cizelge 4. Cephalaria ekstrelerinin karbonik anhidraz Il (CA 11), a-glikozidaz (a-Gly),
asetilkolinesteraz (AChE) enzimlerine kars1 inhibitor etki degerleri

1Cs0
Numuneler CAll r’ AChE r’ a-Gly rl
MECT (ng/mL) 27.75 0.9362 21.82 0.9960 28.98 0.9958
WECT(ng/mL) 13.72 0.9760 26.52 0.9906 34.16 0.9307
Asetazolamid* (nM) 8.37 0.9825 - - - -
Takrin** (nM) - - 5.97 0.9706

Akarboz*** (nM) - - - 22800 0.9922
*Asetazolamid (AZA), CA Il inhibisyonu i¢in bir standarttir (Durmaz ve ark., 2022).
**Takrin, AChE enzimi igin pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Hatice Kiziltas ve ark., 2022).

***Akarboz, a-glikozidaz igin pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Durmaz ve ark., 2022).

Doygun substrat konsantrasyonunda karbonik anhidraz II icin standart inhibitérii olan
asetazolamid ve Cephalaria ekstrelerinin inhibisyon etkisine bakilmistir ve grafikleri ¢izilmistir.
Grafikten yararlanilarak MECT ICs50=27.75 pg/mL (1?=0.9372), WECT ICso- 13.72 ng/mL (r?=0.9760),
asetozolamid 1Cs0=8.37 nM (r?=0.9825) olarak hesaplanmustir. (Cizelge 4) Bilgimiz dahilinde yapilan
literatlir taramasinda ilkkez bir Cephalaria tiiriiniin karbonik anhidraz II enzimi inhibisyon etkisi
belirlenmistir.

Doygun substrat konsantrasyonunda a-glikozidaz i¢in Cephalaria ekstrelerinin inhibisyon etkisine
bakilmustir ve grafigi ¢izilmistir. Grafikten yararlanilarak MECT IC50=28.79 pg/mL (r?=0.9958), WECT
ICs50=34.16 pg/mL (r?=0.9307), akarboz 1Cso=14.72 nM (r?=0.9922), degeri olarak hesaplanmustir.

(Cizelge 4)

MECT ve WECT’in enzim inhibisyon etkileri standartlarla kiyaslandiginda daha diisiin etkiler
gozlenmistir. Ancak ilerleyen ¢alismalarda izolasyon ile ekstrelerdeki etkin maddelerin yeniden enzim
inhibisyon etkileri incelenerek etkilerin hangi maddelerden kaynaklandigi tespit edilmesi gerekmektedir.

SONUC

Bu calismada, yerel halk tarafindan geleneksel olarak hem ilag hem de gida olarak kullanilan
Cephalaria tiiriiniin metanol ve su eckstresi, biyoaktivitesi ve fenolik bilesikleri bakimindan
degerlendirilmistir. Bitki ekstrelerinin potansiyel tibbi kullanimin1 arastirmak i¢in, alt1 farkli antioksidan
aktivite yontemi kullanilmistir ve {i¢ farkli enzim ile inhibisyon kapasitesi belirlenmistir. Literatiir
taramamizda, Cephalaria tchihatchewii ekstrelerinin antioksidan aktivite ve enzim inhibisyonu ile ilgili
kapsamli bir ¢alismanin yapilmadigi tespit edilmistir. Boylece literatiirdeki eksiklik bu calisma ile
giderilecek gibi goriinmektedir. Bununla birlikte, gelecekteki ¢alismalarda in vivo ve hiicre kiiltiiri
calismalari ile desteklenmesi gerekmektedir.
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