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Arastirma Makalesi

oz
Makale Tarihgesi: Carduus nutans L. (Asteraceae), halk arasinda “Esek dikeni” olarak bilinir ve
Gelis tarihi: 30.03.2024 . - .. . . .
Kabul tarihi: 15.06.2024 kokleri clizzam ve kabizlik tedavisinde, yapraklari ise sitma tedavisinde
Online Yayilanma: 16.09.2024 kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmada Carduus nutans metanol ekstrakti
(MECN) antioksidan aktivitesi ve enzim inhibisyon etkileri spektrofotometrik
Anahtar Kelimeler: olarak belirlenmistir. Antioksidan deneylerinden iicii Fe**, Cu?* ve Fe®*-TPTZ
2?[idoukussi‘dna'“rl1tir;<iivite indirgeme deneyi olup sirastyla 20 ug/mL’de ki absorbanslari Azgo: 0,470, Aaso:
Enzim inhibisyonu 0,521 ve Ase3: 0,671°dir. Diger antioksidan deneyleri ise DPPH, ABTS ve
LC-MS/MS analizi DMPD radikalleri siipiirme deneyi olup ICso degerleri sirasiyla 115,52 pg/mL,
37,71 pg/mL, 85,47 pg/mL’dir. MECN’nin asetilkolinesteraz (AChE), a-
glikozidaz (a-gli) ve karbonik anhidraz I-1I (KA I-11) enzimlerine karsi

inhibisyon etkilerinin 1Cso degerleri sirasiyla 3,28 pg/mL, 8,37 pg/mL, 18,74
pg/mL ve 21,83 pg/mL’dir. MECN’nin toplam fenolik madde miktar1 153,83
pg/g GAE, toplam flavonoid madde miktar1 ise 221,0 pg/g KE’dir. Ayrica
MECN’nin LC-MS/MS analizi yapilmis 7,07 pg/g fumarik asit, 2,72 ug/g
kinik asit, 1,09 pg/g klorojenik asit major madde olarak tespit edilmistir. C.
nutans metanol ekstrakt1 yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir ve AChE, a-
gli ve KA I-II enzimlerine kars1 iyi bir inhibisyon etkisine sahiptir.

Phytochemical Analysis of Carduus nutans L. via LC-MS/MS, Antioxidant, Antidiabetic,
Antiglaucoma and Anti-Alzheimer's Effects

Research Article ABSTRACT

Article History: Carduus nutans L. (Asteraceae) is popularly known as "Esek dikeni" and its

Received: 30.03.2024 dinth £ d Lo dits |

Accepted: 15.06.2024 roots are used in the treatment of leprosy and constipation, and its leaves are

Published online: 16.09.2024 used in the treatment of malaria. In the study, antioxidant activity and enzyme
inhibition effects of Carduus nutans methanol extract (MECN) were

EeygvordS: determined spectrophotometrically. Three of the antioxidant assays are Fe%*,

Ai[iog(L;Z:r:jttzZtsivity Cu?*and Fe**-TPTZ reduction experiments, and their absorbances at 20 pg/mL

Enzym inhibition are A700:0,470, Aaso: 0,521, and Ase3: 0,671, respectively. Other antioxidant

LC-MS/MS analysis assays are DPPH, ABTS and DMPD radical scavenging experiments and 1Cso

values are 115,52 pg/mL, 37,71 pg/mL, and 85,47 pug/mL, respectively. The
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ICso values of the inhibitory effects of MECN against acetylcholinesterase
(AChE), a-glucosidase (a-gly) and carbonic anhydrase I-11 (CA I-11) are 3,28
pg/mL, 8,37 pg/mL, 18,74 pg/mL, and 21,83 pg/mL, respectively. The total
phenolic substance amount of MECN is 153,83 ng/g GAE, and total flavonoid
substance amount is 221,0 pg/g QE. Additionally, LC-MS/MS analysis of
MECN was performed and 7,07 pg/g fumaric acid, 2,72 pg/g quinic acid and
1,09 pg/g chlorogenic acid were determined as major components. C. nutans
methanol extract has high antioxidant activity and a good inhibition effect
against AChE, a-gly, and CA I- Il enzymes.

To Cite: Giiven L., Ertiirk A., Turan BS., Kaya Y. Carduus nutans L.’ LC-MS/MS ile Fitokimyasal Analizi, Antioksidan,
Antidiyabetik, Antiglokom ve Anti-Alzheimer Etkileri. Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi
2024; 7(4): 1702-1721.

é.a?dlﬁluss cinsi ¢ok yillik bir bitki olup Asteraceae (Compositae) familyasina aittir. Asteraceae familyasi
32913 tiir 1911 cins igerir ve tohumlu bitkiler igerisindeki en biiyiik familyadir. Carduus cinsinin ayirt
edici karakteristik 6zellikleri; yapraklarinin diken karakterleri, fillari, involukrum, sipsela, testa, korolla
ve papusa ait 6zellikleridir (Davis, 1970, Kadereit ve Jeffrey, 2007). Carduus cinsi Diinya tizerinde 100
Tiirkiye’de ise 11’1 alttiirii olan 27 taksaya sahiptir, bu tiirlerin 9 tanesi endemiktir (C. lanuginosus,
C. olympicus alttiir olympicus, C. olympicus alttiir hypoleucus, C. nutans alttiir trojanus, C. nutans alttiir
falcato-incurvus, C. onopordioides alttiir turcicus, C. amanus, C. acanthoides alttiir sintenisii, C.
rechingeranus) (Al-Shammari ve ark., 2015, Tiibives, 2024).

C. nutans L. halk arasinda “Esek dikeni” adiyla bilinir ve Asteraceae familyasinin diger temsilcileri gibi
lezzetleri ve biyolojik etkileri nedeniyle geleneksel tipta yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Tiirk halk
tibbinda karaciger ve bobrek hastaliklarinda, prostatta, bronsitte, ciizzamda, kabizlikta ve sitmada tedavi
amagl kullanilmaktadir (Kozyra ve ark., 2022). Ayrica bitki antioksidan, antipiretik, hipotansif ve
diiiretik olarak da tercih edilmektedir (Deliorman Orhan ve ark., 2002, Zheleva-Dimitrova ve ark.,
2011). Avrasya kokenli olan C. nutans agirlikli olarak geleneksel ve modern tipta idrar soktiiriicii olarak,
karaciger hastaliklarinin tedavisinde, sindirim sistemi rahatsizliklarinin tedavisinde, romatizmal
tedavilerde, soguk alginligi tedavisinde ¢ig olarak veya pisirilerek kullanilmaktadir. Bitki antikanser,
antiviral, antispazmotik, antibakteriyel, antiinflamatuar etkileriyle de bilinmekte ve kullanilmaktadir.
Carduus cinsine ait bitki tiirleri fumarik asit, kinik asit, klorojenik asit, luteolin, apigenin, benzoik asit,
gallik asit, ferulik asit, rosmarinik asit, p-kumarik asit, naringin gibi fenolik ve flavonoid bilesikler
icermektedir (Kozyra ve ark., 2019).

Oksidatif stres, serbest radikallerin viicutta kontrol edilememesiyle artar ve DNA/RNA ve protein gibi
bio-relevant molekiiller ile reaksiyona girerek hiicrede hasara sebep olurlar. Serbest radikaller, en distaki
atomik orbitallerinde c¢ift olusturmamus kararsiz bilesiklerdir. Antioksidanlar, serbest radikallere
elektron vererek onlart nétralize eder ve serbest radikallerin yapilarindaki eslenmemis elektronu
rezonans yapilarinda stabilize ederler. Boylece reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hiicreye zarar vermesini
engeller. Oksidatif stres, nérodejeneratif, enflamatuar, kardiyovaskiiler, immiinolojik, endokrinolojik ve

onkolojik hastaliklarla iligkilidir (Bursal ve ark., 2019, Gulcin ve Alwasel, 2023, Koca ve ark., 2023).
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Diabetes mellitus (DM), mutlak veya goreceli insiilin eksikliginden kaynaklanan kronik bir
metabolizma bozuklugudur. Yemek sonrasi veya aglik durumunda hiperglisemi ile karakterizedir ve
siddetli formuna ketozis ve protein kaybi eslik eder. Ayrica retinopati, noropati ve periferik damar
yetersizligi gibi komplikasyonlarla da iligkilidir (Ahamad ve ark., 2011). Yasam tarz1 degisiklikleri ve
ekonomik gelisime bagl olarak diyabet her gegen giin daha sik rastlanilan bir hastalik olmustur. Diinya
Saglik Orgiitii'ne gdre, 2000-2016 yillar1 arasinda DM sebebiyle erken éliimlerde %35 civarinda bir artis
olmus ve DM 2019'da 6liim nedenleri arasinda dokuzuncu siraya gelmistir (Kaplan ve ark., 2023).
DM’de, glukozun bagirsaktan emiliminde ve metabolizmasinda etkili olan enzimleri inhibe eden
bilesikler tedavide onemli bir rol oynar. a-Glikozidaz, disakkaritleri ve nisastay1 pargalayan, ince
bagirsagin fircamsi sinirinda bulunan pankreatik bir enzimdir (Riyaphan ve ark., 2021). a-Glikozidaz
enzimlerinin inhibisyonu sayesinde glukoz emilimi geciktirilmekte ve kan seker regiilasyonu
saglanmaktadir (Karagecili ve ark., 2023b).

Karbonik anhidraz (KA) enzimi, yapisinda ¢inko igeren, su ve karbondioksitin proton ve bikarbonata
geri doniistimlii hidrasyonunu katalize eden, pH regiilasyonunu saglayan bir metalloenzimdir (Giiven ve
ark., 2023b) mide, goz, bobrek gibi organlarda sivi dengesini korumaktadir (Senol ve ark., 2023).
Alzheimer hastaligi (AH), patolojik olarak senil amioid plaklar ve tau fibriller tarafindan olusturulan
norofibriler yumaklar, sinaps hasari, néron enflamasyonu, ve beyinde atrofi ile karakterize olan
norodejeneratif hastaliktir (Oztiirk ve Karan, 2009, Senol ve ark., 2023). Hastalik, hafiza kaybi,
unutkanlik gibi biligssel ve zihinsel fonksiyonlarda gerileme, dikkat problemi, konusma gii¢ligii,
depresyon, uyku problemi, giinliik yagsama uyum saglayamama gibi klinik bulgularla ortaya ¢ikmaktadir
(Keles ve Ozalevli, 2018). AH, insidans1 ve prevalans: 1990°dan 2019 yilina kadar sirasiyla %148 ve
%161 artmustir, 2050 yilina kadar 152 milyon insanin AH’dan mustarip olacagi ongériilmektedir (Li ve
ark., 2022). AH oksidatif stres, asetilkolin (ACh) eksikligi, enflamasyon ve varligi hastaligin ortaya
cikmasiyla baglantilidir (Karagecili ve ark., 2023a). Kolinerjik hipoteze gore sinir bilgilerini 6grenme
ve kolinerjik aktiviteyi arttiran 6nemli bir norotransmiter olan ACh miktarinin olusumu AH’ye sebep
olmaktadir (Demir ve Tiirkan, 2022). Mevcut tedaviler hastaligin ilerlemesini AChE inhibitorii ilaglarin
kullanilmasiyla durdurmay1 ve azaltmayi amaglamaktadir ancak yeterli degildir (Adali ve ark., 2020).
Oksidatif stresin neden oldugu kanser, AH, DM, glokom, gibi hastaliklarda kullanilabilecek tibbi
bitkiler ve etkiden sorumlu etken maddelerin kesfi, hastaliklarin engellenmesi ve &nlenmesi igin
onemlidir. Bundan dolay1 ¢alismamizda halk arasinda da tibbi amagh kullanilan Carduus nutans’in
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi, metabolik hastaliklarda muhtemel etkisinin ortaya koyulmas1 ve
kimyasal analizinin yapilmasi amaglanmaktadir. Yapilan bu ¢alismayla literatiirde var olan eksiklik
Carduus nutans’in biyololojik aktiviteleri ve kimyasal karakterizasyonunun agiklanmasi ile

doldurulacaktir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki Materyali

Carduus nutans L.’1in toprak tistii kisimlar1 24 Haziran 2018 tarihinde Erzurum Senyurt koyii, Radar
cevresi yol kenar1 40° 10° 23” K 41° 30” 20” D koordinatlarindan 2460 m rakimdan Dr. Leyla Giiven
tarafindan toplanmustir. Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi'nden Prof. Dr. Yusuf Kaya tarafindan teshis
edilmistir. AUEF 1387 herbaryum numarasiyla Atatiirk Universitesi, Biyogesitlilik Bilim Miizesinde
kaydedilmistir. (Sekil 1)

Sekil 1. Carduus nutans (Resimleyen Dr. Leyla Giiven)

2.2. LC-MS/MS Calismast

LC-MS/MS, fenolik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizlerinin gdzlemlenebildigi ¢ok fonksiyonlu
bir uygulama teknigidir. Referans standartlar Sigma-Aldrich’ten (Steinheim, Almanya) temin edilmistir.
Amonyum format, formik asit, aseton ve metanol Merck'ten (Darmstadt, Almanya) satin alinmistir.
Ultra saf su elde etmek igin Sartoious (Goettingen, Almanya) Arium Pro Ultra saf su sistemi
kullanilmustir. Cihazin UPLC kismu bir otomatik drnekleyici (Agilent 1260 Infinity G1329B ALS), bir
ikili pompa (Agilent 1260 Infinity G1312B (600 bar)), bir gaz giderici (Agilent 1260 Infinity G4225A
HiP) ve bir termostatli kolon (Agilent 1290 Infinity TCC G1316C) dan olusmaktadir. Fenolik
bilesiklerin kromatografik ayirim 30 °C kolon sicakliginda, C18 ters faz analitik kolon (Zorbax SB-C18
(4,6x100 mm, 3,5 um, ABD) iizerinde, % 0,1 formik asit iceren su (A) ve % 0,1 formik asit i¢eren
asetonitrilden (B) olusan mobil faz karisitmiin gradient eliisyonu ile gerceklestirilmistir. Fenolik
bilesikler ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modu kullanilarak 6l¢iilmistiir. Spesifik 6ncii fitokimyasalin
fragman iyon gecislerine taranmasina dayanarak, MRM yontemi fenolik bilesiklerin secici tespiti ve
miktar tayini i¢in optimize edilmistir. Biitiin fenolik bilesikler i¢in 50-1300 m/z kiitle araliginda
Collision enerjileri optimum fitokimyasal par¢alanma ve istenen iiriin iyonlarinin maksimum iletimi i¢in

optimize edilmistir. Veri toplama iglemini kontrol etmek i¢in Agilent MassHunter Workstation (Agilent)
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kullanilmustir. 30 fenolik bilesik i¢in spesifik polarite [M - H] olarak belirlenmistir (Giiven ve ark.,
2023a).

2.3. Ekstraksiyon Islemi

C. nutans toprak {istii kismi giines gérmeyen ve kuru bir ortamda kurutulmus ve toz haline getirilmistir.
Ardindan 20 gr toz halindeki bitkiye 500 mL metanol ilave edilmis ve gece boyunca bekletilmistir.
Maserasyondan sonra 25 °C'de 24 saat boyunca karigtirict ile ekstrakte edilmistir. Ekstrakt stizilmiis ve
stizintii algak basing altinda 40°C'de 120 rpm'de (Heidolph V2000, Schwabach, Germany) evapore
edilmistir. Elde edilen ekstraktin verimi %16,24’dir ((Elde edilen ekstrakt miktari/Kuru bitki materyali
miktar1)x100). Ekstrakt deney giiniine kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir (Miloglu ve ark., 2023).
2.4. Antioksidan Aktivite Deneyleri

2.4.1. Cu** -Cu* Indirgeme Kapasitesi (CUPRAC Metodu)

MECN Cu?* indirgeme kapasiteleri Giilgin metodunun kiigiik bir modifikasyonu ile incelenmistir
(Gulgin, 2008). Bunun ig¢in tiiplere farkli konsantrasyonlarda (10-30 pL) hazirlanan MECN ve
standartlar pipetlendikten sonra sirastyla; 0,01 M 500 uL. CuCl, ¢ozeltisi, 7,5x107 500 uL neokuprin
¢ozeltisi ve 500 pL tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. Toplam hacmi 4 mL olacak sekilde tiiplere distile
su eklenmistir. Ug farkli konsantrasyonda ii¢ tekrar yapilarak dl¢iime hazir hale getirilmistir. Yarim saat
karanlikta inkiibe edilmis ve 450 nm’de kore kars1 absorbans degerleri 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir (Inci
ve ark., 2023).

2.4.2. Fe** - Fe*" Indirgeme Kapasitesi

Fe®* - Fe?* indirgeme kapasitesi tayini Oyaizu’nun (Oyaizu, 1986, Gulcin, 2020) uyguladig1 yontemin
kiigiik bir modifikasyonu ile gerceklestirilmistir (Cakmakg1 ve ark., 2023). Deneyde 1 mg/mL’lik
konsantrasyonda stok ¢ozelti ve standart ¢ozeltiler (10-30 pL) deney tiiplerine katilmis ve hacmi saf
suyla 750 pL’ye tamamlanmstir. Her bir tiipe 1 mL fosfat tamponu ve 1 mL %1°lik [KsFe(CN)g] ilave
edilerek, 50 °C’de yarim saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiiplere 1 mL TCA ve 250 pL
FeCls ilavesi yapilip vorteksle iyice karistirilmistir. Ug ayr1 konsantrasyonda ii¢ tekrar yapilmustir. Son

olarak kore kars1 700 nm’de absorbans degerleri 6l¢tilmiis ve kaydedilmistir.

2.4.3. Fe** - Fe** TPTZ Indirgeme Kapasitesi (FRAP Metodu)

MECN ve standart ¢ozeltilerin FRAP indirgeme kapasitelerinin tespiti i¢in 10-30 pL. MECN tampon
cozelti ile hacimleri 500 pL’ye tamamlanmistir. Tiiplerinin her birine 2250 pL FeCls ¢ozeltisi, 2250 pL
FRAP ¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler vorteks yardimiyla iyice karistirilmig, yarim saat karanlikta

bekletilmis ve ardindan absorbans degerleri 593 nm’de 6l¢iilmiistir (Bursal ve ark., 2019).
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2.4.4. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil radikali (DPPH) Giderme Kapasitesi

DPPH aktivite tayini Blois metoduna (Blois, 1958) gore modifiye edilerek uygulanmstir. Deney
tiiplerine farkli konsantrasyonlarda ayarlanan (10-30 pl) stok ¢ozeltiler ve standart cozeltiler
eklenmistir. Hacimleri etanol ile 2 mL’ye tamamlanmistir. Sonrasinda numune tiiplerine 1 mM’lik
DPPH- serbest radikal ¢ozeltisi 500 pL ilave edilmis ve vorteks yardimiyla iyice karigmasi saglanmastir.
Kontrol olarak hazirlanan tiiplere 2 mL etanol ve 0,5 mL DPPH- radikal ¢o6zeltisi konulmusgtur. 30
dakika karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra absorbans degerleri 517 nm’de kore karsi
okunmustur. Ekstrelerin DPPH giderme kapasitesi ICso olarak hesaplanmistir (Gulcin ve Alwasel,
2023).

2.4.5. 2,2-Azino-bis(3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) radikali (ABTS™) Giderme Kapasitesi
ABTS™ aktivite tayini MECN ve standart ¢6zeltiler farkli konsantrasyonlarda (10-30 pL) tiiplere
aktarilmis ve hacimler etanol ile tamamlanmustir. ABTS radikallerini olusturmak igin 2,45 mM persiilfat
cozeltisi ve 2 mM ABTS ¢ozeltisi karistirtlmustir. Ardindan ABTS™ radikalinin absorbansi, 734 nm'de
0,750 + 0,030 nm'ye ayarlanmustir. Daha sonra tiim tiiplere ABTS™ radikal ¢ozeltisi eklenmis ve
vortekslenmistir. Yarim saat inkiibasyon sonunda etanoldan olusan kore karst 734 nm’de absorbanslari
kaydedilmistir. Ekstrelerin ABTS giderme kapasitesi 1Cso olarak hesaplanmistir (Re ve ark., 1999,
Kiziltas ve ark., 2022b).

2.4.6. N, N'-Dimetil-p-fenilendiamin dihidrokloriir radikali (DMPD™") Giderme Kapasitesi

DMPD™ aktivite tayini i¢in MECN ve standart ¢6zeltilerin farkli konsantrasyonlari (10-30 pL) distile
su ile 0,5 mL’ye tamamlanmigtir. DMPD™ radikal katyon ¢ozeltisi 0,2 mL 0.05M FeCls ¢ozeltisi
eklenerek elde edilmistir. Ttiim tiiplere radikal DMPD™ 1 mL ilave edilmis ve 20 dakika inkiibasyon
sonrasi 505 nm’de kore karsi 6lgtim alinmistir. Ekstrelerin DMPD giderme kapasitesi 1Cso olarak

hesaplanmigtir. (Fogliano ve ark., 1999, Giiven ve ark., 2024).

2.5. Enzim Inhibisyon Testleri

2.5.1. AChE Inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

MECN’nin AChE inhibisyon tizerindeki etkisi, spektrofotometrik olarak Ellman metodunun (Ellman ve
ark., 1961) modifiye edilmesiyle belirlenmistir (Kucukoglu ve ark., 2019). Asetilkolin iyodat (AChl) ve
5,5'-Dithio-bis(2-nitro-benzoic) asit (DTNB), enzimatik reaksiyonda kullanilan substratlardir. 100 M,
50 pL Tris/HCI tamponu (pH 8,0), 390 pL. numune ve 10 ul. AChE karistirilarak oda sicakliginda 10
dakika karanlikta bekletilmistir. Ardindan, substratlar1 igeren soliisyonlarin herbirinden 25 pL
eklenmistir. Karisimda DTNB, par¢alanma iiriinii olan tiyokolinle reaksiyona girmekte, sar1 renge sahip
5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusmasina sebep olmaktadir. Olusan sar1 rengin 412 nm dalga boyunda

absorbansi kaydedilmigtir. AChE inhibisyon etkileri 1Csp olarak hesaplanmigtir.
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3.5.2. a-Glikozidaz Inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

MECN’nin a-glikozidaz enzim inhibitor etkisi p-nitrofenil-D-glikopiranozit (p-NPG) substrati
kullanilarak yapilmgtir (Tao ve ark., 2013). Ik olarak, 50 uL fosfat tamponu (pH 7,4), 10 uL enzim
sollisyonu (0,15 U/mL) ve 20—-100 puL. numune karistirilmistir. Daha sonra, reaksiyonun baslamasi igin
substrat eklenmis ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Absorbanslar spektrofotometrik olarak 405

nm'de 6l¢iilmiistiir. a-Glikozidaz inhibisyon etkileri ICsy olarak hesaplanmustir.

3.5.3. KA I-Il izoenzimi Inhibiyon Etkisinin Belirlenmesi

MECN’nin KA enzim inhibisyon etki deneyinde, KA I-1l izoenzimleri, human eritrositlerinin santirifiij
edilmis ve olusan serumunun Sepharose-4B-L-Tyrosin-siilfanilamid afinite kromatografi teknigi
kullanilarak saflastirilmasiyla elde edilmistir. Elde edilen eliiatlar 280 nm’de spektrofotometre kontrol
edilerek kaydedilmistir. Enzim inhibisyon etki deneyinde p-nitrofenolat substrat olarak kullanilmustir.
Reaksiyon sonucu olugan p-nitrofenolat iyonunun 3 dakikada gerg¢eklesen absorbans farkliliklari 348
nm'de spektrofotometrik Sl¢iimlerle belirlenmistir. KA 1-11 enzim inhibisyon etkileri ICso olarak

hesaplanmistir. (Gocer ve ark., 2017).

3.6. Toplam Fenolik Tayini ve Flavonoid Iceriklerinin Belirlenmesi

Bitki numunesinin toplam fenolik igerikleri i¢in 0,5 mL bitki ekstrakti, 1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ve
0,5 mL %1 Na;COsz karstirilmis ve karisim vortekslenmistir. Oda sicakliginda, karanlikta 2 saat
bekletildikten sonra 760 nm'de absorbans 6l¢iilmiistiir. 1 gr C. nutans metanol ekstraktinin fenol miktari,
mg gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilmistir (Singleton ve ark., 1999). Fenolik madde miktari igin
kalibrasyon egrisi denklemi y = 0,0009x, r> = 0,9983 seklinde hesaplanmustir.

Toplam flavonoid igerigi tayini i¢in 1,5 mL etanol, 0,5 mL C. nutans metanol ekstrakti, %10 1,5 mL
AI(NOs3)3, 0,5 mL, 1 M CH3;COOK ve 2,3 mL distile su karigtirtlmigtir. Karisimlarin absorbanslari, oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyondan sonra 415 nm'de Ol¢iilmiistiir. Standart olarak Kkuarsetin
kullanilmistir. Flavonoid miktarlar1 ekstraktin grami basina miligram kuarsetin esdegeri (KE)/g) olarak
hesaplanmistir (Gulcin ve ark., 2019). Flavonoid madde miktar1 i¢in kalibrasyon egrisi denklemi y =
0,0031x, r> = 0,9977 seklinde hesaplanmistir.

3.7. Istatistiksel analiz
Istatistiksel analizler GraphPad Prism (10.0, demo versiyon) programinda tek yonlii ANOVA testi ve
post-hoc Tukey testi kullanilarak yapilmistir. %95 giiven araliginda p<0,05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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3.Bulgular ve Tartisma
3.1. LC-MS/MS Analiz Sonuclar

MECN’nin LC-MS/MS analizinde 7,07 pg/g fumarik asit; 2,72 pg/g kinik asit; 1,09 pg/g klorojenik
asit; 0,077 pg/g luteolin; 0,037 pg/g apigenin; 0,014 pg/g 4-OH-Benzoik asit; 0,008 pg/g gallik asit;
0,006 pg/g ferulik asit; 0,0046 pg/g rosmarinik asit; 0,0014 pg/g p-kumarik asit; 0,0005 pg/g naringin
bulunmustur. C. nutans’ta major olarak fumarik asit, kinik asit ve klorojenik asit tespit edilmistir. LC-
MS/MS analizinde MECN’nin kromatogram goriintiisii Sekil 2’de gosterilmistir.

Carduus tiirlerinin fenolik bilesiklerinin LC-MS/MS analizi ile ilgili ¢alismalar incelendiginde farkli
icerikler dikkat ¢ekmektedir. Yapilan bir caligmada C. pycnocephalus subsp. albidus bitkisinin 10,75
ng/L kinik asit; 0,11 pg/L protokatekuik asit; 6,19 pg/L klorojenik asit; 0,02 ng/L protokatekuik aldehit;
0,02 pg/L kafeik asit; 0,02 pg/L p-kumarik asit; 0,07 pg/L salisilik asit; 0,75 pg/L sinarosit; 0.07 pug/L
rutin; 0,07 ug/L izokersitrin; 0,03 ug/L hesperidin; 0,36 ng/L kozmosin; 0,84 ug/L astragalin; 0,02 pug/L
kuarsetin; 0,13 pg/L naringenin; 0,28 pg/L luteolin; 0,03 png/L kemferol ve 0,24 pg/L apigenin igerdigi
yapilan LC-MS/MS analiz ¢alismasinda goriilmiistiir (Yilmaz, 2020). Carduus cinslerinin incelendigi
diger bir ¢alismada ise izoramnetin-3-glikozit, kemferol-3-ramnoglikozit, luteolin-7-glikozit, luteolin-
7-glukuronit, apigenin-7-glikozit, kaempferol-3-rutinozit, kemferol-3-ramnoglikozit, apigenin, luteolin
ve bes fenolik asit (neoklorojenik, klorojenik, kafeik, protokatekuik ve p- hidroksibenzoik asit) tespit
edilmistir (Kozyra ve ark., 2019).

-TIC MRM (** -> **) LG-3.d (LG-3)
x104 |

Counts

22

2,
18-
16
14
1.2

1,
0.8
0.6
0.4-

Acquisition Time (r

Sekil 2. Gelistirilen LC-MS/MS yontemiyle analiz edilen MECN kromatogrami
Major olarak tespit edilen fumarik asit, trans biitendioik yapisinda bir asittir. Fumarik asitin ester bazli
ilaglart multipl skleroz ve sedef hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Mrowietz ve ark., 2018).
Akcaagac surubu iizerinde yapilan bir calismada da fumarik asitin antifungal, antioksidatif,
antializheimer, antikanser, antidiyabetik etkileri gdzlenmistir (Akao ve Kurado, 1991, Mohammed ve
ark., 2023).
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Ikinci majér madde olan kinik asit, klorojenik asitin hidrolizi ile olusan, suda ¢dziinen, sentetik kristalli
bir asittir. Biiyiik ve renksiz prizmalar halinde kristalize olur. Ayni zamanda yeni ilaglarin sentezi i¢in
de 6nemli bir bilesiktir. Yapilan caligmalarda kinik asitin gastrointestinal sistemdeki nikotinamid ve
triptofan sentezinde besinsel destek sagladigi goriilmiistiir. Kinik asit tiirevlerinin ndroprotektif,
antiinflamatuar ve antioksidan 6zelligi oldugu bildirilmistir (Kocaoglu, 2014).

Ugiincii major madde olan klorojenik asit, bitkinin yapisinda dogal olarak bulunan bir fenolik bilesiktir.
Antioksidan, antibakteriyel ve antiviral 6zellikleri vardir. Kahve, enginar yapragi, kayis1 yapragi,
patlican, kivi ve erikte de yaygin olarak bulunmaktadir. Uygun maliyetli ve ¢cevre dostu iiretim kosullart
oldugu i¢in ilag endistrisinde de ilgi gormektedir (Atict ve Bulduk, 2020). Akut inflamatuar agri
tizerinde antinosiseptif etkisi oldugu ve noroprotektif oldugu bildirilmistir (Kocaoglu, 2014).

Bu caligmalara gére major olarak bulunan bu maddeler C. nutans bitkisinin benzer 6zellik géstermesine
neden olabilir. Mevcut ¢alismada antioksidan ve enzim inhibisyon 6zelliklerine bakilmis daha ilerleyen

caligsmalarda muhtemel diger farmakolojik 6zelliklerin de arastirilmasi gerekmektedir.

3.2. Antioksidan Aktivite
C. nutans metanol ekstraktinin (MECN) antioksidan aktivitesi 6 farkli metotla belirlenmistir, sentetik

antioksidanlar ile karsilastirilmustir. Sekil 3A ve 4, Tablo 1°de de goriildiigii gibi MECN etkili bir Fe®*-
indirgeme yetenegine sahipti. MECN’nin ve pozitif kontrollerin Fe* indirgeme potansiyeli, 700
nm'deki absorbans degerleri 10, 20, 30 pg/mL konsantrasyonlarda 6lgiilerek belirlenmis ve 20 ng/mL'de
absorbans degerleri su sekilde siralanmustir: BHA (A700: 0,850)> MECN (A70: 0,470)> BHT (A7o0:
0,417)> Troloks (A700:0,416)> a-Tokoferol (A7e: 0,366). MECN ekstrakt1 20 ug/mL'de Fe** indirgeme
etkisi pozitif kontrol a-Tokoferol’den anlamli olarak daha yiiksektir (p<0,05), BHT tiim dozlarda
ekstrakt ve diger standart antioksidanlara gore anlamli olarak farklidir. (p<0,0001), (Sekil 4).

MECN 10-30 pg/mL konsantrasyonlarinda bakir iyonlariin (Cu?*) indirgeme yetenegi 450 nm'de
olgiilmiis ve Cu®* iyonlarmin indirgeme kapasitesi, konsantrasyonla orantili olarak arttig1 goriilmiistiir.
20 pg/mL'deki absorbans degerleri karsilastirilinca su sekilde siralanmistir: BHA (Asso: 1,394)> BHT
(Aaso: 1,044)> MECN (Aaso: 0,521)> Troloks (Asso: 0,455)> a-Tokoferol (Asso: 0,445) (Sekil 3B, 4 ve
Tablo 1). MECN ekstrakti 20 pg/mL'de Cu?* indirgeme etkisi pozitif kontrol olarak kullanilan o-
Tokoferol’den anlamli olarak daha yiiksek ¢ikmistir (p<0,05) (Sekil 4).

MECN ve pozitif kontrollerin (20 ug/mL) Fe3*-TPTZ azaltic1 etkilerinin de doza bagli oldugu (10-30
ug/mL) bulunmustur. MECN ve pozitif kontrollerin Fe3*-TPTZ indirgeme yetenegi su sekilde
siralanmustir: BHA (Ase3:1,574)> BHT (As03:0,770)> Troloks (Ase3:0,759)> MECN (As503:0,671)> a-
Tokoferol (Ases: 0,665) (Sekil 3C, 4 ve Tablo 1). MECN ekstraktinin 20 pg/mL’de Fe**-TPTZ azaltict
etkisi pozitif kontrol olarak kullanilan Troloks, BHA ve BHT a-Tokoferol’den anlamli olarak farklidir
(Sekil 4).
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Tablo 1. C. nutans metanol ekstraktinin ve pozitif kontrollerin 10-30 pg/mL'de Fe3*, Cu?*, Fe**-TPTZ iyonlarim
indirgeme yetenekleri

Antioksidan Fe* indirgeme
numuneler 10 pg/mL 20 pg/mL 30 pg/mL r
BHA 0,649+0,04 0,850+0,06 1,084+0,08 0,9823
BHT 0,314+0,01 0,417+0,04 0,724+0,04 0,9676
Troloks 0,350+0,01 0,416+0,01 0,508+0,04 0,9677
a-Tokoferol 0,333+0,01 0,366+0,01 0,450+0,01 0,9470
MECN 0,423+0,01 0,470+0,01 0,587+0,04 0,9497
Cu?* indirgeme (CUPRAC)

10 pg/mL 20 ug/mL 30 ug/mL r’
BHA 0,753+0,09 1,394+0,01 1,794+0,02 0,9996
BHT 0,582+0,07 1,044+0,03 1,365+0,02 0,9999
Troloks 0,376+0,02 0,455+0,03 0,553+0,01 0,9712
a-Tokoferol 0,353+0,03 0,445+0,01 0,515+0,01 0,9818
MECN 0,362+0,01 0,521+0,02 0,675+0,01 0,9921

Fe**-TPTZ indirgeme (FRAP)

10 pg/mL 20 pg/mL 30 pg/mL r
BHA 1,094+0,04 1,574+0,01 1,840+0,03 0,9960
BHT 0,566+0,01 0,770+0,06 0,979+0,02 0,9875
Troloks 0,599+0,01 0,759+0,01 0,930+0,01 0,9794
a-Tokoferol 0,562+0,01 0,665+0,01 0,806+0,01 0,9670
MECN 0,571+0,03 0,671+0,01 0,759+0,04 0,9703
*BHA: Biitilhidroksianisol, BHT: Biitilhidroksitoluen, MECN: Carduus nutans metanol
ekstrakti
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MECN ve standart antioksidanlarin DPPH serbest radikal siipiirme yetenekleri ICso degerleri
hesaplanarak belirlenmis, konsantrasyon artis1 karsisinda radikal siipirme yetenegi de arttigi
goriilmistiir. Diisiik ICso degeri yiiksek radikal siipiirme kabiliyetini gostermektedir. DPPH" radikal
temizleme deneyinde, hem ekstraktin hem de standart antioksidanlarin azalan ICso degerleri su sekilde
siralanmistir: MECN 115,52 pg/mL (1% 0,9892), BHT 28,88 ug/mL (r?: 0,9893), Troloks 15,75 pg/mL
(r%: 0,9763), BHA 8,35 pg/mL (1% 0.9839) ve a-Tokoferol 5,21 pg/mL (1% 0,9913). (Sekil 5A ve Tablo
3)

Mevcut c¢aligmada degerlendirilen ikinci radikal yakalama testi, DMPD™ giderme aktivitesidir.
Ekstraktin ve standart antioksidanlarin konsantrasyona bagli olarak (10, 20, 30 pg/mL) radikal siipiirme
aktivitesi belirgin bir sekilde artmistir. MECN ve standart antioksidanlarin 1Cso degerleri su sekilde
siralanmustir: MECN 85,47 ug/mL (r% 0,9996), BHA 49,51 ug/mL (r*: 0,9816), ve Troloks 27,73 pg/mL
(r%: 0,9951) seklinde hesaplanmustir. (Sekil 5B ve Tablo 3)

Son olarak calismada antioksidan testi olarak MECN’nin ABTS radikal siiplirme aktivitesi tespit
edilmistir. MECN ve standart antioksidanlarin 1Cso degerleri su sekilde siralanmistir: MECN 37,71
ug/mL (r% 0,9105), Troloks 27,51 ug/mL (r?: 0,9516), BHT 15,76 ug/mL (r?: 0,9988), BHA 7,07 ug/mL
(r% 0,9999). (Sekil 5C, Tablo 3). Ayrica MECN tiim radikal siipiirme deneylerine gore standart
antioksidanlara gore anlamli olarak farklidir (p<0,0001).

Literatiirdeki mevcut ¢aligmalar incelendiginde diger Carduus tiirlerinin de etkili antioksidan
aktivitelere sahip oldugu goriilmistiir. Zheleva-Dimitrova ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir
calismada bes farkli Carduus tiirii tizerinde antioksidan 6zellik aragtirilmistir. Tiirlerin DPPH siipiirme
aktivitelerinin %95,6 -%91,4 arasinda, ABTS siipiirme aktivitelerinin %97,0-%89,3 arasinda ve FRAP
indirgeme yeteneklerinin 86,4-114,0 mM TE/g kuru agirlik arasinda oldugu bildirilmistir. Kozyra ve
ark. (2019) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise Carduus cinslerinin metanol ekstraktlarinin DPPH
radikal giderme aktivitesinin ECso= 0,46 mg/mL- 0,80 mg/mL oldugu bildirilmektedir. Calismalar farkl
parametreler lizerinden degerler verildigi i¢in mevcut ¢alisma ile kiyaslama zor olsa da C. nutans’in

diger tiirlere gore iyi bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu ifade edilmistir.

Tablo 3. C. nutans metanol ekstrakti ve pozitif kontroller igin DPPH*, ABTS"" ve DMPD"" siipiirme yetenegi i¢in

1Cs0 (ng/mL) degerleri.

Antioksidanlar  DPPH- siipiiriicii etki ABTS™ siipiiriicii etki DMPD" siipiiriicii etki

1Cso r2 I1Cso r 1Cso r
BHA 8,35 0,9839 7,07 0,9999 49,51 0,9816
BHT 28,88 0,9893 15,76 0,9988 - -
a-Tokoferol 521 0,9913 24,43 0,9893 - -
Troloks 15,75 0,9763 27,51 0,9516 27,73 0,9951
MECN 115,52* 0,9892 37,71* 0,9105 85,47* 0,9996
*BHA: Biitilhidroksianisol, BHT: biitilhidroksitoluen, MECN: Carduus nutans metanol ekstrakti
*MECN standart antioksidanlara gére anlamli olarak farklidir (p<0,0001).
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3.2. Toplam Fenolik ve Flavonoid I¢erigi

MECN fenolik ve flavonoid bilesiklerin toplam miktari sirasiyla 153,83 pg/g gallik asit esdegeri (GAE)
ve 221,0 ng/g kuarsetin esdegeri (KE) olarak belirlenmistir.

Carduus tiirlerinin etanol ekstraktlarimin fenolik bilesiklerin toplam miktarinin arastirlldig bir
caligmada 8,34-10,26 mg/g kuru ekstrakt gallik asit esdegeri (GAE) bildirilmektedir (Dimitrova-
Dyulgerova ve ark., 2015).

3.3. Enzim Inhibisyon Calismalar:

Mevcut ¢alismada MECN’nin a-glikozidaz, AChE ve KA I-1l enzimlerine kars inhibisyon etkilerinin
ICso degerleri, grafik ¢izilerek hesaplanmig ve Tablo 4’de gosterilmistir. MECN’nin sindirim
enzimlerinden biri olan a-glikozidaz enzimine kars1 inhibisyon etkisinin 1Cso degeri 8,37 pg/mL (r
0,9987), pozitif kontrol olarak kullamlan akarbozun ICso degeri ise 22800 nM (r?: 0,9922) olarak
hesaplanmigtir. MECN pozitif kontrollere gore anlamli olarak farklidir (p<0,0001). DM’yi 6nlemede en
etkili yaklagimlardan birinin a-glikozidaz ve a-amilaz enzim inhibisyonu oldugu bilinmektedir. C.
lanuginosus’un farkli ekstraktlari {izerinde yapilan bir ¢aligmada tip 2 diyabetin anahtar enzimlerini
inhibe ettigi goriilmiistiir. Veriler ekstraktlarin gii¢lii bir a-amilaz (50,7-190,8 mmol ACAE/g ekstrakt)
ve a-glikozidaz (2,7-8,8 mmol ACAE/g ekstrakt) inhibitdr etkileri oldugunu gostermistir (Ozcan,
2021).

Her gegen giin artan yash niifus ve beraberinde getirdigi AH insidansindaki yiikseklik bu hastaliga karsi
alternatif, yeni kaynaklarin bulunmasimi gerekli kilmaktadir., MECN’nin AChE enzimine Kkarsi
inhibisyon etkisi ICso degeri 3,28 pug/mL (r?: 0,9934)’dir ve Tablo 4’te gosterilmistir. MECN pozitif
kontrollere gore anlamli olarak farklidir (p<0,0001). Sonuglar MECN’nin AH igin yeni alternatif bir
iriin olmasi yoniinde {imit vermektedir.

Vilcudumuzun birgok metabolik faaliyetinde goérev alan, pH’y1 ayarlayan, kemik rezorbsiyonunu
saglayan, viicut i¢ basincini dengeleyen KA enzimi fazla ¢alistiginda glokom, epilepsi, obezite, kanser
gibi hastaliklara sebep olabilmektedir (Taslimi ve ark., 2016, Supuran, 2018). Sistemik karbonik
anhidraz inhibitorii ilaglar ¢esitli yan etkilere sahiptir. Bundan dolay1 yeni KA I-II inhibitorii ilaglara
ekonomik ve daha etkili dogal triinlerin eklenmesi gerekmektedir (Scozzafava ve Supuran, 2014).
Mevcut c¢alismada MECN etkili bir KA I-II inhibisyon etkisine sahip oldugu, hesaplanan ICsp
degerleriyle Tablo 4’te gosterilmistir. KA | enzim inhibisyonunda MECN’nin ICso degeri 18,74 ng/mL
(r%: 0,9896) ve pozitif kontrol olarak kullanilan Asetazolamitin 99,00 nM (r% 0,9825) gibi ICso
degerlerine sahiptir. KA-Il enzim inhibisyonunda MECN’nin ICso degeri 21,83 pg/mL (r?: 0,9938) ve
pozitif kontrol olarak kullanilan Asetazolamitin 87,95 nM (r?: 0,9940) gibi ICso degerlerine sahiptir.
MECN pozitif kontrollere gore anlamli olarak farklidir (p<0,0001).
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Tablo 4. MECN a-glikozidaz (a-Gli), asetilkolinesteraz (AChE), karbonik anhidraz I-11 (KA I-I1) izoenzimlerine
kars1 inhibitor degerleri

ICso
Numuneler AChE r a-Gli r? KA'| r? KA 11 r2
MECN (pg/mL) 3,28* 0,9934 8,37* 0,9987 18,74* 0,9896 21,83* 10,9938
Asetazolamit? (nM) - - - - 99,00 0,9825 87,95 0,9940
Takrin® (nM) 5,97 0,9706 - -
Akarboz® (nM) - - 22800 0,9922

MECN: Carduus nutans metanol ekstrakti, ? KA | ve KA 1I inhibisyonu i¢in pozitif kontrol (Kiziltas ve ark.,
2022a), ® AChE inhibisyonu i¢in pozitif kontrol (Kiziltas ve ark., 2022a), ¢ a-gli inhibisyonu icin pozitif kontrol
(Durmaz ve ark., 2022), *MECN pozitif kontrollere gére anlamli olarak farklidir (p<0,0001).

4. Sonuclar

Carduus tiirleri tibbi etkileri nedeniyle ve zengin dogal icerigiyle yiizlerce yildir geleneksel olarak
kullanilmaktadir. C. nutans toprak iistii kisimlarinin metanol ekstraktinda LC-MS/MS analizine gore
fumarik asit, kinik asit, klorojenik asit, luteolin, apigenin, 4-OH-benzoik asit, gallik asit, ferulik asit,
rosmarinik asit, p-kumarik asit tespit edilen bilesenlerdir. Yapilan galigmayla, C. nutans’in fenolik
bilesikler agisindan zengin oldugu gosterilmistir. Ayrica, C. nutans metanol ekstraktinin antioksidan
aktivitesi, indirgeme giicii ve radikalleri temizleme yetenekleriyle gosterilmistir. Bunun yaninda AChE,
a-glikozidaz ve KA I-11 gibi ¢esitli enzimleri inhibe ettigi ortaya koyulmustur. C. nutans, igerdigi fenolik
ve flavonoidler sayesinde sik gorillen DM, AH ve glokom gibi norodejeneratif, hormonal ve metabolik
hastaliklarin tedavisinde, ayrica gida ve ila¢ endiistrisinde dogal bir {iriin olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Biyolojik aktivitelerinin detayli bir sekilde ilk kez degerlendirilmesinin yaninda C.
nutans’in imit vaat eden biyolojik aktivitesinin potansiyel mekanizmalarmin kesfedilmesi ve
aktivitelerden sorumlu sekonder bilesiklerin fenolik, non-fenolik bilesiklerin sinerjistik etkisinin sonucu

mu oldugu ilerleyen ¢alismalarda in vivo, in vitro ve in silico aydinlatilmalidir.
Tesekkiir
Caligmanin yapilmasinda danigmanlik yapan ve laboratuvar imkanlarmin kullanilmasini saglayan Prof.

Dr. ilhami Giilgin’e tesekkiirlerimizi sunariz.

Cikar Catismasi Beyani

Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.

Aragtirmacilarin Katki Orami Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan ederler.
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