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Oz: Amag: Bu caligmada demir Tribulus terrestris (demir diken) bitkisinden elde edilen farkli ekstraktlarin (petrol
eteri, kloroform, metanol, etanol) antioksidan ve toplam fenolik madde miktarini belirlendi. Gereg¢ ve Yontem:
Ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri CUPRAC, FRAP, DPPH ve ABTS yontemleriyle incelendi. Bunun yaninda
asetilkolin esteraz (AChE) ve biitirilkolin esteraz (BChE) aktiviteleri lizerine etkileri in vitro olarak degerlendirildi.
Bulgular: Elde edilen bulgulara gére toplam fenolik madde miktar1 en fazla olan ekstraktin metanol ekstrakti
oldugu goriildii (63,59+4,33 pg gallik asit/mg ekstrakt). CUPRAC indirgeme kapasitesi bakimindan standart
antioksidanlara kiyasla diisiik olmakla birlikte ekstraktlar arasinda en gii¢lii etkiye metanol ekstraktinin oldugu
belirlendi. FRAP yontemine gore yine metanol ekstrakti 1,47 umol Fe?*/mg ekstrakt degeri ile en yiiksek
indirgeme kapasitesine sahipti. Benzer sonuglar radikal giderme etkilerinde de goriildi. Hem DPPH hem de ABTS
yontemlerine gore radikal giderme kapasitesi en yiiksek olan metanol ekstrakti idi. DPPH yontemine gore 24,39
pg/mL ICso degeri ile, ABTS yontemine gore ise 0,47 pg/ pg ekstrakt degerleri ile bu etkiyi gosterdi. Enzim
inhibisyon sonuglaria bakildiginda AChE enzimi i¢in 17,29 pg/mL, BChE i¢in 18,23 pg/mL ICsq degeri ile en
giiclii inhibisyon etkisinin yine metanol ekstraktina sahip oldugu goriildii. Sonug: Elde edilen sonuglara gore demir
diken bitkisinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan etki gdsterdigi, AChE ve BChE enzim aktiviteleri iizerine
gosterdigi inhibisyon etkisi ile Alzheimer hastalig1 tedavisinde bir secenek olabilecegi noktasinda 6n bilgiler elde
edilmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Asetilkolin esteraz, Biitirilkolin esteraz, Tribulus terrestris.

Abstract: Objective: This study determined the antioxidant and total phenolic substance amounts of different
extracts (petroleum ether, chloroform, methanol, ethanol) obtained from the iron Tribulus terrestris plant. Methods:
Antioxidant activities of the extracts were examined using CUPRAC, FRAP, DPPH, and ABTS methods. In
addition, its effects on acetylcholine esterase (AChE) and butyrylcholine esterase (BChE) activities were evaluated
in vitro. Results: According to the findings, methanol extract had the highest total phenolic substance amount
(63.59+4.33 pg gallic acid/mg extract). In terms of CUPRAC reducing capacity, it was determined that methanol
extract had the most substantial effect among the extracts, although it was lower than standard antioxidants.
According to the FRAP method, methanol extract had the highest reduction capacity with a 1.47 umol Fe?*/mg
extract value. Similar results were seen with radical scavenging effects. It was the methanol extract with the highest
radical scavenging capacity, according to DPPH and ABTS methods. It showed this effect with an 1Cs value of
24.39 pug/mL according to the DPPH method and an extract value of 0.47 pg/ug according to the ABTS method.
When the enzyme inhibition results were examined, it was seen that the methanol extract had the most potent
inhibition effect with an ICsp value of 17.29 ug/mL for the AChE enzyme and 18.23 pg/mL for BChE. Conclusions:
According to the results obtained, evidence was obtained that the extracts obtained from the iron thistle plant have
an antioxidant effect and may be an option in the treatment of Alzheimer's disease with their inhibition effect on
AChE and BChE enzyme activities.
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Giris

Son zamanlarda arastirmacilarin dikkati tibbi bitkiler iizerine yogunlasmis ve bazi
biyolojik etkilerinin ortaya konmasi ig¢in yapilan arastirma sayilart giderek artmistir. Bu
bitkilerin ihtiva ettikleri fenolik ve flavonoidler gibi sekonder metabolitleri sayesinde oksidatif
stres kaynakli baz1 hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi ortaya konmustur (Taskin vd.,
2022). Normal metabolik faaliyetlerin bir sonucu olarak da ortaya cikabilecek olan reaktif
nitrojen ve oksijen tiirlerinin, bunun yaninda serbest radikallerin gideriminde antioksidanlar
biiyiik 6nem tagir. Bu nedenle yaslanma, kanser, kalp damar hastaliklar1 kanser, inflamasyon
gibi hastaliklarin gelisiminde merkezi rol alan serbest radikallerin neden oldugu hasarlara karsi
antioksidanlar koruma saglar (Budak ve Oztiirk Sarikaya, 2022). Dogal antioksidanlar biiyiik
cogunlugu bitkisel kaynaklardan elde edilir. Bitkilerden elde edilen bu igeriklerde bulunan
antioksidanlar, elde edilen bitkinin tiiriine, elde edilis yontemine ve yetistigi yerin 6zelliklerine
gore degisiklik gosterebilmektedir ve icerikleri bitki tiiriine, ¢esitliligine, ekstraksiyon ve/veya
isleme yontemlerine ve yetistirme kosullarina bagli olarak degisir (Zehiroglu ve Oztiirk

Sarikaya, 2019).

Antioksidanlar Alzheimer hastaliginin (AD) dahil oldugu majoér dejeneratif hastaliklarin
geciktirilmesinde veya Onlenmesinde ¢ok Onemli bir rol oynar (Topal ve Gulcin, 2020).
Beyinde asetilkolin (ACh) ve biitirilkolin (BCh), sirasiyla asetilkolin esteraz (AChE) ve
biitirilkolin esteraz (BChE) enzimleri tarafindan hidrolitik olarak parcalanir. AChE, AD’den
mustarip hastalarda beyin dokusunda BChE'den daha yaygin olarak bulunur. Temporal lob ve
hipokampusta AChE aktivitesi AD’nin ilerledigi durumlarda normale oranla %67, BChE
aktivitesi ise %165 kadar artis bildirilmistir (Durmaz vd., 2023). AD’nin ana nedenlerden biri
kolinerjik iletim defektleridir. Bu nedenle AD tedavisindeki yaklagimlardan biri kolinerjik
iletimi artiran asetilkolinesteraz inhibitorlerinin (AChEI'ler) kullanim1 olmustur. Bu amacla
kullanilan inhibitorlerden biri takrindir. Ancak takrin i¢in ciddi hepatotoksik etkilerinin yaninda
mide bulantisi, kusma, kilo kaybi, mide rahatsizligi, ajitasyon, deri dokiintiisii, ishal ve titreme
gibi durumlara neden oldugu bildirilmistir. Halihazirda kullanilan ilaglar i¢in de yan etkilerinin
oldugu ifade edilmektedir (Topal ve Gulcin, 2020).

Demir dikeni (Tribulus terrestris), Zygophyllaceae familyasina ait ve 20 iiyesi bulunan
Tribulus cinsi bir bitkidir. Bitki tek bagina tek bir terapdtik ajan olarak veya birgok bilesik
formiilasyonunun gida takviyesinin ana veya alt bileseni olarak kullanilir (Chhatre vd., 2014).
Bu bitki yiizlerce yildir geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu

bitkinin ana aktif fitokimyasallar1 arasinda flavonoidler, alkaloidler, saponinler, lignin, amidler
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ve glikozitler bulunmaktadir (Shahid vd., 2016). Daha 6nce yapilan galismalarda bu bitkinin
farkli kistmlarindan elde edilen ekstraktlarin afrodizyak (Singh vd., 2012), antiiirolitik (Anand
vd., 1994), immiinomodiilator (Tilwari vd., 2011), antidiyabetik (Amin vd., 2006),
antihiperlipidemik (Khan vd., 2011), vazodilator ve antihipertensive (Phillips vd., 2006) gibi
bir¢ok 6zellikleri ortaya konmustur.

Dogal olarak yetenekli organizmalar olan bitkilerin ihtiva ettikleri fitokimyasallar gida
ilagc ve kozmetik basta olmak iizere endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir. Ekstraksiyon
islemleri, bitki materyallerinin ihtiva ettikleri 6nemli dogal molekiilleri ayirmak i¢in yaygin
olarak kullanilan yo6ntemlerdendir (Aydin vd., 2021). Bitkilerden eclde edilen farkli
ekstraktlardaki antioksidan kapasitelerin belirlenmesi fizyolojik orak fonksiyonlarinin
kanitlanabilmesi icin olduk¢a miihimdir (Budak ve Oztiirk Sarikaya, 2022). Yapilan bu
calismada da demir diken bitkisinin yaprak ve ¢icek kisimlarini igeren preparatlardan etanol,
metanol, kloroform ve petrol eteri ¢oziiciileri kullanilarak maserasyon yontemi ile ekstraktlar
elde edilmesi, elde edilen bu ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi, FRAP ve CUPRAC
yontemleri ile indirgeme yetenekleri, DPPH" ve ABTS™ radikal giderme kapasitelerinin
belirlenmesi amaglandi. Ayrica ekstraktlarin in vitro olarak AChE ve BChE enzim aktiviteleri

uzerine etkileri incelendi.

Gerec¢ ve Yontem
Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan etanol, kloroform ve petrol eteri Isolab (Isolab Laborgeridte GmbH,
Germany)’dan, Folin-Ciocalateu’s phenol, FeCls Merck’ten (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), diger ¢oziisii ve kimyasallar Sigma’dan (Sigma-Aldrich, Germany) ticari olarak

analitik saflikta satin alinmigtir. Enzimler yine ticari olarak Sigma’dan temin edildi.

Bitki Materyali
Calismada kullanilan demir diken bitkisi Azerbaycan’in Bakii sehrinde bir aktardan ticari

olarak satin alindi.

Ekstraksiyon Islemi

Ogiitiicii kullanilarak bitkiden 50 g alinarak dgiitiilmiistiir. Her birini 5g olmak iizere 4
erlene alinmis ve iistiine 50 mL ¢oziicli eklenmistir. 24 saat boyunca karanlikta ve agz1 kapali
olarak bekletildi. Burada c¢ozelti olarak etanol, methanol, petrol eteri ve kloroform
kullanilmistir. Ekstreler Whatman tipi siizge¢ kagidindan siiziilerek islemler bes defa

tekrarlandi. Elde edilen ve bitki iceriklerini ihtiva eden ¢ozeltide ¢oziiciiler rotary evaporator
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ile uzaklastirildi. Boylece dort farkli ¢oziicii ile demir diken metanol (DTM), etanol (DTE),
kloroform (DTK) ve petrol eteri (DTP) ekstraktlar elde edildi.

Toplam Fenolik Madde Tayini

Bu ¢alismada hazirladigimiz bitki ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik bilesik miktar1
Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin edildi (Singleton vd., 1999). Standart fenolik bilesik
olarak gallik asit (GA) kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda gallik asit kullanilarak yapilan
Ol¢limlerden elde edilen standart grafik yardimiyla bitki ekstraktlarindan bulunan toplam

fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri cinsinden verildi.

FRAP indirgeme Kapasitesi Tayini

Ilk olarak 0,3 M sodyum asetat tamponu (pH: 3,6), 10 mM 2,4,6-Tris(2-pyridil)-s-triazine
(TPTZ) ¢ozeltisi, 20 mM FeCls, 2 mM FeSOg ¢ozeltileri hazirlandi. Tampon ¢ozelti, TPTZ ve
FeCl3 ¢ozeltilerinin sirasiyla 10:1:1 oraninda karistirilmasi sonucu ¢alisma ¢ozeltisi elde edildi.
2 mM FeSOq4 ¢ozeltisi ile 593 nm’de absorbans Olclimleri yapilarak standart bir grafik elde
edildikten sonra numuneler i¢in de en az li¢ farkli konsantrasyonda Ol¢timler yapildi. Elde

edilen sonuglar mg ekstrakt/umol Fe?" esdegeri olarak verildi (Sachett vd., 2021).

CUPRAC indirgeme Kapasitesi Tayini

Bu metotta daha 6nce bildirilen yontemin kismen modifiye edilmis hali kullanildi. Buna
gore hazirladigimiz bitki eksterelerinden farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 40 ng) tiiplere
alind1. Uzerine 0,25 mL CuCla ¢dzeltisi (0,01 M), 0,25 mL etanolik neokuprin ¢dzeltisi ve 0,25
mL CH3COONHj4 tampon ¢ozeltileri (1 M) eklendi. 30 dakika karanlikta beklettikten sonra 450
nm’de kore kars1 absorbans degerleri 6l¢iildii. (Ak ve Giilgin, 2008). Ol¢iim degerleri troloks,
gallik asit ve biitilhidroksianisol (BHA) gibi standart antioksidanlar ile kiyaslanarak sonuglar

verildi.

ABTS*" Radikal Giderme Kapasitesi Tayini

ABTS"" radikal giderimi etkisi Re vd. (1999)’nin belirttigi sekilde yapildi. Buna gore 7
mM ABTS ve 245 mM amonyum persiilfat hazirlandiktan sonra sirasiyla 100:1 oraninda
karistirilarak ABTS"" radikali hazirlandi. 12 saat karanlikta inkiibasyona birakildi. 734 nm’de
absorbasi yaklagik 700 olacak sekilde bu c¢ozelti seyreltilerek kullanildi. Burada troloks
standart olarak kullanild1 ve en az bes farkli konsantrasyonda 6l¢iimler yapilarak standart egri
elde edildi. Ekstraktlarda ise en az ii¢ farkli konsantrasyonda 6l¢iim yapildi. Sonuglar troloks

esdegeri olarak verildi.
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DPPH* Radikal Giderme Kapasitesi Tayini

DPPH’ radikal giderme kapasitesinin belirlenmesinde Blois’in yontemi kullanildi (Blois,
1958). 2,24 mg/mL konsantrasyonda 2,2-Difenil-1- pikrilhidrazil (DPPH) ¢ozeltisi taze olarak
etanol kullamlarak hazirlandi. Olgiimler 517 nm’de yapildi. Ekstrakt yerine etanol kullanilarak
yapilan 6l¢iim sonucu %100 alinarak ekstrakt igeren 6l¢iimler neticesinde elde edilen sonuglar
icin % Absorbans degerleri belirlendi. Bu degerler kullanilarak %Absorbans-[Ekstrakt] grafigi

cizilerek %50 nin altina inen ekstraktlar i¢cin ICsp degerleri hesaplandi.

Enzim Aktivite Ol¢iimii
AChE ve BChE enzim aktiviteleri Ellman vd. (1961) tarafindan bildirilen metodun kismi
modifikasyonu ile gergeklestirildi. Buna gore asetiltiyokolin iyodiir ve 5,5'-ditiyo-bis (2-nitro-

benzoik) kullanilarak 412 nm'de spektrofotometrik olarak 6lgiildii.

Kinetik Calismalar

Calisma kapsaminda elde edilen ekstraktlarin AChE ve BChE enzim aktiviteleri lizerine
etkilerinin arastirilmasi i¢in en az bes farkli konsantrasyondan aktivite Ol¢timleri yapildi.
Kontrol 6l¢iimleri %100 aliarak farkli ekstrakt konsantrasyonlarinda yapilan 6l¢iimlerin %
aktiviteleri hesaplandi. Ekstrakt konsantrasyonuna karsilik % Aktivite grafikleri ¢izilerek %50
aktivitenin altina diisen dl¢timler i¢in ICso degerleri hesaplandi (Akyol ve Kuzu, 2017).

Bulgular
Toplam Fenolik Madde Tayini Sonug¢lar:

Ekstraktlardaki toplam fenolik madde icerigi spektrofotometrik olarak belirlendi ve gallik
asit esdegeri cinsinden verildi (Tablo 1). Gallik asit hesaplanmasinda hazirlanan standart grafik

kullanild1 (Sekil 1). Buna gore toplam fenolik madde igerigi en fazla olan metanol ekstrakti idi.
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Sekil 1. Gallik Asit Hesaplanmasinda Kullanilan Standart Grafik
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Tablo 1: Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Igerikleri

Ekstrakt Toplam Fenolik Madde (pg gallik asit/mg ekstrakt)

DTE 53,84+3,34
DTM 63,59+4,33
DTK 46,87+12,69
DTP 8,3+2,15

Indirgeme Kapasitesi Tayini Sonuglar

Ekstraktlarda indirgeme kapasitesi FRAP ve CUPRAC yontemleri ile belirlendi. FRAP
tayini sonuglar1 umol Fe?*/mg ekstrakt cinsinden verildi. Hesaplamalarda Fe?* icin hazirlanan
standart grafik kullanild1 (Sekil 2).
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Sekil 2. Fe?* Esdegeri Hesaplamasinda Kullanilan Standart Grafik

FRAP yontemine gore indirgeme kapasitesi en yliksek ekstraktin DTM oldugu goriildi
(Tablo 2).

Tablo 2: Ekstraktlarin FRAP Analizi Sonuglar

Ekstrakt Fe?" esdegeri (nmol Fe?*/mg ekstrakt)
DTE 0,84
DTM 1,47
DTK 0,62
DTP 0,027

CUPRAC yontemi ile belirlenen indirgeme kapasiteleri troloks, GA ve BHA standart
antioksidanlar1 ile karsilastirilarak verildi. Her standart antioksidan ve ekstrakt i¢in ti¢ farkli
konsantrasyondan Olclimler yapildi. Elde edilen sonuglara gore 30 pg ihtiva eden
kuyucuklardaki ol¢iimler kiyaslandiginda CUPRAC yo6ntemine gore indirgeme kapasiteleri
GA>BHA>Troloks>DTM>DTE>DTK>DTP seklinde idi. Buna gore ekstraktlar icinde
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CUPRAC yontemine gore en yiiksek indirgeme kapasitesine sahip ekstraktin DTM oldugu
goriildii (Sekil 3).

2 —@— Gallik
. asit
o
Fis BHA
s
s Trolox
2
S 1
o) DTE
<
0,5 —@— DTM
0 - °® —@— DTK
0 10 20 30 40 OTP

HE
Sekil 3. CUPRAC Yontemine Gore Indirgeme Kapasiteleri

Radikal Giderme Kapasitesi Tayini Sonug¢lari

Calisma kapsaminda elde edilen ekstraktlarin DPPH" ve ABTS™ radikal giderme
kapasiteleri incelendi. DPPH radikal giderme aktivitesinin belirlenmesi amaciyla en az bes
farkli ekstrakt konsantrasyonunda dl¢timler yapildi. Kontrol 6l¢iimiine gore absorbans degerini
yaridan daha aza diisiiren ekstraktlar i¢in ICso degerleri hesaplandi. Buna gére DTM
ekstraktinin 24,39 pug/mL ICso degeri ile en giiglii DPPH" radikali giderme kapasitesine sahip
oldugu goriildi. Buna karsin DTP ekstraktinin DPPH" radikal giderme aktivitesine sahip
olmadigi belirlendi (Tablo 3, Sekil 4).

Tablo 3: Ekstraktlarin DPPH" Radikal Giderme Aktivitelerine Ait 1Csq Degerleri

Ekstrakt 1Cs0 (ng/mL)
DTE 39.6
DTM 24.39
DTK 57.09
DTP -
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Sekil 4. Ekstraktlarin DPPH' Radikal Giderme Kapasiteleri

Ekstraktlarda ABTS** radikal giderme etkileri belirlenerek sonuglar troloks esdegeri
olarak verildi. Bu amagla ilk Once troloks standart grafigi hazirlandi (Sekil 5) ve grafik
denkleminden numuneler igin troloks esdegerleri hesaplandi. Elde edilen verilere gére ABTS®"
radikal giderme aktivitesi en yiiksek olan ekstraktin DTM, en diisiik oldugu ekstraktin ise DTP
oldugu belirlendi (Tablo 4).
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Sekil 5. Trolox Standart Grafigi
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Tablo 4: Ekstraktlarin ABTS™* Radikal Giderme Aktivitelerine Ait Trolox Esdegerleri

Ekstrakt Trolox Esdegeri (ug/ pg ekstrakt)
DTE 0,385
DTM 0,47
DTK 0,283
DTP 0,0787

Ekstraktlarin AChE ve BChE Aktiviteleri Uzerine Etkileri

Ekstraktlarin AChE ve BChE enzim aktiviteleri lizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
en az bes farkli ekstrakt konsantrasyonunda aktivite 6lglimleri yapilarak % Aktivite — ekstrakt
konsantrasyonu grafikleri ¢izildi. Grafik denklemleri kullanilarak inhibisyon etkisi gosteren
ekstraktlar igin ICso degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore ekstraktlarin AChE enzimi
inhibisyonuna ait ICso degerleri DTM igin 17,29 pg/mL, DTK i¢in 22,24 pg/mL ve DTE igin
38,94 ng/mL seklinde idi. Ayrica DTP ekstraktinin DTP 0-80 pg/mL konsantrasyonu araliginda
inhibisyon etkisine bakildiginda aktiviteyi %33,54 inhibe ettigi, %50 aktivitenin altina
diistilemediginden DTP i¢in ICso degeri hesaplanmadi (Sekil 6).

Ekstraktlarin BChE enzim aktivitesi lizerine etkileri incelendiginde inhibisyon etkisi en
giiclii olan ekstraktin 18,23 ng/mL ICsp degeri ile DTM nin oldugu goriildii. DTK ekstrakti i¢in
bu deger 47,6 pg/mL iken DTE ekstrakti icin 64,25 pg/mL seklinde idi. 0-80 pg/mL
konsantrasyon araliginda % Aktivite degeri %50°nin altina diismediginden DTP i¢in ICso degeri

hesaplanamadi (Sekil 7).

y = 100e40.07x y= 100e-17.8x
100 100 &
R2=0,98 o0 '. R2 = 0,9706
O\O— 80 R ' . . .
L 60 X 60 ® ...
= b "o,
g 40 g S .
X 20 -
20 3
0 0
0 0,02 0,04 0 0,02 0,04 0,06 0,08
DTM mg/ml DTE mg/ml
100 o, y = 100e3116¢ 100 gga-... Y = 100e2 15
0. R2=0,976 L YO e R?=0,949
© 80 o o 8 | @ R,
o ® -, LT [ )
i) 60 | el L 60
s PR s
£ a | T ° £ 40
< 5 < 20
0 0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0 0,02 0,04 0,06 0,08
DTK mg/mL DTP mg/ml

Sekil 6. AChE Enzimi Uzerine Inhibisyon Gosteren DT Ekstreleri Igin Aktivite (%) Grafikleri
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Sekil 7. BChE Enzimi Uzerine Inhibisyon Gésteren DT Ekstreleri igin Aktivite (%) Grafikleri
Tartisma

Calisma kapsaminda demir diken bitkisinin yaprak ve ¢igek kisimlari karistirilarak
hazirlanan preparatlardan metanol, etanol, kloroform ve petrol eteri ¢oziiciileri kullanilarak
maserasyon yontemi ile ekstraktlari elde edildi. Elde edilen bu ekstraktlarda toplam fenolik
madde tayini yapildi. Ayrica FRAP ve CUPRAC yontemleri kullanilarak indirgeme
kapasiteleri, DPPH ve ABTS radikal giderme yontemleri kullanilarak da radikal giderme
kapasiteleri incelendi. Ayrica ekstraktlarin kolinerjik sistemin 6nemli bilesenleri olan AChE ve
BChE enzim aktiviteleri iizerine in vitro etkileri incelendi. % Aktivite-[ekstrakt] grafikleri

cizilerek inhibisyon etkisi gosterenler ekstraktlar igin ICso degerleri hesaplandi.

Bitkisel ekstraktlarda bulunan fitokimyasallar benzersiz fonksiyonel gruplara sahip
biyoaktif maddelerdir. Bu fitokimyasallar antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve
immiin sistemi uyarici 6zelliklere sahiptir. Bitkisel ekstraktlar polifenolik bilesikler basta olmak
lizere polisakkaritleri, alkaloidleri ve saponinleri igerir (Piao vd., 2023). Yapilan ¢alismada
demir diken bitkisinde elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde tayini yapildi ve gallik
asit esdegeri 10larak sonuglar verildi. En yiiksek fenolik madde icerigine sahip ekstraktin DTM
oldugu ve 63,59+4,33 g gallik asit/mg ekstrakt esdegeri oldugu bulundu. Zheleva-Dimitrova
vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada demir diken bitkisinin ticari olarak satilan ti¢ farkli
preparatinda toplam fenolik madde miktar1 belirlenmis ve pirogallol esdegeri olarak

vermiglerdir. Elde ettikleri sonuglara gore en yiiksek preparatin bir mg ekstraktin 31,7 pg
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pirogallol esdegeri oldugunu bildirmislerdir. Bu sonucun toplam fenolik madde ile FRAP
analizleri arasindaki korelasyonu ortaya koydugunu bildirmislerdir. Bizim yapmis oldugumuz
calismada da antioksidan kapasiteler ve toplam fenolik madde igerikleri agisindan bir uyumun

oldugu goriilmektedir.

Demir diken bitki ekstraktlarinin FRAP ve CUPRAC indirgeme kapasitelerine
bakildiginda her iki yonteme gore de indirgeme kapasitesi en yiiksek ekstraktin 1,47 pmol
Fe?*/mg ekstrakt degeri ile DTM oldugu goriildii. Ancak Abbas ve arkadaslar1 yapmis oldugu
calismada demir dilen bitkisi metanol ekstraktinin 4,1 pmol Fe?*/mg ekstrakt esdegeri oldugunu
bildirmislerdir (Abbas vd., 2022). Bu deger bizim elde etmis oldugumuz degerle
kiyaslandiginda fazla oldugu goriilmektedir. Bir diger ¢alismada ise Tiirkiye-Nevsehir
bolgesinden toplanan bitkinin maserasyon yontemi ile etil asetat, metanol ve su ekstraktlari elde
edilmis ve CUPRAC indirgeme aktivitesi troloks esdegeri olarak verilmistir. Buna gore
metanol ekstraktt CUPRAC indirgeme giicii agisindan etil asetattan sonra ikinci sirada yer almis
ve 60,21+1,64 mg troloks esdegeri/ g ekstrakt olarak vermislerdir (Uysal vd., 2023). Bizim elde
etmis oldugumuz sonuglara gore de metanol ekstrakti diger ekstraktlara kiyasla daha yiiksek
CUPRAC indirgeme kapasitesine sahipti. Tian vd. (2019) de Tribulus terrestris yapraklarindan
elde edilen etanol ekstraktlarinin hafif bir antioksidan aktivite gosterdigini, ila¢ ve gida
endiistrileri icin dogal, cevresel ve saglikli antioksidanlarin arastirilmasi ve gelistirilmesi igin

aday olabilecegini ifade etmislerdir (Tian vd., 2019).

Yapilan ¢alismada hem DPPH hem de ABTS radikal giderme yontemlerinde en yiiksek
radikal giderme kapasitesine sahip ekstraktin DTM oldugu goriildii. Daha once yapilan
caligmalarda polaritesi daha yiiksek ¢oziiciiler ile radikal temizleme potansiyeline sahip
olduguna inanilan polar fonksiyonel gruplarina polifenolik yapilarin ekstraksiyonunun daha
fazla olduguna atfedilebilecegi ifade edilmektedir. Ciinkii bu tiir fitokimyasallarin hidrojen
iyonlar1 vererek reaktif oksijen tiirlerinin siipliriilmesini ve bdylece sagliga zararli zincir
reaksiyonlarinin 6nledigi bildirilmektedir (Amorati ve Valgimigli, 2016). Abbas ve arkadaslar
tarafindan yapilan ¢alismada ise demir diken metanol ekstraktinin DPPH radikal giderme
aktivitesine iliskin ICsg degerinin 332,3 ug/mL oldugu bildirilmistir (Abbas vd., 2022). Bizim
caligmamizda ise elde edilen metanol, etanol ve kloroform ekstraktlar sirasiyla 24,36, 39,6 ve
57,09 pg/mL ICsp degerleriyle daha giiclii radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu goriildii. Bunun
nedeni bitkinin yetistigi yere, ortama ve toplanma zamani, kurutma proseslerindeki farkliliklara
bagh olarak bitki icerigindeki fitokimyasal tiirii ve miktarinin degisiklik gosterebilecegi ile

aciklanabilir. Uysal ve arkadaglari yapmis olduklar1 calismada ABTS radikal giderme
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aktivitesini maserasyon yontemi ile elde ettikleri etil asetat ve metanol ekstraktlarinda
belirlemisler ve sirasiyla, 26,85+0,82 ve 37,75+0,74 mg troloks/g ekstrakt olarak vermislerdir
(Uysal vd., 2023). Bizim elde ettigimiz sonuglara gore ise metanol ekstrakti 0,47 mg troloks/mk
ekstrakt olarak bulundu. Buna gére ABTS radikal giderme aktivitesinin ¢alismamizda elde
edilen ekstraktta daha fazla oldugu sOylenebilir. Uysal ve arkadaglar1 ekstraktlarin sahip
olduklar1 antioksidan kapasitelerini fenolik madde igeriklerine atfetmislerdir. Gergekten de
kendilerinin yapmis olduklar1 ¢alismada metanol ekstraktir toplam fenolik madde igeriginin
18,61 mg gallik asit/g ekstrakt olarak vermisler bizim elde ettigimiz ekstrakta ise bu deger 63,59
mg gallik asit/g ekstrakt idi. ABTS radikal giderme aktivitesindeki bu artis toplam fenolik

madde igerigi ile de dogrulanmis oldu.

AD patolojisini acgiklamada bir teori olarak antioksidan aktivite ile inflamatuar
yanitlardan kaynaklanan ve bunlar1 siddetlendiren oksidatif stres arasindaki dengesizlik one
siriilmiis, halihazirda bu teorini dogrulugu iizerinde kanitlar vardir. Bu kamitlar AD
ndrodejenerasyonuna yol agan yavas olaylar zincirinin suglulari olarak oksidasyon ve
inflamasyona isaret etmektedir (Korczowska-Lacka vd., 2023). Oksidatif strese bagl
norodejeneratif bozukluklarin da dahil oldugu bircok hastaligin tedavisinde antioksidan
kullaniminin faydali etkileri daha 6nce yapilan ¢alismalarla ortaya kondugu bilinmektedir
caligmalarda arastirilmis ve olumlu sonuglar ortaya konmustur. Bunun yani sira sentetik ilag
kullanimina ait yan etkilerin bildirilmesi, bitkisel {iriinlere ulasilabilirligin daha kolay olmast
ve siirdiiriilebilirlik agisindan ilag ve saglik triinlerinin gelistirilmesinde bitkisel kaynaklar
biiyiik 6nem arz etmektedir (Comakli vd., 2023). Diinya ¢apinda toplumlara ve saglk
sistemlerine onemli bir ylik getiren AD'nin patogenezi heniiz tam olarak ag¢iklanamamaistir. Bu
nedenle yeni tedavi stratejileri gelistirmek onemlidir. Bu nedenle AD klinik tedavisinde hedef
enzimler olan AChE ve BChE enzimlerine yonelik yeni ve gii¢lii inhibitorlerin kesfedilmesi
gerekliligi ifade edilmektedir (Comakli vd., 2024). Yapilan ¢alismada elde edilen bitki
ekstraktlarinin kolinerjik sistemin onemli bilesenleri olan AChE ve BChE enzim aktiviteleri
iizerine etkileri incelendi. Elde edilen sonuglara gore DTP ekstrakti hari¢ diger ekstraktlarin her
iki enzim iizerine de kuvvetli inhibisyon etkisi gosterdigi belirlendi. Her iki enzim i¢in en giiglii
inhibisyon etkisine sahip ekstraktin AChE i¢in 17,29 pg/mL, BChE i¢in 18,23 pg/mL ICso
degeri ile DTM oldugu goriildii. Daha 6nce yapilan bir ¢aligmada Pekin’de bir firmadan ticari
olarak satin alinan demir diken bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin AChE i¢in ICsp degerinin
5 mg/mL’den yiiksek bulundugu ifade edilmistir (Song vd., 2020). Bir diger ¢alismada ise
Yalova civarinda toplanan bitkinin kloroform:metanol (1:1) ekstraktinin AChE ve BCHE
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enzimlerini 1 mg/mL konsantrasyonda sirastyla %37,89 ve %78,32 inhibe ettigi bildirilmistir
(Orhan vd, 2004). Terminalia citrina bitkisi su ve etanol ekstraktinin enzimler {izerine etkileri
incelenmis, AChE ve BChE igin su ekstrakti ICsg degerleri sirasiyla 130,90 mg/mL ve 279,70
mg/mL, etanol ekstrakti ICso degerleri 94,87 mg/mL ve 262,55 mg/mL olarak bildirilmistir
(Ozler vd., 2023). Baska bir ¢alismada ise Aegle marmelos yapraklarindan elde edilen metanol
ekstraktinin 200 pg/mL derisimde AChE enzimini %35,78 inhibe ettigi belirlenmistir
(Asaduzzaman vd., 2014). Bu calismalarla kiyaslandiginda bizim elde etmis oldugumuz

ekstraktlarin her iki enzim i¢in de daha kuvvetli inhibisyon etkisi gosterdigi sdylenebilir.

Sonuc ve Oneriler

Sonu¢ olarak yapilan calisma kapsaminda demir diken bitkisinin metanol, etanol,
kloroform ve petrol eteri ekstraktlarinin toplam fenolik madde tayinleri ve antioksidan
kapasiteleri belirlenmis, AChE ve BChE enzim aktiviteleri iizerine etkileri belirlenmistir.
Boylece ekstraktlarin AD hastaligi tedavisinde kullanilabilirligi i¢in On veriler ortaya
konmustur. Bununla birlikte ekstraktlarin iceriginde bulunan fitokimyasallarin karakterize
edilerek etken maddelerin belirlenebilmesi i¢in ileri ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica

in vivo deneyler ile etkinliklerinin belirlenmesi de 6nem arz etmektedir.
Cikar Catismasi: Yazarlar ¢ikar ¢atismasi bildirmemisglerdir.

Yazar Katkilari: Fikir: MK; Tasarim/Dizayn: NN, MK; Denetleme: MK; Veri toplanmasi
ve/veya islemesi: NN, MK; Analiz ve/veya yorum: NN, MK; Literatiir Taramasi: NN; Yaziy1
yazan: NN, MK; Elestirel inceleme: MK

Hakem Degerlendirmesi: i¢/Dis bagimsiz.
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