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Bu ¢alismada, Kolon ve Ince Tabaka Kromatografisi yontemleri ile Antepfistigi (P.
vera L.) meyvelerinin meyve sap kisimlarmin kloroform ve etanol ekstrelerinden 6
molekiil izole edildi. Saflagtiritlan molekiillerin kimyasal yapilar1 FT-IR, 1H-NMR, Be.
NMR, 1D-NMR ve 2D-NMR yontemleri ile, mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC -
2), tirukallol (PVSC-3), mastikadienolik asit (PVSC-4), pistasionik asit (PVSE-1) ve
inulobioz (PVSE-2) olarak belirlendi. Etanol ekstresinden izole edilen ve PVSE-1
kodlanan shikimic asit tiirevi bilesik literatiir i¢in yeni bir bilesik olup pistasionik asit
olarak tarafimizca adlandirildi. Ancak, pistasionik asit (PVSE-1) molekiiliinde
monosakkarit birimlerinin birbirine baglanma pozisyonlart spekroskopik yontemlerle
tam olarak aydinlatilamadi. Meyve sap kisimlarindan elde edilen hekzan, kloroform ve
etanol ekstreleri ile bu ekstrelerden saflastirilan saf metabolitlerin antidiyabetik 6zelligi
a-glikozidaz ve o-amilaz enzim aktivitelerine karsi test edilerek belirlendi ve
antidiyabetik 6zellikleri antidiyabetik ila¢ etken maddesi akarboz ile mukayese edildi.
Tiim ekstre ve saf metabolitler degisik oranlarda her iki enzime kars1 da inhibisyon

etkisi gostererek antidiyabetik 6zellik sergilediler. Hem ekstre hem de saf metabolitlerin



timiiniin a-glikozidaz enzimine karsi inhibitor etkileri akarbozdan (ICs,=10,30 mg/mL)
yiiksek olmasina karsin en diisiik ICsop degerleri ile mastikadienolik asit (1Cs0=0,03
mg/mL, PVSC-4), mastikadienonik asit (IC5=0,13 mg/mL, PVSC-1 ve PVSC-2) ve
hekzan ekstresi (ICso= 0,09 mg/mL) en aktif uygulamalar olarak bulundu. Bununla
beraber, akarbozun a-amilaz enzimine karsi inhibisyon etkisinin 1C5,=0,07 mg/mL ile
hem ekstre hem de saf metabolitlerin inhibisyon etkisinden daha yiiksek oldugu
gozlendi. Uygulamalar arasinda a-amilaz enziminin aktivitesine karsi en iyi inhibitorler
diisiik ICsp degerleri ile sirasiyla etanol ekstresi (IC50=5,17 mg/mL), pistasionik asit
(IC5=7,35 mg/mL, PVSE-1), tirukallol (1C5=7,58 mg/mL, PVSC-3) ve
mastikadienolik asit (1C5=8,22 mg/mL, PVSC-4) uygulamalaridir. Ekstre ve saf
metabolitlerin ayrica antikolinesteraz 0Ozellikleri asetilkolin esteraz (AChE) ve
butirilkolin esteraz (BChE) enzim aktivitelerine karsi inhibitor 6zellikleri test edilerek
arastirildi. Sonuglar tiim ekstre ve saf metabolitlerin antikolinesteraz 6zelliklerinin ticari
kolinesteraz inhibitdrleri, neostigmin ve galantamin nazaran daha zayif oldugunu ve
tim uygulamalarin ancak ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bu enzimlerin aktivitesini
azalttig1 belirlendi. AChE enzimine karsi en aktif uygulama 1Cs5,=42,55 mg/mL ile
tirukallol (PVSC-3) iken BChE enzimine karsi en aktif uygulama ise 1C50=3,72 mg/mL
ile mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) uygulamasidir. Bu sonuglar P. vera sap
kisimlarindan elde edilen ekstrelerin ve saf metabolitlerin antidiyabetik reaktif olarak

kullanilabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Pistacia vera, meyve sap, antidiyabetik, antikolinesteraz,

pistasionik asit, tirukallan, mastikadienonik asit, mastikadienolik asit.
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In this study, six metabolites were isolated by column and thin layer chromatographic
methods from the chloroform and ethanol extract of fruit stems of P. vera. The
chemical structures of the purified compounds were characterized via FT-IR, *H-NMR,
BC-NMR, 1D-NMR and 2D-NMR methods as masticadienonic acid (PVSC-1 and
PVSC-2), tirucallol (PVSC-3), masticadienolic acid (PVSC-4), pistachionic acid
(PVSE-1) and inulobiose (PVSE-2). A shikimic acid derivative compound (PVSE-1)
isolated from the ethanol extract as is a novel compound for the literature and it was
named as pistachionic acid. However, the binding positions of monosaccharide units in
the pistachionic acid (PVSE-1) could not be exactly elucidated by spectroscopic
methods. The hexane, chloroform and ethanol extracts obtained from the fruit stems of
pistachio and the pure metabolites isolated from the extracts were tested on o-
glycosidase and a-amylase enzyme activities to determine their antidiabetic properties,
and their antidiabetic properties were compared with those of acarbose a commercial
antidiabetic drug. All extracts and pure metabolites exhibited antidiabetic properties by
inhibiting both enzymes showing inhibitory effects at the different rates. The inhibitory
effects of both extract and pure metabolites against a-glycosidase enzyme were higher

than that of the acarbose (IC5,=10,30 mg/mL), whereas masticadienolic acid (ICs5,=0,03



mg/mL, PVSC-4), masticadienonic acid (1C5,=0,13 mg/ml, PVSC-1 and PVSC-2) and
hexane extract (1C5,=0,09 mg/mL) with the lowest 1Csy values were found to be most
active substances. Nevertheless, the inhibitory effect of acarbose (IC5,=0,07 mg/mL)
against the a-amylase enzyme was determined to be higher than the inhibition effects of
the extracts and pure metabolites. According to the ICsy values, the best inhibitors
against the a-amylase enzyme were ethanol extract (1Cs50=5,17 mg/mL), pistachionic
acid (ICs=7,35 mg/mL, PVSE-1), tirukallol (IC5=7,58 mg/mL, PVSC-3) and
masticadienolic acid (1Cs0=8,22 mg/mL, PVSC-4), respectively among the applications.
In addition, anticholinesterase properties of the extracts and pure metabolites were
investigated by testing the inhibitory properties against acetylcholine esterase (AChE)
and butrylcholine esterase (BChE) enzyme activities. The results showed that the
anticholinesterase properties of all extracts and pure metabolites were weaker than those
of the commercial cholinesterase inhibitors, neostigmine and galantamine, and all
applications reduced the activity of these enzymes at very high concentrations. The
most active application against AChE enzyme was tirucallol (PVSC-3) with 1C5,=42,55
mg/mL, whereas the most active application against BChE enzyme was masticadienonic
acid (PVSC-1 and PVSC-2) with 1C5=3.72 mg/mL. These results show that the
extracts and pure metabolites from P. vera fruit stems can be used as antidiabetic

reagents.

Key Words: Pistacia vera, fruit stems, antidiabetic, anticholinesterase, pistachionic

acid, tirucallanes, masticadienonic acid, masticadienolic acid.



TESEKKUR

Yiksek Lisans tez konusunun belirlenmesi, arastirilmast ve yazimi sirasinda sahip
oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren tez caligmalarim siiresince
maddi manevi desteklerini ve yardimlarini esirgemeyen saygi deger danisman hocam
Sayin Prof. Dr. Ahmet CAKIR’ a,

Bu calisma TUBITAK 3001 programi tarafindan 217Z216 proje numarasi ile finansal
olarak desteklenmis olup bu desteklerinden dolay1 TUBITAK” a,

Yiiksek Lisans egitimimin ilk giiniinden son gilinine kadar teorik ve deneysel
calismalarima her tirlii bilgi birikim ve 6nerileriyle katki saglayan hocam Sayimn Dr.
Ogr. Uyesi Mehmet AKYUZ’ e,

Saflagtirilan metabolitlerin NMR spektrumlarinin alinmasi konusunda katki saglayan
Agn Ibrahim Cegen Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi 6gretim iiyesi saymn Dr. Ogr.
Uyesi Tugba AYDIN’ a ve Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii Ogretim
Uyesi Sayin Prof. Dr. Cavit KAZAZ ‘a,

Deneysel calismalarim sirasinda benden destegini higbir zaman esirgemeyen, her
asamasinda bilgisiyle yol gosterip tezimin tamamlanmasinda biiyiik katkis1 olan degerli
hocalarim, Saym Dr. Ogr. Uyesi. Evrim BARAN (Kilis 7 Aralik Universitesi,
Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi, Makine Miihendisligi Béliimii) ve Saymn Ogr. Gor.
Tuba KILIC "a (Kilis 7 Aralik Universitesi Teknik Bilimler Meslek Yiiksekokulu, Gida

Isleme Boliimii).

Ayrica egitim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme en
icten siikranlarimi sunarim.

Lawali YABO DAMBAGI Mayis 2019



ICINDEKILER

OZET oo i
ABSTRACT .ottt ettt r et sttt et ne s i
TESEKKUR ......ocoooioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt v
ICINDEKILER .........oooviiiiieceeeeeeee ettt ne st Vi
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ........coooooiiiiincnn, viii
RESIMLER DIZINT ..ot Xi
SEKILLER DIZINI ......ocoooiiiiiiieeeeeee et Xi
CIZELGELER DIZINI ........coooooiiioeeceeeeeeeeeeeeeeee v XV
3 1 23 ST 1
1.1. Gegmisten Giinlimiize T1bbi ve Aromatik Bitkilerin Kullanilmasi...............cccevvnnnn 2
1.2, PISACIA CINSI 1.ttt sttt bbb nbe s e e nee e 3
L.2.0. PuVBEA L it e 4
IR TR =04 1 ] T SRS URSRSR 6
1.3.1. Alzheimer ve Kolinesteraz ENZIMIEri..........c.ccoovviniiiniiiene e 9
1.3.2. a-Glikozidaz, a-amilaz Enzimleri ve Diyabet .........ccccocoveiiiiniiiiiiiiceeen, 12
1.4, Onceki CalISMAlAT .......c.ccvevveeeceeeies et es sttt es st ss st es s et ses s e, 15
1.4.1. Ugucu Yag CaliSmalari.........ccccovcueiiiiiiiniiieiiie e 15
1.4.2. Kimyasal Bilesim ve Biyolojik Aktivite Calismalart..........ccoccoeveiiiiicnnnnnne. 17
1.5, CalISMAanIN ATNACT ...cccvviiiiiieiiieeiiee e siee et ee e e e b e e s ssbe e e ssaeeenseeesnees 21
2. MATERYAL Ve YONTEM......cooiiiiiiiiiieineineinsiessesssee st 23
2.1 MALEIYAL ...t 23
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler.............c.cocoriiriiiiiiiin e 23
2.1.2. Kullanilan Alet Ve CIRAzZIAr ... 23
2.1.3. Kromatografik Caligsmalarda Kullanilan Adsorbanlar.............c.cccooiiiiiinnnnn 24
B 4 ) 1<) s+ PSSRSO 24
2.2.1. Bitki Ornegi ve Ekstraksiyon ISIemleri ...........cccovvicueveiiiiiieciereeieeceee e, 24
2.2.2 Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) .........ccccovvvviiniieniininnnn, 25

2.2.3. Antep fistig1 (P. vera L.) Sap1 Kloroform Ekstresi Uzerinde Yapilan
Kromatografik CaliSmalar.............ccecveeiieiiiie e 26
2.2.4. Antep fisugn (P. vera L.) Sap1 Etanol Ekstresi Uzerine Yapilan
Kromatografik Caligmalar...........ccoooiiiiiiiiiiii e 28

Vi



2.2.5. Enzim Inhibisyon Aktivite CaliSmalari..........cccccoeveverererereeecereieeseeeseeeenaes 30

2.2.5.1. 0-Glikozidaz Enzimi inhibisyon Calismalart............ccccceevevevrrrererenencnnnnns 30
2.2.5.2. a-Amilaz Enzimi inhibisyon CaliSmalari..........cccecevevevverereveserrnerieeneeennenns 31
2.2.5.3. Asetilkolin esteraz Enzimi Inhibisyon Calismalari..........cccccevevevrvrrrvnnnnn. 33
2.2.5.4. Butirilkolin esteraz Enzimi Inhibisyon calismalar...............ccccoveveveverrnnnns 35
2.2.6. IStatiksel ANALZIET .....cvcvvveeeceeieieseececie e et es sttt 37
3. BULGULAR ..ottt bbbttt ee s 39
3.1, GC-MS BUIGUIATT ...t 39
3.2. Saflagtirilan Metabolitlere Ait Spektroskopik Bulgular..............cccooiiiiiiicicnnn 43
3.2.1 Mastikadienonik asit (3-Oksolanosta-7,24Z-dien-26-oik asit, PVSC-1 ve
PV SC-2) ittt bbb 44
3.2.2. Tirukallol (Eupha-8,24-dien-3-0l, PVSC-3).......ccccoiveiiiiiiice e, 53
3.2.3. Mastikadienolik Asit (3-Hidroksilanosta-7,24Z-dien-26-oik asit, PVSC-4). 62
3.2.4. PVSE-1 (PiStasionik @SIt).........cccoueiueiiiriienieniisiesieieiee e 69
3.2.5. PVSE-2 (Inulobioz, a-D-fruktofuranozil-(1—2)-B-D-fruktofuranozit) ........ 77
3.3. Ekstre ve Saf Metabolitlerin Enzim Aktiviteleri Caligma Bulgulari................. 84

3.3.1. Ekstre ve Saf Metabolitlerin a-Glukozidaz Enzim Aktiviteleri Calisma

BUlGUIATT .. 84
3.3.2. Ekstre ve Saf Metabolitlerin a-Amilaz Enzim Aktiviteleri Calisma
BUlGUIATT ..o 95
3.3.3. Ekstre ve Saf Metabolitlerin Asetilkolin Esteraz Enzim Aktiviteleri
Calisma BUl@UIari.........cccooiiiiiiiiiie e 106
3.3.4. Ekstre ve Saf Metabolitlerin Butirilkolin Esteraz Enzim Aktiviteleri
Calisma BulUlari.........ooiiiiiiiieee e 115
4. SONUCLAR Ve TARTISMA .......coomimiiiiieeeeeeeee e eeese e een s 126
5. KAYNAKLAR ottt e e e e e e e e s b e e e e s str e e e e anaaeeeennnes 143

Vii



1. SIMGELER
13C
H

C

0
Na
Sn

K

S
ppm
nm
m/z
MHz

%
°C

sShn

mg

kg
ml

uM
mm
mmol
ICs0
1Coo
MHz

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Karbon-13 izotopu

: Hidrojen-1 izotopu

: Karbon

: Oksijen

: Sodyum

: Kalay

: Potasyum

: Kiikdirt

: Milyonda bir kisim

: Nanometre

: Kiitle/ytik

: Mega Hertz

: Molekiiler Iyon

: Yiizde

: Santigrat derece

: Saniye

: Gram

: Miligram

: Kilogram

: Mililitre

: Mikrolitre

: Mikromolar

: Milimetre

: Milimol

: % 50 inhibisyona neden olan inhibitér konsantrasyonu
: % 90 inhibisyona neden olan inhibitér konsantrasyonu
: Megahertz

: Jiromanyetik (etkilesme) sabiti

: Kimyasal kayma (ppm)

viii



o : Alfa
: Beta

2. KISALTMALAR

A.B.D. : Amerika Birlesik Devletleri

AChE : Asetilkolinesteraz

BChE : Butirilkolinesteraz

CHCl; . Kloroform

COSY : Two dimensional *H- correlation spectroscopy
DEPT : Distortionless enhancement by polarization transfer
DMSO : Dimetil sulfoksit

DNS . Dinitro salisilik asit

dt : Dubletin tripleti

DTNB . 5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit

EDTA : Ethilendiamin tetraasetik asit

FT-IR : Fourier doniisiimlii kiz1l 6tesi spektrometresi
GC-MS : Gaz kromatografisi- kiitle spektroskopisi

HMBC : Heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy
HMQC : Heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy
HUVEC : Human umbulicial vein endothelial cells

Ing. : Ingilizce

U : Uluslar aras1 enzim {initesi

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry
ITK : Ince Tabaka Kromatografisi
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m : Multiplet

M.O. : Milattan dnce

M.S. : Milattan sonra

NMR : Niikleer Manyetik Rezonans

PNPG : p-Nitrofenil-a-D-glukopiranozid

PVSC : P. vera sap kloroform ekstresi

PVSE : P. vera sap etanol ekstresi
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1. GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler baharat olarak da kullanilan ve sentezledikleri degisik
kimyasal yapiya sahip primer ve sekonder metabolitler bakimindan hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bitkiler olarak tanimlanirlar. Tibbi ve aromatik bitkilerin baharat
olarak kullaniminin yani sira degisik hastaliklarin tedavisinde de kullanilmasinin
insanlik tarihinin baslamasi ile basladig1 tahmin edilmektedir. Yazili kaynaklara gore
M.O. 3000 yillarinda hiikiim siiren Siimer, Misir, Cin, Akad ve Asur Medeniyetlerinde
bitkilerin tedavide kullanimu iizerine kayitlara rastlanmistir (Tanker, 1990; ilisulu, 1992;
Baytop, 1999; Dewick, 2002). Ornegin, M.O. 1550 yillarinda hiikiim siiren Misir
Uygarligina ait yazili kaynaklar olan Cber Papiluslarinda bitkilerin tedavi amaglh
kullanim1 iizerine bilgilere rastlanmigtir. M.O. 1200 yillarinda Anadolu’da yasadig1
diistiniilen Lokman Hekim’in de yaptigi tedavilerde siklikla bitkileri kullandig:
diisiiniilmektedir (Tanker, 1990; Iilisulu, 1992; Baytop, 1999; Dewick, 2002).
Giiniimiize daha yakin tarihlerde yasamis ve efsanelesmis olan Ibn-i Sina, ibn-i Baytar,
fbn-i Serif gibi hekimler de bitkileri kullanarak tedavi yontemleri gelistirmis ve bu
konuda eserler birakmis 6nemli Islam hekimleridir (Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu,

1992; Baytop, 1999; Dewick, 2002).

Bitkiler insanligin varolusundan beri hayatin vazgecilmez temel kaynaklarindan
olmasina karsin tedavide genellikle dekoksiyon, pomat, merhem, miishil vb. sekillerde
kullanilmiglardir (Baytop, 1999). Diger taraftan, bitkilerden elde edilen ilk etken madde
1805 yilinda afyon bitkisinden izole edilen morfindir. Bunu, 1820 yillarinda
kinakianin (Cinchona officinalis) kabuklarindan kinin, 1868’ de yiiksiik otu (Digitalis
tiirleri) yapraklarindan kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan digitalinin ve 1890’ da
soglit dali kabugundan asetil salisilik asitin izolasyonu takip etmistir. Sentetik
kimyadaki gelismelere paralel olarak daha sonraki dénemlerde dogal ilaglarin sentetik
tiirevleri sentezlenmis ve ilag etken maddeleri olarak tedavi amagli, insanlarin hizmetine
sunulmustur. Yeni dogal ilag hammaddeleri bulmak iizere bitkiler lizerinde yapilan
bilimsel arastirmalar glinimiizde her gegen giin artarak stirmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan 1979 yilinda yapilan bir arastirmada, farmakoplarda kayith
olan iilkelerde kullanilan ve ticarette bulunabilen bitkisel droglarin miktar1 2.000 olarak
bildirilmistir. Ayn1 kurulusun 91 iilkenin farmakoplar1 ve tibbr bitkileri iizerine yapilmis

olan bazi yayinlara dayanarak hazirladigi bir arastirmaya gore tedavi amaciyla



kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20.000 civarinda oldugu saptanmistir. Ancak
siiphesiz ki; bu miktar gercek miktardan ¢ok diisiiktiir. Son yillarda tibbi bitkiler ve
bunlardan elde edilen aktif maddeler iizerinde yapilan ¢alismalar ve bunlara kars1 olan
ilgi ¢cok artmistir (Romani ve ark., 2002; Topcu ve ark., 2007; Kavak ve ark., 2010;
Rajendiran ve ark., 2008; Karuncula, 2013; Gokdemir, 2016; Kisa ve ark., 2018).
Bunun sebebi; bazi ilag etken maddelerinin bitkisel droglardan sentetik olanlardan daha
ucuza ve daha kolaylikla elde edilmeleridir. Steroid bilesikler, kina alkaloitleri, afyon
alkaloitleri, c¢avdar mahfuzu alkaloitleri, Atropa belladonna (Giizelavrat otu)
alkaloitleri, Digitalis purperea glikozitleri bunlara en somut orneklerdir. Tiirkiye’de
8500 civarinda bitki tiirii yetismekte ve bunlardan 650 kadari ise halk hekimliginde

kullanilmaktadir.
1.1. Ge¢misten Giiniimiize Tibbi ve Aromatik BitKilerin Kullanilmasi

[lahi dinlerde insanlarin yam sira dogadaki tiim canlilar bir dengenin iiriiniidiirler.
Doganin en 6nemli ve yaygim flyeleri olan bitkiler, insanligin ve ekosistemlerin
hizmetindedir. Insanligin varolusundan itibaren bitkilerle olan iliskisi de baslamistir
(Gezgin, 2007). ilk ¢aglardan kalan arkeolojik bulgulara gére insanlar, besin elde etmek
ve saglik sorunlarimi gidermek i¢in Oncelikle c¢evrelerinde yetisen bitkilerden istifade
etmiglerdir (Kogyigit, 2005). Bitkilerin tedavide kullanimi “Fitoterapi” olarak
bilinmektedir. Fitoterapi modern tip ve ilag endiistrisinin gelisimine 6nemli katkilar
yapmis olmasina karsin sentetik kimyadaki gelisim ile yerini daha c¢ok sentetik ilaglara

birakmustir.

Sifa bulmak amaciyla tibbi bitkilerin ¢icek, toprak iistii kisimlari, sap, meyve, tohum,
cumba, kok ve yaprak gibi ¢ok farkli kisimlarindan istifade edilmesine karsin bazen de
bitkiler degisik oranlarda karistirilarak kullanilmiglardir. Tibbi bitkilerin tedavi amaclh
kullanimi ¢ok genis hastalik tiirlerini kapsamasina karsin, genellikle yara iyilestirici,
kronik yorgunluk giderici, kabizlik giderici, kan temizleyici, sakinlestirici, diiiretik,
istah agici, kanamay1 durdurucu (koagiilent), ates diisiiriicii ve agr1 kesici (analjezik),
nefes agici, parazit diisiirlicii (antihelmintik), bocek kovucu ve oldiiriicii (insektisidal)
yanmaya karsi, antiprotozoal, antiromatizmal olaraktercih edilmelerinin yani sira sitma,
astim, dizanteri, afrodizyak, tifo ve seker gibi hastaliklarin iyilestirilmesinde de

kullanilmistir (Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu 1992; Baytop, 1999)



Cevresel etkenlerden ve ailesel faktdrlerden dolayr giin gittikge degisik hastaliklarin
ortaya ¢ikmasi ve bunlarin tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin biiyiik kisminda
istenmeyen yan etkilerin olmas1 nedeniyle, bilim insanlar1 alternatif olarak tibbi bitkiler
ve bunlardan elde edilen sekonder metabolitler lizerine ¢alismalar yapmaya yonelmistir.
Hayatimizin birgok alaninda kolaylik saglayan teknolojinin gelismesiyle artan
radyasyon, sanayi ve endiistrinin gelismesi sonucu hayatimizin her alaninda yer alan
kimyasal ajanlar, ¢evresel faktorler bir¢ok hastaliga zemin hazirlamaktadir. Bu
faktorlerden sadece insanlar degil ¢evre kirliliginden dolay1 dogal ortaminda yasayan
tim canlilar da kismetlerini almaktadirlar. Ozellikle yerlesim birimlerine yakin
bolgelerde yasayan tiim canlilar bundan daha fazla etkilenmektedirler. Yeni dogal ilag
etken maddelerinin bulunmasi ve tedavide kullanilmasi, Sentetik ilaglarin gevreye
verdigi zararl etkileri azaltmada ekonomik ve etkin bir yol olarak diistiniilebilir. Dogal
ilaglar dogada kisa siirede bozunduklari ig¢in de c¢evre agisindan daha az risk
olusturmaktadirlar. Sentetik ilaglarin ¢evre ve canli sagligi icin istenmeyen yan
etkilerinden dolay1 fitoterapi son zamanlarda yeniden yogun ilgi gormeye baslamis ve
fitoterapi tizerine bilimsel ¢alismalar her gegen giin artmistir (Topcu ve ark., 2007
Kavak ve ark., 2010; Orhan ve ark., 2012; Durak ve Ucak, 2015; Foddai ve ark., 2015;
Hacibekiroglu ve ark., 2015; Turkoglu ve ark., 2017).

1.2. Pistacia Cinsi

Pistacia cinsi Anacardiaceae familyasina ait tohumlu bitkilerdir. Diinya florasinda 10-
20 tiirlin yetistigi tahmin edilmekte olup Asya, Avrupa, Afrika ve Amerika kitalarinda
yayilis gostermektedirler. Ulkemizde en ¢ok yayilis gosteren tiirleri P. vera, P.
terebinthus, P. lentiscus ve P. khinjuk tiirleridir. P. lentiscus “sakiz agac1” (ing. mastic
tree), P. terebinthus ve P. khinjuk benzer meyve tiirlerinden dolay:r ise “menengic”,
“melengi¢c”, “citlembik”, “bittim”, “buttum” yerel adlariyla bilinen en 6nemli tiirlerdir.
P. vera meyvelerinin gida endiistrisindeki yaygin kullanimindan dolay: ticari éneme

sahip bir tiir olup Giineydogu Anadolu Bolgesinde yaygin olarak kiiltiiri yapilmaktadir
(Sekil 1.1).



P. vera L. P. terebinthus L. P. lentiscus L.

Resim 1.1. Tirkiyede yayilis gosteren Pistacia tiirleri

1.2.1. P. vera L.

P. vera Anacardiaceae familyasmin (sakiz agacigiller) bir iiyesi olup yenebilir
meyvelere sahip bir agagtir (Resim 1.2). “Yesil altin”, “Meyvelerin krali”, “Altin agac”
ve “Kral meyvesi” olarak da adlandirilan sert kabuklu bir meyve olan Antep fistiginin
(P. vera) ilk olarak Etiler tarafindan Giiney Anadolu’da kiiltiire alindig1 bilinmektedir
(Maskan ve Karatas, 1999). Antep fistig1, diinyada kuzey ve giiney yari kiirelerinin 30-
45° paralellerinin uygun mikro klimalarinda yetismektedir. Ulkemiz, kuzey yari
kiiresinde ve Antep fistiginin gen merkezi iizerindedir. Ozellikle, Giineydogu Anadolu
Bolgesi'nin antepfistig1 yetistiriciliginde 6nemli bir yeri vardir. Giineydogu Anadolu
Bolgesi, Antep fistiginin gen merkezlerinden biri ve ilk kez kiiltiire alinan yer olmasi
yaninda, sahip oldugu kendine 6zgii ekolojik 6zellikleri nedeniyle, bu meyve tiiriiniin
basarili bir sekilde yetismesine ve yayilmasina olanak saglamistir (Tekin ve ark., 2001).
Bu agacin meyveleri “Sam fistig1” isimle de bilinir ve meyveler tatlicilikta yaygin bir
kullanima sahiptir. Eczacilikta ayrica oksiiriik surubu yapiminda da kullanilmaktadir. P.
vera sicak iklime ¢ok iyi adapte olmus olup diinyada Antep fistig1 yetistiriciliginin en
yaygin yapildigi iilkeler sirasiyla Iran, ABD ve Tiirkiye’dir. Tiirkiye’de en ¢ok
yetistirildigi iller ise Sanlurfa, Gaziantep, Kilis, Siirt, Kahramanmaras, Adiyaman ve

Diyarbakir’dr.



Resim 1.2. Antep fistig1 meyveleri (ham, aga¢ dalinda ve kurutulmus)

Antep fistig1; ceviz, findik, badem ve cam fistig1 gibi sert kabuklu meyvelerle
karsilagtirildiginda daha diisiik bir yag ve enerji icerigine sahip olup daha yiiksek lif
(hem c¢oOziinlir hem de c¢oziinmez) igerigine, K vitaminine, fitosterollere, gama-
tokoferole ve ksantofil karotenoidlerine sahiptir (Tayar ve ark., 2011). Antepfistig;
badem, ceviz, findik gibi yaglh tohumlarla karsilastirildiginda ise karbonhidrat, protein,
B1, B6, E ve A vitaminleri, demir, potasyum, beta-karoten, toplam fitosterol ve lutein
degerleri agisindan birinci sirada yer almaktadir (Kiigiikoner ve Yurt, 2003).
Antepfistig1 ¢ocuklarin mineral ihtiyacini karsilamasi bakimindan bir ara 6giin gidasi
olarak kabul edilmektedir. Cocuklarin giinde 15 g antepfistig1 tiiketimiyle giinliik
potasyum gereksinimlerinin % 9’unu, fosfor gereksinimlerinin % 15’ini ve kalsiyum
gereksinimlerinin % 3’tinii  karsilayabildikleri belirtilmistir (Tokusoglu, 2007).
Antepfistig1 viicut i¢in dnemli rol oynayan K, Mg, Ca, Cu, Mn gibi mineraller agisindan
olduk¢a zengindir. Pala ve ark. (1994) yaptiklari ¢aligmalar sonucunda antepfistiginin
mineral bakimindan zengin bir besin igerigine sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Incelenen Antep fistiklarinda ortalama Ca 122.2 mg/100 g, Zn 2.49 mg/100 g, Na 0.38
mg/100 g, Fe 4.02 mg/100 g, K 683.92 mg/100 g, Mn 1.28 mg/100 g, Cu 1.09 mg/100
g, Mg 113.8 mg/100 g olarak belirlenmistir (Pala ve ark., 1994). Sert kabuklu
yemislerin yag ekstrelerindeki tokoferol icerigini inceledikleri ¢alismada; en yiiksek E
vitamini igerigini findik yaginda (33.1 mg/100 g) bulmuslar ve bunu sirasiyla badem,
yer fistigl, antepfistii, cam fistig1, ceviz, Brezilya cevizi, pikan, kaju ve Avustralya

findiginin takip ettigini belirlemislerdir (Kornsteiner ve ark., 2006).

Potansiyel bir protein kaynagi olan Antep fistiginin protein igerigi % 19-23.5 arasinda

olup findik, ceviz ve pikana’nn protein mikarindan daha yliksek, kurubaklagillerin



protein miktarina ise oldukga yakindir (Kiigtikoner ve Yurt, 2003). Antepfistigi, badem,
ceviz, kabak ¢ekirdegi ve yer fistig1 gibi yaglh tohumlarin 100 g’indaki protein igerigi
kurubaklagil ve etin protein igerigine yakin; tahillardan ise yiiksektir. Fakat protein
kalitesi ise et ve yumurtadan diisiiktiir (Tayar ve ark., 2011). Protein ag¢isindan zengin
olan sigir eti ile antepfistigi karsilastirildiginda, protein kalitesi bakimindan insan
viicudunda sigir etinin sindirilebilirliginin % 91-100 arasinda oldugu, Antep fistiginin
ise % 69-90 arasinda sindirilebilirlige sahip oldugu belirtilmistir (Baysal, 2012).
Ortalama 28 g kavrulmus antepfistig1 tiikketimi ile gilinlilk 6nerilen protein miktarinin
%131 karsilanmaktadir. Yiksek kaliteli bitkisel protein kaynagi olan antepfistigi
vejetaryen diyeti bakimindan énemli nutrasétik bir gidadir (Tokusoglu, O., 2007).
Antep fistigindaki globiilin fraksiyonu, toplam proteinin yaklasik {igte ikisini (% 66)
olusturan temel proteindir. Toplam proteinin yaklasik % 25’ini albliminler, % 7.3’{inii

gliiteninler ve % 2’sini prolaminler olusturur (Shokraii ve Esen, 1988).

Antep fistig1 tiirlerinin ortalama protein igerigi % 19.54 olarak tespit edilmistir. Buna ek
olarak incelenen antepfistig: tiirlerinin aminoasit bilesenleri icerisinde ortalama olarak
sirastyla en yiiksek 5270 mg/100 g glutamik asit, 1677 mg/100 g arjinin, 1522 mg/100 g
aspartik asit, 1288 mg/100 g 16sin, 1051 mg/100 g fenilalanin, 1020 mg/100 g serin ve
1011 mg/100 g valin saptanmistir. Ayrica lisin, histidin, treonin, prolin, glisin, alanin,

sistin, metionin, isoldsin ve tirosin aminoasitleri de belirlenmistir (Pala, ve ark., 1994).
1.3. Enzimler

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve hig¢bir yan {iriin
olmasia firsat vermeden % 100'liik bir {irlin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
Biitlin enzimler protein yapisindadirlar ve proteinlerin en biiyiik ve en ¢ok 6zellesmis
grubunu teskil ederler. Bir hiicredeki tiim kimyasal tepkimeler enzimler araciligiyla
gerceklestirilir. Bu nedenle Biyokimya tarihinde arastirmalarin biiyiik cogunlugunu
enzimler tizerindeki ¢aligmalar olusturmustur. Enzimlerin katalitik 6zellikleri ilgili ilk
Oonemli bilimsel ¢aligmalar 1760-1825 yillar1 arasinda midedeki enzimatik sindirim
iizerinde yapilan calismalara rastlamaktadir. Bugiin yaklasitk 2000 kadar enzim
tanimlanmis, bir¢ogu saf halde elde edilip kinetikleri incelenmis ve 200'den fazlasi da
kristallendirilmistir. Ancak yapilan genetik calismalar daha tespit edilmemis bir¢ok

enzimin varligini gostermektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010).



Enzim aktivitesinin Ol¢lilmesi hastalik taniminda oldukc¢a Onemli bir siiregtir. Kan
plazmasinda normalde c¢esitli enzimler bulunur. Plazma enzimleri plazmaya 6zel ve
plazmaya 0©zel olmayan enzimler olarak ayrilmaktadir. Plazmaya 6zel enzimler
normalde kanda bulunur ve kanda olusan tepkimeleri katalizler. Plazmaya 6zel olmayan
enzimler ise hiicrelerden dogrudan kana salgilanan veya pargalanan hiicrelerden kana
sizan enzimlerdir. Genellikle bu enzimlerin kandaki konsantrasyonlari dokudaki
konsantrasyonlarindan ¢ok diisiiktiir. Ancak hastalik hallerinde diizeyleri belirgin bir
artis goOsterir. Bir hastalik hiicre zarinin gecirgenligini etkileyebilir veya zar1 tamamen
tahrip edebilir. Sonugta hiicre i¢indeki enzimler etrafa sagilir. Pek ¢ok enzimin kandaki
diizeyi bulundugu dokuya 6zel bir hasar1 gosterecek sekilde yiikselir. Enzim aktivitesi
substratin tliketim hiz1 veya daha uygun olarak iiriiniin olusum hiz1 6l¢iilerek saptanir.
Enzim aktivitesi dogrusal bolgede (birim zamandaki hiz artisinin sabit oldugu bolge)
oOl¢iilir. Enzim aktivitesi sabit sicaklik ve pH’ da belli bir zaman araligindaki belli bir
miktarda bir substrati iiriine doniistiiren enzim miktaridir. IEC enzim igin standart bir
{inite ifade etmistir. 1.U=25 'C’de bir dakikada 1 mikromol substrat: iiriine doniistiiren
enzim miktaridir (umol=10° mol). Spesifik aktivite her bir mg enzim proteininde
mevcut olan enzimin LU olarak sayisidir. Bu 06l¢iim enzim preparatinin safligini
gosterir. Boylece saf olmayan bir enzim preparatt 0,1 mg enzim ve 0,9 mg diger
proteinleri igerir (Sunguroglu, 2014). Enzimlerin niteliksel ve niceliksel tayinleri
yapilarak pek ¢ok kalitsal bozuklugun tanis1 konulabilmekte ve hastaligin gelecegi ile
ilgili bilgiler elde edilebilmektedir (Onat ve Emerk, 1996). Enzimlerin hem in vivo hem
de in vitro aktivitelerinin, baz1 bilesikler tarafindan azaltilmasi ve hatta yok edilmesi
olayina inhibisyon adi verilir. Buna sebep olan bilesiklere de “inhibitor” denilir.
Inhibitorler genellikle kii¢iik molekiil agirhigina sahip bilesikler veya iyonlardir.
Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli basina bir kontrol
mekanizmasi olusturdugundan, olduk¢a onemli bir olaydir. Bir¢ok ilaglar ve zehirli
bilesikler de etkilerini bu yolla gosterir. Inhibitdrler hem enzim etki mekanizmalarinin,
hem de metabolik yollarin aydinlatilmasinda biyokimyacilar i¢in olduk¢a Onemli
araglardir (Keha and Kiifrevioglu, 2010). Normal canli hiicrelerinde belli bash
enzimlerin aktivitesini azaltmak veya inhibe etmek tizere hiicre tarafindan bazi inhibitor

ve/veya inhibitorler sentezlenir ve bu yolla hiicrede enzim aktivitesi diizenlenir. Ancak,



ilaclar veya toksik maddeler gibi inhibitorlerin bircogu degisik yollarla organizmaya

disaridan alinan kimyasal maddelerdir (Sunguroglu, 2014).

Enzimatik inhibisyon doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilir. Doniisiimsliz inhibitor
enzime ya kovalent olarak baglanir veya zor ayrisabilen bir kompleks olusturur. Sinir
uyarilarinin iletilmesinde 6nemli bir rol oynayan asetilkolin esteraz enzimlerinin sinir
gazi tarafindan inhibisyonu doniislimsiiz inhibisyona Ornek olarak verilebilir. Bu
gazlardan diizopropilfluorofosfat (DIFP), enzimin aktif bolgesinde yer alan serin amino
asidi ile reaksiyona girerek, inaktif diizopropilfosfo-enzim olusturur. Iyodasetamid gibi
alkilleyici bilesikler de, bazi enzimleri doniisiimsiliz olarak inhibe ederler. Etkilerini
sistein ve diger yan zincirleri modifiye ederek gosterirler. Doniisiimsiiz inhibisyonun
aksine doniisiimlii inhibisyonda, enzimle inhibitér etkilesmesi bir denge reaksiyonu
seklindedir. Doniigiimlii inhibisyonun en basit tipi yarismali (kompetitif) olanidir.
Yarigsmali inhibitor, yap1 itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir.
Bdylece substratin enzime baglanmasi 6nlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonunu
artirmakla inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yani enzimin Vmax degeri degismez. Ciinkii
hem enzim-substrat, hem de enzim-inhibitér komplekslerinin ayrismalar1 bir denge
reaksiyonu oldugundan substrat konsantrasyonunun artirilmasi dengeyi ES kompleksi
lehine kaydirir. Yarismali inhibitor kataliz hizini, ES kompleksi oranmi diisiirerek
azaltir. Bir bagka ifade ile enzimin Ky degeri artar. Bu tip inhibisyona, malonatin
siiksinat dehidrogenaz enzimi {lizerindeki etkisi klasik bir 6rnek olarak verilmektedir. Bu

enzim, siiksinattan iki hidrojen atomunun ¢ikarilmasin katalizler.

Yine doniisiimlii bir tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon'da inhibitér ve
substrat enzim molekiillerine ayn1 anda baglanabilir. Bu, baglanmanin enzimin ayni
bolgesine olmadigint gosterir. Yarigsmasiz bir inhibitdr etkisini bir enziminin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini diislirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitor
arasinda yarisma s6z konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon
kaldirilamaz. Enzimin Vmax degeri azalirken, Ky sabit kalir. Substrat ve inhibitor farkls
bolgelere yapisabildiginden enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi meydana gelir: El ve
ESI. ESI'dan I doniigiimlii olarak ayrisabildiginden yine iiriin meydana gelebilir, fakat
katalizlemede yavaslama olur. Yarigsmasiz inhibisyona Ornek olarak, enzimlerin
aktivitelerinde gerekli olan sisteinlerin -SH gruplarina bazi agir metal iyonlarinin

merkaptan olusturacak sekilde doniisiimlii olarak baglanmalarini verebiliriz. -SH grubu



aktif bolgede bulunabildigi gibi, enzimin {i¢ boyutlu yapisinin olusumunda etkili olan,
bir bolgesinde de yer alabilir. Katalizlemede metal iyonlarina ihtiyaci olan enzimlerin
aktiviteleri, baz1 bilesiklerin metal iyonlarina doniistimlii baglanmasi sonucu yarismasiz

2 ve Fe™ inhtiva eden enzimleri,

olarak inhibe edilebilirler. Mesela siyaniir, Fe'
etilendiamintetraasetat (EDTA) da Mg™®li enzimleri bu iyonlara baglanarak inhibe

ederler(Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Bir baska doniisiimlii inhibisyon tipi unkompetitif inhibisyon (yar1 yarismali da
denilir)'dur. Bu inhibisyon ¢esidinde inhibitdr serbest enzime degil, sadece ES
kompleksine baglanabilir. Unkompetitif inhibitor varliginda substrat konsantrasyonunun
yiikseltilmesiyle inhibisyon artabilir. Buna gore inhibitér varliginda ortamdan siirekli
ES kompleksi uzaklastig1 i¢in Ky azalir. Ayni zamanda ortamda ESI kompleksi stirekli
var olacagindan Vmax da diiser. Unkompetitif inhibisyon bir substratli reaksiyonlarda
ender goriiliir; buna karsihik iki substratli reaksiyonlarda yaygimndir. Inhibitérleri gok
defa yarigsmali ve yarismasiz olmak tizere kesin sinirlarla birbirinden ayirmak miimkiin

degildir. Gergekte inhibisyon genellikle karisiktir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010).
1.3.1. Alzheimer ve Kolinesteraz Enzimleri

Alzheimer ileri yastaki insanlarda karsilagilan bir beyin hastaligidir. Bugiin diinyada 20
milyona yakin insanin Alzheimer hastaligina yakalandigi tahmin edilmektedir.
Norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer hastaliginin goriilme siklig1, yas ile orantili
olarak artmaktadir. 65-70 yaslar arast % 1.5 iken, 85 yas sonrasinda % 6’ya kadar
artmaktadir (Beard ve ark. 1995; Prince, 1997; Shoog ve ark., 2014). Devlet Istatistik
Enstitiisii’niin (DIE) rakamlarina gore; Tiirkiye’de yaklasik 250.000 Alzheimer vakasi
bulunmaktadir. Demans vakalarinin % 80’ini teskil eden Alzheimer hastaligi (AH),
ilerleyici ve hastanin giinliik yasam aktivitelerini engelleyen apati, ajitasyon, psikoz,
anksiyete ve depresif semptomlarla karakterize olmaktadir. Alzheimer hastaliginda
beynin baz1 bolgelerindeki hiicrelerin yavas yavas kaybolmasi sonucu hafiza, konusma,
insanlart tanima gibi pratikler zayiflar ve kisilerde davranis bozukluklar1 goriiliir
(Aynact ve ark., 2014). Alzheimer hastas1 bir kiside degisim 6nce beynin hafiza merkezi
olan hippokampus (hippocampus)‘ da baglar sonrasinda ise duygu ve diisiincede etkili
boliimler ile korteks (beyin zar1) etkilenir. Alzheimer hastaliginda beyin kiitlesi kiigiiliir,

lisan becerisi ve muhakeme yetenegi azalir (Karuncula, 2013). Alzheimer hastaliginin



diger bir sebebinin de, beyindeki kolinerjik kayip oldugu gosterilmistir. Kolinerjik
kavsak ve sinapslardan salinan asetilkolin miktarmin Alzheimer hastalarinda azaldiginin
saptanmas1 ile, 1970’lerde asetilkolini hidroliz yoluyla pargalayan bir enzim olan
asetilkolinesterazin inhibe edilerek asetilkolin miktarmin artirilmasi seklinde bir
yaklagim ortaya c¢ikmistir (Francis ve ark. 1999; Quinn, 1987). 1940’larda,
asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz olmak {izere iki tip kolinesteraz enzimi oldugu
kesfedilmistir. Bunlardan asetilkolinesteraz enzimi, viicutta merkezi ve periferal,
kolinerjik ve adrenerjik, sinir ve kas dokusunda, eritrositlerde ve plasental dokuda;
biitirilkolinesteraz ise karaciger ve plazma dahil bir ¢ok doku ile merkezi ve periferik
sinir sisteminde daha yaygin olarak bulunmaktadir (Quinn, 1987). Son zamanlarda
yapilan aragtirmalarda, biitirilkolin esteraz miktarinin, asetil kolin esteraz gibi
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde normal beyinlerden daha fazla oldugu belirlenmistir
(Massouile ve ark., 1993). Dolayisiyla, butirilkolin esteraz inhibisyonunun da

asetilkolin esteraz inhibe eden ilaglarla dogrudan ilgili olabilecegi diistiniilmektedir.

Kolinesteraz enzimleri daha Oncede bahsedildigi gibi asetil olin, biitirilkolin ve
asetiltiyokoliniyodid gibi ¢esitli kolin tiirlerinin ayristirilma reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. Asetil kolinesteraz en bilinen kolinesteraz enzimlerinden birisidir (Aisen ve
Davis, 1997; Cingiloglu, 2007). Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda ve
dokularinda genis bir dagilima sahip enzimlerdir. Substrat 6zgiilliigline, asir1 substrat
varligindaki davraniglarina ve inhibitorlere karst duyarhiliklarina gore iki sinifa
ayrilmiglardir. AChE veya ger¢ek kolin esteraz (AChE: E.C.3.1.1.7, asetilkolin
asetilhidrolaz) ve biitirilkolin esteraz (BChE: E.C.3.1.1.8 acilkolin a¢ilhidrolaz) spesifik
olmayan kolinesteraz veya psddokolin esteraz olarak bilinir. Asetilkolin esteraz beyin
ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunurken, butilkolin esteraz ise serum,
pankreas, karaciger ve santral sinir sisteminde bulunur. Asetilkolin esteraz enziminin
temel fonksiyonu kolinerjik nérotransmisyonun sonlandirilmasidir. Ancak asetilkolin ve
diger kolin esterlerini hidroliz eden butilkolin esteraz enziminin gergek fizyolojik islevi
tam olarak bilinmemektedir (Alpaslan, 2013). Asetilkolin sinir uglarindan etkiledigi
organa veya sinir ucundan ikinci bir sinir hiicresine, sinir implusu tagima gérevinin yant
sira, sinir ve kas lifleri boyunca biyoelektriksel akimin olusmasini da saglayan biyolojik

onemli bir esterdir. Dis ¢evre ile lifin i¢ kismi arasinda konsantrasyon farklarinin
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olugsmasi sonucunda sodyum iyonunun gegisi ve elektrik akiminin meydana gelmesi

asetilkolin esteri sayesinde olmaktadir (Giiven, 2000).

Genetik faktorler, anormal proteinler (amiloid plaklar) veya otoimmiin reaksiyonlar gibi
pek ¢ok farkli faktoriin Alzheimer hastaliginin (AH) ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu
disiiniilmektedir. AH, bir ndrotransmitter olan asetilkolinin (ACh) azalmasi sonucu
meydana gelmektedir. En 6nemli kolinerjik fonksiyon temelli AH tedavilerinden biri,
diisiik seyreden ACh seviyesini asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri ile kontrol
etmektir. Asetilkolin esteraz enzimi, asetilkolini kolin ve asetik asite hidrolizleyen
hidrolaz enzimidir ve bu enzimin inhibisyonu asetilkolin seviyesinin artirilmasi ile
sonuglanir. Bu durum Alzheimer hastaliginin tedavisinde hala etkili bir stratejidir
(Aynaci ve ark., 2014; Tirkoglu ve Giiloglu, 2004). Buna baglh olarak, kolinesteraz
inhibitorleri 1990‘larda Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in kullanima sunulmustur.
Diinyada ilk piyasaya siiriilen antikolinesteraz olan Takrin‘in tarihinin oldukca eskiye
dayandigi, Cin‘de kullanilan ve bir asetilkolinesteraz inhibitérii olan Huperzin A’ nin
ise oldukga etkili oldugu bilinmektedir. Ulkemizde Alzheimer hastaligi tedavisinde
kolinesteraz inhibitorleri olarak donepezil, rivastigmin, prostigmin ve galantamin
ilaglart kullanilmaktadir. Ancak takrin kullanim gii¢liigii ve yan etkileri nedeniyle
diinyada pek kullanilmamaktadir. Bu ilaclarin hepsi asetilkolinin yikimini engellerler.
Asetilkolin 6zellikle dikkat ve bellek siireclerinde onemli rol oynayan bir kimyasal
habercidir. Yikiminin azalmasmin, beyinde kullanilabilirligi artirmasi ve zihinsel
stirecgleri iyilestirmesi beklenir. Yapilan klinik ¢aligmalarda bu ilaglarin erken ve orta
evre Alzheimer hastalarinda zihinsel islevlerde kismen iyilestirici ya da zihinsel yikimi

yavagslatici etkisinin goriildiigii bildirilmistir (Karuncula, 2013).
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Sekil 1.1. Alzheimer tedavisinde kullanilan kolinesteraz enzim inhibitorleri
1.3.2. a-Glikozidaz, a-Amilaz Enzimleri ve Diyabet

Diyabetes mellitus, yaygin kronik bir hastalik olup hem insiilin tiretimi yetersizligi hem
de insiiline direngten kaynaklanan ve de yiiksek kan glikoz diizeyi ile karakterize edilir
(Ceylan, 2015). Halk arasinda seker hastaligi olarak bilinen diyabet hastasi sayisinin
2015 wverilerine gore diinyada 340-356 milyon arasinda degistigi bildirilmistir
(http://www.diabetcemiyeti.org/c/diyabet-istatistikleri). Ayni rapora gore diinyada 2015
yilinda yaklasik 5 milyon insanin diyabet ve diyabetin neden oldugu rahatsizliklardan
hayatini  kaybettigi rapor edilmistir  (http://www.diabetcemiyeti.org/c/diyabet-
istatistikleri). Cin, Hindistan, ABD, Brezilya, Rusya gibi 0Ozellikle gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde beslenme sekillerinden dolayr daha yaygin goriilen ve
diinyada her gegen giin artan bir kronik hastalik oldugu bildirilmistir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) Tiirkiyede 2014 yilinda yaklasik olarak 6,5 milyon insanin diyabet

12



hastas1 oldugunu raporlamis olup 2014 yili IDF verilerine gore ise lilkemizde diyabet
goriilme orani % 14,7 olarak belirlenmistir (Bayraktar, 2001;
http://www.tdhd.org/pdf/VER%C4%BOLERLE%20D%C3%9CNYADA%20VE%20T

%C3%9CRK%C4%BOYEDE%20D%C4%BOYABET.pdf). Diyabet hastaligindan

muzdarip olan hastalarin nispeten kii¢iik bir orani (yaklasik %10) tip 1 ya da insiiline
bagl diyabet hastasidir. Diger taraftan, diyabet hastalarinin biiyiik bir cogunlugu (%80-
90) insiiline bagli olmayip, tip 2 diyabet olarak adlandirilan seker hastalaridir. Tip 2
diyabetin etiyolojisinde insiilin direnci esastir. Ancak etiyolojiye bakilmaksizin diyabet
hastaliginda nefropati, ateroskleroz ve iskemik kalp hastaliklarinin riskinin daha fazla

oldugu iyi bilinmektedir (Bayraktar, 2001; Mazzone ve ark., 2008; Ceylan, 2015.)

Tip 2 diyabet tedavisi i¢in en Onemli yaklasim o-amilaz ve a-glikozidaz sindirim
sistemindeki en 6nemli iki enzim olan a-amilaz ve a-glikozidaz enzimlerin inhibisyonu
ve beslenme sonrasi hiperglisemiyi azaltmaktir (Laube, 2002; Ceylan, 2015). a-Amilaz
ve a-glikozidaz enzimleri insanlarda karbonhidrat sindiriminde gorev alan enzimlerdir.
Sindirim sisteminde 6nemli rol alan amilaz enzimi beslenme ile alinan nisasta, a-
dekstrin, maltoz vb. karbonhidratlari hidroliz eden bir enzimdir (Laube, 2002; Caliskan,
2011; Ceylan, 2015). Amilaz enzimi insan tiikiiriigiinde ve de pankreas salgilarinda
bulunan bir enzimdir (Ozdemir ve Sidal, 2013). Amilazlar (1,4-0-D-glukanohidrolaz)
nisastadaki a-1,4 baglarin1 hidrolize eden hem saglik hem de endiistriyel bakimdan
onemli enzimlerdir. Dogada bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenir ve amiloz, amilopektin ve glikojeni olusturan glikoz birimleri arasindaki

glikozit baglarin1 parcalayarak maltoza déniistiiriir (Ozdemir ve Sidal, 2013).

a-Glikozidazlar (a-D-glikozit glikohidrolaz, ekzo-a-1,4-glikozidaz) bitkiler, hayvanlar
ve mikroorganizmalarda karbonhidrat metabolizmasinda amilazlar gibi anahtar rol
oynayan enzimlerdir (Coleri, 2007; Singh ve ark., 2010; Ceylan, 2015). Canlilar
tarafindan nisasta pargalanmasmin son basamagi a-glikozidaz enzimi vasitasi ile
gerceklestirilir. a-Amilaz, amiloglikozidaz ve pullunaz gibi nisastaya etki eden diger
glukozil hidrolaz enzimlerinin katalizi ile olusan kisa zincirli maltooligosakkaritlerdeki
a-1,4-glikozit baglarmi spesifik olarak parcalayarak o-D-glukoz monomerlerine
dontistiiriirler. a-Glikozidazlar ¢ogunlukla transglukozilasyon aktivitesine sahip olup

reaksiyonlart geri dontisimlidir ve Kkataliz tepkimelerini ince bagirsaklarda
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geceklestirirler (Coleri, 2007; Singh ve ark., 2010; Ceylan, 2015). o-Glikozidaz
enziminin substrat spesifiklikleri biiyliik Olciide farklilik gosterir. Oligosakkaritleri
polisakkaritlere oranla daha hizli hidroliz ederler. Bu nedenle a-glikozidazlar,
oligosakkarit ve a-D-glikozitleri de iceren diisiik molekiil agirlikli substratlarin a-1,4-
glukopiranoz birimlerini ve ayn1 zamanda ¢0ziiniir nigasta ve glikojen gibi a-glukanlari
da hidrolize edebilme yetenegine sahip enzimlerdir (Aiyer, 2005; Coleri, 2007; Singh ve
ark., 2010; Ceylan, 2015).

Sindirim sisteminde anahtar rol oynayan hem a-amilaz hem de a-glikozidaz enzimleri
beslenme sonrast kan glikoz diizeyinin artmasindan birinci derece sorumlu enzimlerdir
(Laube, 2002; Singh ve ark., 2010; Ceylan, 2015). Dolayisiyla a-amilaz ve a-glikozidaz
enzimlerinin inhibisyonu artan kan glikoz seviyesinin azaltilmasinda ve de
hipergliseminin 6nlenmesinde 6nemli bir strateji olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Laube,
2002; Singh ve ark., 2010; Ceylan, 2015). Diyabet hastalarinin 6nemli bir kism1 sadece
uygun bir diyet ve egzersiz programi ile yillarca kan glikoz degerlerini kontrol altinda
tutabilecekleri bildirilmesine karsin bu yollarla kontrol edilemeyen hastalarda
farmakolojik tedavi gereklidir. Tip 2 diyabet tedavisinde Tirkiye’de kullanilan oral
hipoglisemik ajanlar siilfoniliireler, biguanidler ve o-glikozidaz enzim inhibitorleri
olarak {i¢ grupta toplanirlar (Bayraktar, 2001). a-Glikozidaz enzim inhibitorleri akarboz,
vogliboz ve miglitoldur. Akarboz, azot atomu igceren bir pseudosakkarid sinifi bir
bilesiktir. Vogliboz, valiomin tiirevi iken, miglitol ise deoksinojirimisin tiirevi bir etken
maddedir  (Sekil 1.2). Akarboz ve vogliboz mikrobiyal kaynakli olup
mikroorganizmalardan tiretilirken, miglitol ise sentetik bir ilagtir (Sekil 1.2). Tiirkiye’de
ve diger diinya tilkelerinde bu grubun en fazla kullanilani akarboz olup, hem
glukoamilaz hem de sukraz enzimleri inhibitoriidiir. Akarboz nisasta, sukroz ve
maltozun emilimini geciktirirken, ortamda bulunan glikoz ve diger disakkaritlerin
emilimi tizerinde etkili degildir. Akarboz laktaz {izerinde etkin olmadigindan dolay1
laktoz intoleransi1 olan hastalarda akarboz kullanimi herhangi bir sorun yaratmaz
(Bayraktar, 2001).

14



OH

OH
OH
HO /\/
HO ; N
OH  “on HO
HO .
HN OH OH
OH
OH
Vogliboz Miglitol

CHo,OH

HO:@
‘ty

HO " N

= Hho

OH

o]
OH
OH o
o]
HO
OH >

Akarboz

Sekil 1.2. Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan a-glikozidaz enzim inhibitorleri
1.4. Onceki Cahsmalar

Antepfistiginin meyve, yaprak, yumusak endokarp ve recinesinin kimyasal bilesimi,
baz1 biyolojik aktiviteleri ve besin 6zellikleri iizerine literatiirde oldukca fazla sayida
bilimsel makaleye rastlanmistir. Ancak bu calismalarda meyve sap tlizerine herhangi bir
aragtirma bulgusuna rastlanmamistir. Bu ¢aligmalar farkli bagliklar altinda toplanarak

asagida ozetlenmistir.
1.4.1. Ucucu Yag Calismalari

Ugucu yag calismalarinda bitkinin yaprak, re¢ine gibi farkli kisimlarindan degisik
yontemlerle elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimi GC-MS yontemiyle teshis

edilmistir.
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Napoli ve ark. (2019) yaptiklari yeni bir ¢aligmada P. vera reginesinin ugucu yaginin o-
pinen bakimindan zengin oldugunu ortaya koymuslardir. D’Arrigo ve ark. (2019) P.
vera nin dis kabuklarinda elde edilen ve D-limonen ve 3-karen bakimidan zengin olan
ucucu yagin 2,50-5,0 mg/mL konsantrasyonlarda ii¢ farkli Candida tiiriine (C. albicans,
C. parapsilosis ve C. alabrata) karsi antifungal 6zellik gosterdigini rapor etmislerdir.
Smeriglio ve ark. (2017) P. vera kabuklarindan elde ettikleri ugucu yagin ana
bilesenlerinin 4-karen (% 31,74), a-pinen (% 23,58), limonen (% 8,00) ve 3-karen (%
7,73) oldugunu belirlemislerdir. Yine ayni arastirmacilar ugucu yagin antioksidan, hiicre
koruyucu ve antimikrobiyal 6zelliklerini de rapor etmislerdir. Ugucu yag dnemli oranda
antioksidan 6zellik sergilemis ve laktat dehidrogenaz (LDH) miktarin1 azaltarak hiicre
canliligini artirmistir. Mahmoudvand ve ark. (2016) P.vera ugucu yaginin antiprotozoal
aktivitesini aragtirmis ve ugucu yagin Leishmania tropica ve Leishmania major patojen
tirlerinin biliylimesini doza bagimli olarak inhibe ettigini rapor etmislerdir. Ayni
arastirmacilar ana bilesenler olarak limonen (% 26,21), a-pinen (% 18,07) ve a-tujen (%
9,31) igeren ugucu yagin J774 hiicrelerine karsi sitotoksik etki gostermedigini
bulmuslardir. Hashemi- Moghaddam ve ark. (2014) P. vera meyve kabuklarindan
manyetik nanopartikiil-mikrodalga destekli destilasyon (MW) yontemiyle elde edilen
ucucu yagin kimyasal bilesenlerini GC-MS yontemiyle analiz etmis ve ugucu yagin o-
pinen (% 31,50), a-terpinolen (% 20,2), mirsen (% 11,5), pinokarvon (% 6,2) ve kamfen
(% 4,8) ana bilesenleri bakiminda zengin oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 aragtirmada bu
yontemle elde edilen ugucu yag geleneksel hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen
ucucu yag ile mukayese edilmis ve ayn1 anda mikrodalga ve nanopartikiil kullaniminin
ucucu yag kalitesini ve miktarint artirdigr gozlemlenmistir. Chahed ve ark. (2012)
Tunus’ta yetisen P.vera’ nin yaprak gelisimi boyunca ugucu yagin kimyasal
bilesimindeki degisimi incelemislerdir. Bitkinin ugucu yaginin genellikle ana bilesenler
olarak terpinen-4-ol ve a-terpineol igermesine karsin sadece haziran ayinda elde edilen
ucucu yagda a-terpinolen ve a-pinen bakimimdan zengin oldugu tespit edilmistir.
Chahed ve ark (2008) yaptiklar1 farkli bir calismada P. vera meyve kabugunun meyve
olusumu ve meyvenin olgunlagmasi siiresince ugucu bilesenler olarak a-pinen (% 15,0-
47.,4) ve a-terpinolen (% 32,2-51,1) igerdigini rapor etmislerdir. Kalalinia ve ark. (2008)
Iran bolgesinde yetisen P. vera recinesi hidrodestilasyon ucucu yaginin Kimyasal

bilesimini GC-MS ile analiz etmis ve yagin o-pinen, B-pinen ve o-tujen ana
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bilesenlerine sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayni arastirmada ugucu yagin C. albicans
yani sira hem gram negatif (E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae) hem de gram
pozitif (Staphylococus aures, Bacillus subtilis) mikroorganizmalarina kars1 giiclii
inhibisyon etkisine sahip oldugu rapor edilmistir. Tsokou ve ark. (2007) P. vera yaprak
ve meyvelerinden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesimlerine GC-MS yontemiyle
analiz etmis ve meyve ugucu yagmin ana bilesenler olarak a-pinen (% 54,6) ve o-
terpinolen (% 31,2) igerirken yaprak ugucu yaginin ise ana bilesenler olarak a-pinen (%
30,0), a-terpinolen (%17,6) ve bornil asetat (% 11,3) igerdigini belirlemislerdir. Ana
bilesenler olarak yine a-pinen, B-pinen ve a-tujen igeren Iran orijinli P. vera regine
ucucu yagi midede iilsere neden oldugu diisiiniilen Helicobacter pylori tiiriiniin on iki
klinik izolatlarina karsi bakteriostatik aktivitesi test edilmis ve tiim izolatlarin ugucu

yaga kars1 hassas oldugunu rapor edilmistir (Ramezani ve ark., 2004).

Tiirkiye’de yetisen P. vera reginesi ve yapraklarindan elde edilen hidrodestilasyon
ucucu yaglarmmin benzer ana bilesenlere sahip olduklar1 iki ayr1 aragtirma grubu
tarafindan ortaya konulmustur (Duru ve ark., 2003; Alma ve ark., 2004). Her iki ugucu
yagda da a-pinen (sirasiyla % 75,6 ve % 29,2), B-pinen (sirasiyla % 9,5 ve % 2,2),
kamfen (sirasiyla % 1,4 ve % 8,3) ve limonen (sirastyla % 1,0 ve % 12,4) ana bilesenler
olarak dikkat ¢ekmektedir. Yine lilkemizde yapilan bir arastirmada Kendirci ve Onogur
(2011) sirastyla Uzun, Kirmizi, Halebi, Siirt ve Ohadi olarak siniflandirilan bes farkl
taze Antepfistigt c¢esidinin taze meyvelerinin ugucu bilesenlerini SPME/GC-MS
yontemiyle karsilastirmis ve tiim c¢esitlerinin ana bilesenler olarak a-pinen (%15,53-
48,57), a-terpinolen (% 1,66-3,06), limonen (% 3,15-30,04) ve mirsen (% 3,50-8,95)

igerdigini bildirmislerdir.
1.4.2. Kimyasal Bilesim ve Biyolojik Aktivite Calismalari

Antep fistig1 meyvelerinin ve diger kisimlarinin hem insan sagligi hem de farmakolojik
acidan birgok faydasiin oldugu bir¢ok arastirma ile ortaya konmustur. Antep fistigi
meyveleri ve diger kisimlari igerdigi suda ve yagda ¢oziinen antioksidan bilesenlerden
dolayr anti-enflamatuar, antiglisemik, tansiyon dengeleyici, kolesterol diisiiriicii,
antiprotozoal, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antilipaz ve antilipoksigenaz,

antikanser ve kalp koruyucu Ozelliklere sahip onemli bir tiir ve de gida maddesidir.
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(Ozcelik ve ark., 2005; Orhan ve ark., 2006a; Ballistreri ve ark., 2009; Rauf ve ark.,
2017; Koyuncu ve ark., 2018; Seifaddinipour ve ark., 2018).

Saitta ve ark. (2009) Antep fistiginin gida maddesi olarak kullanilan i¢ meyveleri
tizerine yaptiklar1  bir ¢alismada meyvede 3-(8-pentadekenil)fenol, 3-(10-
pentadekenil)fenol, 3-pentadesilfenol ve 3-(10-heptadekenil)fenol gibi kardanol simifi
bilesikleri ITK ile izole ederek NMR ve GC-MS yontemiyle kimyasal yapilarini

aydinlatmiglardir.

P. vera olgunlasmis meyvelerinin (ben hali) yumusak dis kisimlarinin kimyasal
bilesiminin belirlenmesine yonelik detayli bir ¢alisma Gokdemir (2016) tarafindan
yapilmigtir. Gokdemir (2016) kabugun etanol ekstresinden Saitta ve ark. (2009)
caligmasini destekler mahiyette anakardik asit tiirevleri (anakardik asit 15:1, anakardol
15:1, 4-hidroksianakardik asit 15:1, anakardik asit 13:1) ve sikimik asidi kromatografik
yontemlerle izole ederek kimyasal yapilarini spektroskopik yontemlerle (IR, *H-NMR,
BC-NMR, 1D- ve 2D- NMR, MS) (Sekil 1.3.) aydmlatmistir.

OH (e}
HO
OH |

anakardik asit 15:1 anakardol 15:1 ((2)-3-(pentadek-8-enil)fenol
OH o OH (o]
OH OH | OH
4-hidroksianakardik asit (15:1) anakardik asit 13:1
O, OH
Ho\\\\\\v OH

OH .
sikimik asit

Sekil 1.3. Kabuk sekonder metabolitlerinin kimyasal yapisi (Gokdemir, 2016)
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Gokdemir (2016) yukarida s6zii gegen ayni ¢aligmasinda ayrica saf metabolitlerin yani
sira metanol, etanol ve etil asetat ekstrelerini A549 akciger kanser hiicre hattina karsi
sitotoksik etkilerini test etmistir. Calisma sonuclar1 shikimic asidin, anakardol 15:1 ve
anakardik asit 13:1 maddelerinin sitotoksik oldugunu goéstermistir. P. vera’ nin dis
kabuk ve de meyve kisimlarinin anakardik asit smifi maddelerce zengin oldugu daha
once yapilan kromatografik ve spektroskopik ¢alismalarla da ortaya konmustur (Tyman,
1979; Yalpani ve Tyman, 1983).

Diger taraftan Diinya ekosisteminin farkli bolgelerinde yetistirilen P. vera’ nin
meyvelerinin ve meyve kabuklarinin kimyasal bilesenleri HPLC yontemi kullanilarak
analiz edilmis ve bu caligmalarda hem meyve hem de meyve kabuklarinin apigenin,
kafeik asit, katesin, p-kumarik asit, epikatesin, erioditol, erioditol-7-O-glikozit, gallik
asit, hesperidin, hekzagalloil heksoz, p-hidroksibenzoik asit, isoramnetin-7-O-glikozit,
izoramnetin-3-O-glikozit, kamferol, monogalloil glikozit, monogalloil kunik asit,
naringenin-7-O-neohesperidosit, naringin, penta-O-galloil-B-D-glikozit, protocatesik
asit, kersetin, kersetin-3-O-galaktozit, kersetin-3-O-glikozit, kersetin-3-O-glukuronit,
kersetin-3-O-rutinozit, siringik asit ile anakardik asitler 13:1, 13:0, 17:1 gibi fenolik
maddeler bakimindan zengin oldugu ortaya konulmustur (Tomaino ve ark., 2010;
Bareca ve ark., 2016; Ersan ve ark., 2016, 2018; Kilic ve ark., 2016; Garavand ve ark.,
2017; Sonmezdag ve ark., 2017, 2018, 2019; Noguera-Artiaga ve ark., 2018). Fenolik
maddelerce zengin olan ve giiclii antioksidan sergilemeleri beklenen meyve ve meyve
kabuklarinin antioksidan ozellikleri iizerine de literatiirde bir ¢ok arastirma sonucuna
rastlanmis olup bu galismalarda hem meyve hem de meyve kabuklarindan elde edilen
ekstrelerin giiclii antioksidan potansiyellerinin oldugu bildirilmistir (Gentile ve ark.,
2007; Ozturk ve ark., 2010; Tomaino ve ark., 2010; Hosseinzadeh ve ark., 2012;
Martorana ve ark., 2013; Sehitoglu ve ark., 2015; Barreca ve ark., 2016; Kilic ve ark.,
2016; Garavand ve ark., 2017; Paternit ve ark., 2017; Sonmezdag ve ark., 2017; Ersan
ve ark., 2018; Koyuncu ve ark., 2018; Taghizadeh ve ark., 2018).

P. vera’nin meyve kabugundan elde edilen hekzan, etil asetat, metanol ve su
ekstrelerinin insan kolon kanser (HT-29 ve HGT-116), meme kanser (MCF-7), akciger
kanser (H23), karaciger kanser (HepG2), servik kanser (Ca Ski) ve normal fibroblast

(BJ-5ta) hiicre hatlarina kars1 sitotoksik etkileri arastirilmistir. Aragtirmacilar meyve
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yumusak kabuk kismi etil asetat ekstresinin MCF-7, HT-29 ve HCT-116 inhibe ettigini,
ekstrenin apoptozu uyardigin1 ve kontrol grubuna kiyasla anjiyogenezi inhibe ettigini
rapor etmislerdir (Seifaddinipour ve ark. 2018). P. vera kabuk ekstresinin karaciger hiicre
hatlarinda apoptozu uyararak sitotoksik etki gosterdigi Fathalizadeh ve ark. (2015)

tarafindan da ayrica dogrulanmustir.

Diger taraftan Paterniti ve ark. (2017) kabuk ve meyvelerinden elde ettikleri polifenolce
zengin ekstrelerinin lipopolisakkaritlerle uyarilmis olan enflamasyonu, TNF-o ve IL1-f
sitokinlerinin tiretimini 6nemli oranda azalttigin1 tespit ettiler. Ehsani ve ark. (2017)
tarafindan yapilan farkli bir farmakolojik ¢alismada ise P. vera’nin hidroalkolik
ekstresinin siganlarda gentamisin ile uyarilmis nefrotoksiteye karsi koruyucu etkisi
arastirllmis  ve ekstrenin nefrokoruyucu etkisinin oldugu kan serumundaki

parametrelerden ve histolojik ¢calismalardan ortaya konmustur.

Mirian ve ark. (2015) yaptiklart bir ¢alismada P. vera ve P. khinjuk recinelerinden elde
ettikleri metanol ekstrelerinin farkli konsatrasyonlarda HUVEC ve Y79 hiicre hatlarina
kars1 sitotoksik ve antianjiyojenik etkilerini aragtirmislardir. Ekstrelerin Y79 hiicre
hattina karst HUVEC hiicrelerine nazaran daha yiiksek oranda sitotoksik ve

antianjiyojenik etki gosterdigini bildirmislerdir.

Hosseinzadeh ve ark. (2011) P. vera’nin yapraklarindan elde ettikleri su ve etanol
ekstrelerinin agr1 kesici (antinosiseptif) ve antienflamatuvar etkilerini arasgtirmis ve
etanol ekstresinin antiinflamatuvar, etanol ve su ekstrelerinin ise agri kesici dzelliginin
oldugunu belirlemislerdir. P. vera’nin reginesinin hem antienflamatuvar hem de agn
kesici (antinosiseptif) ozelliginin oldugu Orhan ve ark. (2006) tarafindan da
aciklanmistir. Bununla beraber aymi arastirmada meyve, yaprak, dal ve sap
kisimlarindan elde edilen etanol ve su ekstrelerinin antienflamatuvar ve agn kesici

ozelliklerinin olmadig1 da rapor edilmistir.

Ateroskleroz atardamarlar1 etkileyen ve halk arasinda damar sertligi olarak bilinen
hastaliklardan birisidir. Yagli besinlerin tiikketimi ve oksidatif stres bu hastaligin
olusumunda ve yayginlasmasina énemli rol oynamaktadir. Marinou ve ark. (2010) P.
vera’nin yenilen meyve kismindan elde ettikleri metanol ve siklohekzan ekstrelerini

tavsanlarda ateroskleroza karsi test etmislerdir. Tavsanlardan alinan kan orneklerinde
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lipit profili, lipit peroksidasyon diizeyi ve karaciger parametrelerini arastirmislardir.
Arastirmacilar her iki ekstrenin de tavsan kan orneklerinde kontrol grubuna gére HDL
kolesterol diizeyini yiikselttigini, lipit peroksidasyonu azalttigini1 ve karaciger hasarinin
en onemli iki belirteci olan ALT ve AST degerlerini diislirdiigiinii tespit etmislerdir.
Ayni arastirmada metanol etkstresinin kontrol grubuna gore aterosklerotik lezyonlarini

onemli oranda diisiirdiigi bildirilmistir.
1.5. Calismanin Amaci

Yukaridaki literatiir Ozetinden goriilecegi lizere P. vera hem besinsel hem de
farmakolojik &zellikleri olan bir tiirdiir. Bu ¢alismada Antepfistig1 Isleme Tesislerinde
atik materyal olarak karsimiza ¢ikan meyve sap kismindan sekonder metabolitlerinin
saflastirilmas1 ve in vitro sartlarda dort farkli enzim iizerine etkilerinin belirlenmesi
amaglanmaktadir. Antep fistiginin meyve, yaprak ve recginesinin kimyasal bilesimi ve
baz1 biyolojik aktiviteleri iizerine literatiirde bazi kayitlara rastlanmistir. Ancak bu
calismada genellikle yaprak, reg¢ine ve meyveler lizerine arastirmalar yapilmis olup

meyve sap kismi (cumba) iizerine herhangi bir ciddi kayda rastlanmamustir.

Bu bilgiler 1s1ginda mevcut ¢alismada Antep fistigi atik meyve sap kisimlarinin (Resim
1.3) hekzan ekstresinin aromasmin kimyasal bilesiminin GC-MS yontemi ile
belirlenmesi ve CHCI; ve etanol oziitlerinden kromatografik yontemlerle (Kolon
Kromatografisi ve Ince Tabaka Kromatografisi) sekonder metabolitlerin izolasyonu ve
saflastirilan metabolitlerin kimyasal yapilariin UV, FT-IR, 1H-NMR, 13C-NMR, 1D ve
2D-NMR yontemleri ile belirlenmesi hedeflenmistir. Bitkinin meyve sap kisimlarindan
elde edilen hekzan, kloroform ve etanol ekstreleri ile kloroform ve etanol ekstrelerinden
saflagtirilan metabolitlerin dort nemli enzim (a-glikozidaz, a-amilaz, asetilkolin esteraz
ve butirilkolin esteraz) iizerine inhibisyon etkileri de ayrica belirlenmistir. Bu ¢alismada
ekstre ve ekstredeki metabolitlerin enzim aktivitesi ilizerine olas1 antagonisttik ve

sinerjik etkiler de irdelenmistir.
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Resim 1.3. Antep fistig1 meyvelerinin calisilan sap kisminin resmi
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler
Bu aragtirmada kromatografik yontemlerle yapilan izolasyon siirecinde kullanilan
kimyasal maddeler Aldrich, Merck ve Tekkim gibi firmalardan temin edilmistir. Enzim
inhibisyon aktivitesi ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve firmalar asagida
verilmistir:

- Asetil kolin esteraz

- Butiril kolin esteraz

- Asetiltiyokolin iyodiir

- Biitiriltiyokolin kloriir

- DTNB (5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit)

- Sodyum karbonat

- a-Glikozidaz enzimi

- a —Amilaz enzimi

- Hekzan

- Akarboz

- Kloroform

- Etil asetat

- Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO,.2 H,0)

- Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO,.2 H,0)

- Dimetilsulfoksit (DMSO)

- EDTA

- PNPG (p-nitrofenil-a-D-glikopiranozit)

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihaz Marka

Gaz kromatografisi-Kiitle spektroskopisi : Agilent 7890B GC System
(GC-MS)

Hassas terazi : Auhaus (AX4202)

Doner buharlastirict (Evaporator) : IKA, RV 3 eco

Buzdolab1 : Beko No Frost D29459 NME
Saf Su Cihazi : GFL-2201/4

UV Lambas1 254 nm-366 nm : Mineralight
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FT-IR Spektrofotometresi

'H- ve *C-NMR Spektrometresi
Magnetik karistirici

Vorteks

Ultrasonik Banyo

: Agilent (Cary 600 Series)

: Bruker 400 MHz Spektrometre

: IKA/C-MAG HS 7

: Jejotech LAB companion, VM- 96E

: Ultrasonic Cleaner/UC-10 Lab Companion

UV-VIS Spektrofotometre : T80+UV PG Instrument Ltd.
pH-metre : Hanna Instrument
Liyofilizator : Teknosem Toros TRS2/2V
Etlv : Ultra Lab (U-150)

Isitict : MTOPS (MS300HS)

Su banyosu : Lab companion (BS-21)
Blender : Lab companion (VM-96E)

2.1.3. Kromatografik Calismalarda Kullanilan Adsorbanlar

Kromatografik yontemlerle yapilan fraksiyonlama, izolasyon ve saflastirmada

kullandigimiz adsorbanlar sunlardir:

Kolon Kromatografisi i¢in; Silika jel (Kieselgel 60, 70-230 ve 230-400 mesh, Merck)
Ince Tabaka Kromatografisi (ITK); Silika jel (Hazir Plaka, Kieselgel 60 Fzs7, 0,2 mm,
Merck).

ITK’da ayrilmig olan maddelere ait lekeler ayrica UV 54, UV3es NM de ve de HySO4-

vanilin (% 1) reaktifi piiskiirttiikten sonra 1sitma yoluyla belirlendi.
2.2. Yontem

Bu arastirmada ¢alisma materyali olarak kullandigimiz Antep fistigin (P. vera L.) sap
kismi, antepfisti1 isleme tesislerinden atik materyal olarak alinmis ve Kilis 7 Aralik
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii, Arastirma Laboratuvarinda

muhafaza edilmistir.
2.2.1. Bitki ornegi ve ekstraksiyon islemleri

Mevcut ¢aligmada P. vera’ in meyve sap kisimlari kullanildi. P. vera L. (Antep fistig1)’
nin sap kismi bir blenderde ogiitiildii ve 1500 gr 6rnek n-Hekzan ile (2,5 L)
maserasyona birakilarak, 5 kez ekstre edildi. Elde edilen ekstreler siizge¢ kagidi ile
sliziildii ve siiziintiiler birlestirildi. Hekzan bir doner buharlastiricida (rotary evaporator)
diisiik sicaklik ve basingta uzaklagtirilarak ekstre konsantre hale getirildi. Bu islemin

sonunda kivamli siv1 bir ekstre elde edildi ve tartildi (78,55 gr, verim % 5,23).
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Hekzan ile ekstre edildikten sonra CHCI; ekstresi elde etmek tizere once hekzan ile
Oziitlenmis olan ayni 6rnek (1500 gram) 2,5 L CHCl3 ile 5 kez ekstrakte edildi. Elde
edilen ekstreler birlestirildi ve bir doner buharlastiric1 ile diisiik sicaklik ve basingta
kloroform uzaklastirildi. Bu islemin sonunda elde edilen ekstre tartildi (47,42 gr, verim
% 3,16).

Kloroform ile ekstrakte edilen bitki 6rnegi (1500 g) kuru bir sekilde etanol (2,5 L) ile
oda sartlarinda bekletilerek Skez ekstrakte edildi. Ekstredeki etil alkol doner

buharlastiricida diisiik sicaklik (65 °C) ve basingta uzaklastirildi. Bu islemin sonunda

109,9 g (% 7,33) etanol ekstresi elde edildi.
2.2.2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Sap hekzan ekstresindeki aroma verici bilesenler GC kapiler kolonda tutulma siirelerine
ve bagil oranlarina gore ayrilarak analiz edildi. Hekzan ekstresindeki aroma verici
biesenler HP-5 MS kapiler kolon (30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um) bagli Agilent 7890B
cihazi kullanilarak analiz edildi. Kiitle analizleri i¢in 70 ¢V’ luk iyonizasyon enerjisine
sahip bir elektron iyonizasyon (E.I) sistemi kullanildi, kolonda yiiriitme islemi igin
helyum gaz1 (1 ml/dakika) kullanildi. Enjeksiyon ve MS transfer sicakliklari sirasiyla
200 °C ve 250 °C dir. Kolon sicaklig1 3 °C/dak oraninda 50 °C de 150 °C’ye ¢ikarilds,
150 °C de 10 dakika izotermal olarak tutuldu ve sonra 10 °C dakika ile 250 °C’ye
cikarildi ve 250 °C’de 7 dakika izotermal olarak tutuldu. Metilen kloriir de seyreltilmis
(1/10, kiitle/hacim) ekstrenin 1 pL’lik kism1 20:1 split oraninda otomatik olarak enjekte
edildi. Bilesenlere ait piklerin bagil orani cihazin otomatik integrasyonu ile belirlendi.
Her bir bilesigin kalitatif analizi HP-5 MS kapiler kolonunda referans maddelerin
alikonma zamanlarinin ve Kovats retention indekslerinin kiyaslanmasi, her bir bilesenin
kiitle spektrumlarindaki parcalanmasi ile elde edilen NIST Kkiitiiphaneleri ve

yayimlanmig datalardan (Adams, 2007) hesaplanmasi ile gergeklestirildi.

P.vera sap kisimlar1 giizel kokulu atik bir materyaldir. Bu nedenle hos kokuya neden
olan ugucu bilesenler ayrica Headspace GC-MS yontemi ile de analiz edildi. Headspace
yonteminde ornekteki ugucu bilesenleri buhar haline getirmek i¢in 6rnek 45 dakika 80
°C de bekletildi. Elde edilen buhar HP-5 MS (30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um kapiler
kolon bagli Agilent 7890B cihazi kullanilarak analiz edildi. Kiitle analizleri i¢in 70 eV’
luk iyonizasyon enerjisine sahip bir elektron iyonizasyon (E.l) sistemi kullanild.
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Kolonda yiiritme islemi ig¢in helyum gaz1 (1 mL/dakika) kullanildi. Enjeksiyon ve MS
transfer sicakliklari sirastyla 200 °C ve 250 °C dir. Kolon sicakligi 40 °C de 2 dakika
izotermal olarak bekletildikten sonra 5 °C/dak ile 150 °C’ye c¢ikarildi, 150 °C de 1
dakika izotermal olarak tutulduktan sonra 5 °C/dak ile 250 °C’ye ¢ikarild1 ve 6 dakika
izotermal olarak bekletildi. Bilesenlere ait piklerin bagil orani cihazin otomatik
integrasyonu ile belirlendi. Her bir bilesigin kalitatif analizi HP-5 MS kapiler kolonunda
referans maddelerin alikonma zamanlarimin ve Kovats retention indekslerinin
kiyaslanmasi, her bir bilesenin kiitle spektrumlarindaki parcalanmasi ile elde edilen
NIST kiitiphaneleri ve yayimlanmis datalardan (Adams, 2007) hesaplanmasi ile
gerceklestirildi.

2.2.3. Antep fistig1 (P. vera L.) Sapi1 Kloroform Ekstresi Uzerinde Yapilan

Kromatografik Calismalar

ITK yontemi ile yapilan kontrollerin sonucunda elde edilen ekstredeki metabolitleri
saflastirmak tizere kolon kromatografisi ¢alismalarinda uygun hareketli faz sistemlerinin
hekzan-etil asetat (9:1, 8:2, 6:4) sistemleri oldugu belirlendi. P. vera L.‘den elde edilen
kloroform ekstresini fraksiyonlamak iizere silika jel KK yapildi ve bu amagcla, 250 gram
silika jel (kiesel jel 70-230 mesh, Merck) once hekzan-etil asetat (9:1) sistemi ile
slispansiyon haline getirilerek kolona tatbik edildi. Ekstre (40 gram) uygun miktar
hekzan-etil asetat (9:1) sisteminde ¢oziildii ve bir damlalik ile kolonun {ist kismindan
yiiklendi. Kolon kromatografisinde eliie etme islemine hekzan-etil asetat (9:1) sistemi
ile bagland1 ve etil asetat ile haraketli fazin polaritesi artirilarak (8:2, 6:4, 4:6) elusyona
devam edildi. Fraksiyonlar 50 ml hacimler halinde topland1 ve ITK da yukarida sozii
gecen haraketli faz sistemlerinde kontrol edildi. Ayni lekeleri igeren fraksiyonlar kendi
aralarinda birlestirildi. Fraksiyonlarin birlestirilmesi islemleri sirasinda 8-24.
fraksiyonlarda bekletilme esnasinda beyaz renkli kristallerin olustugu gozlendi.
Kristaller hekzan-etil asetat (9:1) sistemi {izerinden birka¢ kez yikandi ve yikanan
kristaller ¢oziilerek ITK’ da kontrol edildi. Yapilan kontroller sonrasinda kristallerin saf
oldugu belirlendi. Hekzan-etil asetat (9:1) sistemi tizerinden kristaller birka¢ kez daha
yeniden kristallendirilerek saflik orani yiikseltildi. Bu islemlerin sonucunda saflastirilan
madde PVSC-1 (2.53 gram) olarak kodlandi. Onceki fraksiyonlarda oldugu gibi 25-39.
fraksiyonlarda da bir kristallenmenin oldugu gozlendi. Bu kristaller kristal sekli

bakimindan PVSC-1 den farklilik gosterdigi tespit edilmesine karsin bu maddenin Rf
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degerinin PVSC-1 ile ayni oldugu belirlendi. Kristal sekilleri farkli oldugu igin her
ihtimale kars1 ayr1 konuldu ve PVSC-2 (2.34 gr) olarak kodlandi. PVSC-1 ve PVSC-2
molekiillerinin *H- ve **C-NMR spektroskopik verileri bu iki maddenin birbirinin aynist

oldugunu gosterdi. Kromatografik islemlerin sonunda ayni molekiil oldugu belirlenen

PVSC-1 ve PVSC-2’den toplamda 4,87 g (verim= % 0,33) madde elde edildi.

Kristallendirme islemlerinin sonunda kalan kristallenmeyen kisimlar ITK’da yapilan
kontrollerin sonunda dort fraksiyona boliindii ve bu fraksiyonlar: PVSCA (3-7.
fraksiyon, 3g), PVSCB (8-24. fraksiyon, 9.60 g), PVSCC (25-53. fraksiyon, 4.19 g)
PVSCD (54-65 fraksiyon, 12.00 g) olarak kodlandi.

ITK ile yapilan kontrolde PVSCA fraksiyonun (3 g) genellikle lipidik yapili (yagimsi)

molekiiller igerdigi belirlendi. Bu nedenle lizerinde kromatografik ¢aligmalar yapilmadi.

PVSCB Fraksiyonu Uzerinde Yapilan Kromatografik Calismalar: Bu fraksiyon
(9,60 g) icerdigi metabolitleri saflastirmak iizere yeniden silika jel KK tabii tutuldu. Bu
amagla 60 gram (70-230 mesh) silika jel hekzan-EtOAc (9:1) hareketli faz sistemi
kullanilarak kolan hazirland: ve aym sistemle eliie edildi. ITK’da kontroller sonrasinda
ilk ii¢ fraksiyonun dnemli bir madde igermedigi icin atildi. Ayn1 maddeleri igeren 4-5.
fraksiyonlar kendi arasinda, 6-12. fraksiyonlar kendi arasinda, 13-17. fraksiyonlar kendi
arasinda, 18-23. fraksiyonlar kendi arasinda, 24-35. fraksiyonlar kendi arasinda, 36-45.
fraksiyonlar kendi arasinda birlestirildi ve sirastyla A, B, C, D ve E fraksiyonlari olarak
kodland1. C fraksiyonu (4,55 g) ITK ile yapilan kontrolde yiiksek oranda saf bir madde
iceriyordu. Bu maddeyi daha da temiz bir sekilde saflastirmak tizere C fraksiyonu
yeniden silika jel KK’a (50 g silika jel, 230-400 mesh) tabii tutuldu. Hareketli faz olarak
hekzan:EtOAc (9:1) sistemi kullanildi ve fraksiyonlar 10 mL hacimler halinde toplandi.
ITK ile yapilan kontrollerde 6-9. fraksiyonlarin saf oldugu tespit edildi ve saf madde
PVSC-3 (1,38 g) olarak kodlandi.

PVSCC Fraksiyonu Uzerinde Yapilan Kromatografik Calismalar: Bu fraksiyon
tizerine yeterli miktarda hekzan-EtOAc (9:1) solvent sisteminden eklendi, fraksiyon su
banyosunda isitilarak ¢oziildii ve oda sartlarinda bir kag saat bekletildi. Bekletme
sonrasinda bir maddenin kristallendigi gozlendi. Kristaller sivi kistmdan dikkatli bir
sekilde ayrildi ve her defasinda sivi kisma ayni islemler uygulandi. Bu islemlerin

sonunda kristaller ITK’da daha 6nce saflastirilan PVSC-2 ile beraber vyiiriitiilerek
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kontrol edildi. Kontrol sonrasinda kristallerin (1,25 g) saf oldugu ve PVSC-2 ile ayni
madde oldugu tespit edildi. Kristallendirilme sonrasi geriye kalan sivi kisim ITK ile
yapilan kontroller sonrasinda ¢ok fazla sayida madde icerdiginden ayrica saflastirma

calismalarina dahil edilmedi.

PVSCD Fraksiyonu Uzerine Yapilan kromatografik calismalar: Hekzan-EtOAc
(6:4) solvent sistemi kullamlarak ITK ile yapilan kontrolde PVSCD (12,00 g)
fraksiyonunun simdiye kadar saflastirilan maddelerden farkli ve daha polar bir major
madde igerdigi gozlendi. Ana maddeyi saflastirmak tizere PVSCD fraksiyonu hekzan-
EtOAc (6:4) hareketli faz sistemi iizerinden silika jel kolon kromatografisine (150 g
silika jel, 70-230 mesh) tabii tutuldu ve fraksiyonlar 40 mL hacimler halinde toplandi.
Kolon kromatografisi sonucunda toplam 45 fraksiyon toplandi ve 6-18. fraksiyonlarin
saf oldugu belirlendi. Saf maddeyi iceren fraksiyonlar kendi arasinda birlestirildi, ayni
solvent sistemi (Hekzan-EtOAc, 6:4) tlizerinden kristallenmeye birakildi ve maddenin
kiiciik igneler seklinde kristallendigi gdzlendi. Kristallerin ITK ile yapilan kontroliinde
saf oldugu tespit edildi ve saf madde PVSC-4 (350 mg) olarak kodlandi.

22.4. Antep fisign (P. vera L.) Sapi Etanol Ekstresi Uzerine Yapilan

Kromatografik Calismalar

Etanol ekstresini ¢ozmek igin lizerine yeniden etil alkol ilave edildi ve etil alkoliin bir
kisim ekstreyi ¢ozmedigi gozlemlendi. Etanol icerisinde ¢oziinen ve c¢oziinmeyen
kisimlar birbirinden ayrildi ve ITK’da CHCI3-CH3OH (7,5:2,5) sisteminde kontrol
edildi. Etanol icerisinde ¢oziinmeyen kismin daha temiz oldugu belirlendi ve bdylece
etanol ekstresi etanolde ¢6ziinen (48,33 g) ve ¢oziinmeyen (61,55 g) olmak tizere iKi
kisma ayrildi. Etanol igerisinde ¢oziinmeyen kismin daha polar olan metanol ve su

icerisinde 1yi ¢0zlindiigli gdzlemlendi.

Etanol igerisinde ¢oziinmeyen kisimdan silika jel KK ile fraksiyonlamak {izere 20 gram
alind1 ve yeterli miktarda metanol igerisinde ¢oziildii. Daha sonra iizerine 20 g silika jel
eklenerek metanol doner buharlastiricida tamamen uzaklastirildi. Béylece hareketli faz
sisteminde ¢oziinmeyen ekstre silika jele adsorbe edilmis oldu. Ekstreyi fraksiyonlara
ayirmak iizere 100 g silika jel (70-230 mesh) kullanilarak diklormetan-metanol (7,5:2,5)
hareketli faz sistemi {izerinden kolon kromatografisine tabii tutuldu. Fraksiyonlar 20 mL

hacimler halinde toplandi ve toplamda 48 fraksiyon alindi. Toplanan her fraksiyon ITK
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ile diklormetan-metanol (7,5:2,5) ve EtOAc-metanol (8:2) hareketli faz sistemleri
kullanilarak kontrol edildi ve ayni maddeleri iceren fraksiyonlar kendi arasinda
birlestirildi. Bu islemlerin sonunda terpenik apolar karakterli maddeleri igeren 1-8.
fraksiyonlar galismalarda kullanilmadi. Ayn1 maddeleri igeren diger fraksiyonlar ise
PVSEA (9-16. fraksiyon, 0,84 g), PVSEB (17-37. fraksiyon, 2,72 g) ve PVSEC (38-48.
fraksiyon, 12,78 g) olarak kodland.

PVSEC fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik ¢alismalar: Bu fraksiyon (12,78
g) yine 15 g silika jele adsorbe edildi ve yeniden silika jel kolon kromatografisi
tizerinden fraksiyonlandi. Kolon kromatografisinde 100 g silika jel (70-230 mesh) ve
EtOAc-metanol (8:2) eliient sistemi kullanildi. Fraksiyonlar 30 mL hacimler halinde
topland1 ve toplanan her bir fraksiyon aym eliient sisteminde ITK’da kontrol edildi.
Kontrol islemleri sonrasinda 12-25. fraksiyonlarin saf polar bir madde igerdigi tespit
edildi. Fraksiyonlar birlestirildi, ¢oziicii uzaklastirildi ve bu iglemin sonunda 2,51 ¢

madde saf olarak elde edildi. Saflastirilan madde PVSE-1 olarak kodlandi.

PVSEB fraksiyonu iizerinde yapilan kromatografik calismalar: PVSEB fraksiyonu
(2,72 g) 40 g silika jel (70-230 mesh) iizerinden kloroform-metanol (7,5:2,5) ile eliie
edildi ve 20-40. fraksiyonlarin yiiksek oranda saf bir madde igerdigi gézlemlendi. Bu
maddeyi daha yiiksek oranda saflastirmak iizere bu fraksiyonlar (1,17 g) ayni eliient
sistemini kullanarak yeniden silika jel kolon kromatografisine (30 g, 230-400 mesh)
tabii tutuldu ve bu islemin sonunda PVSE-2 (550 mg) olarak kodlanan madde saf olarak
elde edildi.

PVSE-1 ve PVSE-2 molekiillerinin spektroskopik yontemlerle seker olduklari tespit
edildikten sonra 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi ile indirgen seker olup
olmadiklar1 belirlendi. Bu yontem, indirgen sekerin DNS ile tepkimesi sonucu olusan
kirmizi-kahverengi renkli nihai iriiniin (3-amino-5-nitrosalisilik asit) absorbansinin
UV-goriintir bolge spektroskopisinde, spektroskopik olarak o6l¢giilmesine (540 nm)
dayanmaktadir (Devarajan ve Venugopal, 2012). Bu amagla 10, 20, 40 ve 80 mg/mL
konsantrasyonlarda PVSE-1 ve PVSE-2 ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 200 pL
alindi, tizerlerine 300 pL DNS c¢ozeltisi ile 1000 pL saf su eklendi. Deney tiipleri daha
sonra 5 dakika kaynatildi. Deneylerde ayrica indirgen seker olmayan sakkaroz da test

edildi. Kontrol olarak PVSE-1, PVSE-2 ve sakkaroz igermeyen sadece DNS ¢ozeltisi
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iceren ¢ozelti kullanildi. DNS ¢dzeltisinin sar1 renginin kirmizi-kahverengi renge

dontigiimii sekerin indirgen bir seker olduguna isaret etmektedir.
2.2.5. Enzim Inhibisyon Aktivite Calismalari
2.2.5.1. a-Glikozidaz Enzimi Inhibisyon Cahsmalar

a-Glikozidaz enzim inhibisyon deneyi literatiirde daha once kullanilan yontemler g6z
onilinde bulundurularak gegeklestirildi (Elya ve ark., 2012; Dewi ve ark., 2015). o-
Glikozidaz enzimi 100 mL fosfat tamponunda (10 mM, pH=6,8) ¢oziildi ve enzim
kaynagi olarak kullanildi. a-Glikozidaz aktivite belirleme ¢alismalar1 p-nitrofenil a-D-
glukopiranozit (PNPG) substratinin asagidaki tepkimeleri sonucu olusan sar1 renkli
nihai {riintin  (p-nitrofenol) absorbansimnin  UV-goriiniir bolge spektroskopisinde,
spektroskopik olarak Olgiilmesine (405 nm) dayandirilarak yapildi (Elman ve ark.,
1961). Nihai iiriiniin absorbansinin azalmasi enzimin inhibisyonuna isaret etmektedir.

HO
HO

o,
- . . . O
Ho' alpha-Glikozidaz enzimi
HO HO > + HO NO2
o NO HO
4 HO
HO
OH

a-Glikozidaz enzim aktivitesi ¢aligmasinda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi asagida

Ozetlenmistir:
a-Glikozidaz enzimi: 1 mg enzim 10 mL tampon igerisinde ¢oziildii.

Fosfat tamponu (0,1 M, pH:6,8): Fosfat tamponunu hazirlamak iizere 8,894 ¢
Na,HPO,.2H,0’un 500 mL destile sudaki ¢ozeltisi ile 7,801 g NaH,PO,4.2H,O’un 500
mL sudaki ¢ozeltisinden faydalanildi. Bu iki ¢ozelti pH:6,8 olacak sekilde bir pH metre

vasitastyla hazirlandi.

PNPG (substrat) ¢ozeltisi: 0,015 g PNPG’in 10 mL fosfat tamponunda (0,1 M, pH:6,8)

¢Oziilmesi ile hazirlandi.

Omek c¢ozeltileri: Ekstre ve saf metabolitlerin DMSO ya da saf suda degisik
konsantrasyon araliginda stok ¢ozeltileri hazirlandi ve deneylerde bu stok g¢ozeltiler
kullanildi. Madde ve ekstrelerin Once diisiik konsantrasyonlarda stok c¢ozeltileri

hazirland1 ve test edildi. Diisiik konsantrasyonlarda etkisiz olmasi durumunda daha
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yiiksek konsantrasyonlarda stok ¢ozeltileri hazirlandi ve deneylerde kullanildi. Benzer
sekilde pozitif kontrol olarak kullanilan akarboz diisiik konsantrasyonlarda herhangi bir
inhibisyon etkisi gostermediginden daha yiiksek konsantrasyonlarda (2,5-80 mg/mL)

stok ¢ozeltisi hazirlanarak deneylerde kullanildi.

a-Glikozidaz enzim aktivite g¢alismalarinda izlenen calisma plam1 Cizelge 2.1°de

Ozetlendi.

Cizelge 2.1. a-Glikozidaz enzim aktivitesi ¢alisma semasi

Tampon Ornek Enzim Substrat vg/zzga?;u
oy ) 3) 4) (5)
AoK 1480 uL i - 20 uL 1000 uL
Ao 1460 uL i 20 uL 20 uL 1000 uL
AK 1460 uL 20 uL - 20 uL 1000 uL
A 1440 uL 20 uL 20 uL 20 ulL 1000 uL

Parantez igindeki rakamlar uygulamalarin eklenme sirasini vermektedir.

Enzim ilave edildikten sonra 10 dakika 37 °C da inkiibe edildi ve tizerine substrat
eklendikten sonra 37° C de 30 dakika yeniden inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda %
2’1ik Na,CO3 (gerekli durumda sadece saf su; Na,COs ¢ozeltisi yerine) ¢ozeltisi eklendi,
vortekslendi ve absorbanslar korlere karsi 405 nm de okundu. Enzim aktivitesi

asagidaki formiile gore hesaplandi (Alpaslan, 2013).
Inhibisyon (%) = (Ag-Ai)/Ag X 100

Ag: Omek olmaksizin dlgiilen ortalama absorbans ve Ai: farkli konsantrasyonlarda test

ornekleri eklenerek Olgiilen ortalama absorbanslari ifade eder.
2.2.5.2. a-Amilaz Enzimi Enhibisyon Calismalari

a-Amilaz enzim inhibisyon aktivitesi Devarajan ve Venugopal (2012)’un yontemine
gore belirlendi. a-Amilaz enzimi sodyum fosfat tamponunda (10 mM, pH 6.9, 0.006
mol/L NaCl) ¢oziildii ve enzim kaynagi olarak kullanildi. a-Amilaz aktivite belirleme
calismalar1 enzim-substrat (nisasta) tepkimesi sonucu olusan glikozun 3,5-
dinitrosalisilik asit (DNS) ile tepkimesi sonucu olusan kirmizi-kahverengi renkli nihai
iriintin ~ (3-amino-5-nitrosalisilik ~ asit)  absorbansinin ~ UV-gériiniir ~ bolge

spektroskopisinde, spektroskopik olarak oOl¢iilmesine (540 nm) dayandirilarak yapildi
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(Devarajan ve Venugopal, 2012). Asagidaki tepkimede Ozetlenen nihai iriiniin (3-

amino-5-nitrosalisilik asit) absorbansinin azalmasi enzimin inhibisyonuna isaret

etmektedir.
GHo COOH
H———OH
H——T—OH
O2N COOH ON COOH
HO——H oH HO——H
+ +
H——T—OH _
oH H OH o
H—TT—OH
NO2 H OH NH2
CH20H

CH20H

a-Amilaz enzim aktivitesinin inhibisyonu ¢alismalarinda izlenen yol Cizelge 2.2’de

Ozetlendi.

Cizelge 2.2. a-Amilaz enzim aktivitesi ¢calisma semasi

Tampon Sample Enzim Substrat DNS Saf Su

€0) (2) 3) 4) 5) (6)
AK 600 pL - - 300 ul 300 puL 3800 pL
Ao 560 uL - 40 uL 300yl 300l 3800 pL
AK  500uL 100 uL 8 300yl 300l 3800 pL
A 460 uL 100 uL 40 uL 300ul 300 puL 3800 pL

Parantez igindeki rakamlar uygulamalarin eklenme sirasini vermektedir.

Enzim konduktan sonra 37°C de 25 dakika inkiibe edildi, tizerine substrat eklendikten
sonra 37°C de 25 dakika yeniden inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda DNS eklendi ve
5 dakika boyunca kaynar suda bekletildi. Sogutulduktan sonra tizerine saf su eklendi,

vortekslendi ve absorbanslar kendi korlerine kars1 540 nm de okundu.
Inhibisyon (%) = (Ao-Aj) / Ay X100

Ag: Ornek olmaksizin dlgiilen ortalama absorbans ve Ai: farkli konsantrasyonlarda test

ornekleri eklenerek Glgiilen ortalama absorbanslari ifade eder.

a-Amilaz enzim aktivitesi ¢aligmasinda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 asagida

Ozetlenmistir:
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a-Amilaz enzimi: 1,5 pL enzim 10 mL sodyum fosfat tamponu (10 mM, pH:6,90, 0,006
mol/L NaCl) igerisinde ¢oziildii.

Sodyum fosfat tamponu (10 mM, pH:6.9, 0,006 mol/L NaCl): Fosfat tamponunu
(pH:6,90) hazirlamak iizere 8,894 gr Na,HPO,.2H,0O’un 500 mL distile sudaki ¢ozeltisi
ile 7,801 g NaH,P0O,.2H,0’un 500 mL sudaki ¢ozeltisinin bir pH metre vasitasiyla

karistirilmasi ile hazirlandi.

Nisasta (substrat) ¢ozeltisi: 1 g nisasta 100 mL sodyum fosfat tamponu (10 mM,
pH:6,90, 0,006 mol/L NaCl) igerisinde ¢oziildii.

Ornek ¢ozeltileri: Saf madde ve ekstreler DMSO ve saf su uygun ¢oziiciiler kullanilarak
0,1 mg/mL (100 ppm), 0,25 mg/mL (250 ppm), 0,50 mg/mL (500 ppm), 0,75 mg/mL
(750 ppm) ve 1 mg/mL (1000 ppm) konsantrasyonlarda stok g¢o6zeltileri hazirlandi.
Ancak, hem saf madde hem de ekstrelerin diisiik konsantrasyon araliginda (0.01-1
mg/mL) oa-amilaz enzimine kars1 genellikle etkisiz olduklar1 goriildi. Diistik
konsantrasyonlarda etkisiz olan ekstre ve saf metabolitlerin etkisine gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda (1-80 mg/mL konsantrasyon araliginda) stok ¢ozeltileri hazirlandi
ve deneylerde kullanildi. Pozitif kontrol olarak akarboz maddesinin ise 0,1-1,0 mg/mL
(100-1000 ppm) konsantrasyon araligindaki stok c¢ozeltileri saf su kullanilarak

hazirlandi.

2.2.5.3. Asetilkolinesteraz Enzimi Inhibisyon Calismalar

Asetilkolin esteraz aktivite belirleme ¢aligmalar1 substratin asagidaki tepkimeleri sonucu
olusan sar1 renkli nihai {iriiniin (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit) absorbansinin UV-gériiniir
bolge spektroskopisinde, spektroskopik olarak olglilmesine (412 nm) dayandirilarak
yapildi (Elman ve ark., 1961). Nihai iriiniin absorbansinin azalmasi enzimin

inhibisyonuna isaret etmektedir.

N}
/H\ /\/’|\I< s /N\/\SH ¥ /H\

Asetiltiyokolin Tiyokolin
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| HOO OOH
\NJ'\/\
/ +

SH O2N s—s NO2

Tiyokoli e . I
1yoKolin 5,5'-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
OOH
HOOC.
ON
+
O2N SH
S/S\/\N+/
™
5-Tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB)
Disiilfit

AChE enzim aktivitesi calismasinda kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanis1 asagida

Ozetlenmistir:

1M Tris-HCI tamponu (pH:8): 30,27 g Tris ve 0,370 g EDTA distile su ile 250 mL’ye

tamamlandi.
AChE enzimi: 0,2 mg enzim 4 mL 1M Tris-HCI tamponu (pH:8) i¢inde ¢oziildii.

Substrat (asetiltiyokolin iyodat): 40 mg asetiltiyokolin iyodat 10 mL distile suda

¢oOziildii.
DTNB ¢ozeltisi: 0,01 g DTNB ve 0,56 g sodyum sitrat 50 mL distile suda ¢oziildi.

Ornek c¢ozeltileri: Apolar karakterli hekzan ve kloroform ekstreleri ile kloroform
ekstresinden saflastirilan PVSC kodlu saf metabolitlerin stok ¢ozeltileri 10-160 mg/mL
konsantrasyon araliginda DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Etanol ekstresi ve
etanol ekstresinden saflastirilan PVSE-1 ve PVSE-2 kodlu molekiillerin stok ¢ozeltisi
ise 10-80 mg/mL araliginda saf suda ¢o6ziilerek hazirlandi. Pozitif kontrol olarak
kullanilan galantamin molekiiliiniin stok ¢ozeltisi 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,50
mg/mL, 0,75 mg/mL, 1 mg/mL, 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarda saf suda
¢oziilerek hazirlandi. Neostigmin etken maddesi igin ise 0,1 (100 ppm), 0,25 (250 ppm),
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0,50 (500 ppm), 0,75 (750 ppm) ve 1 mg/mL (1000 ppm) konsantrasyonlara denk
gelecek sekilde hazir ilag preparatindan (0,5 mg/mL, 500 ppm) hesaplanarak kullanildu.

AChE enzim aktivite ¢calismalarinda izlenen ¢alisma plani1 Cizelge 2.3’de 6zetlendi.

Cizelge 2.3. Asetil kolin esteraz enzim aktivitesi ¢alisma semast
Tampon Ornek Enzim Saf su Substrat DTNB

1) (2) 3) 4) ) (6)
AcK 400 uL - - 1900 uL 100 pL 100 pL
Ao 400 pL - 10pL 1890 uL 100 pL 100 pL
AK 400 puL 10 uL - 1890 uL 100 pL 100 pL
A 400 pL 10pL  10pL 1880 puL 100 pL 100 pL

Parantez i¢indeki rakamlar uygulamalarin eklenme sirasini vermektedir.

Saf su eklendikten sonra 5 dakika 25 °C da inkiibe edildi. Sonra iizerine substrat
eklenerek 10 dakika oda sartlarinda substrat ve enzimin etkilesmesi i¢in bekletildi.
Tepkimeyi durdurmak tizere ortama 1,5 mL % 2 Na,COj3 veya saf su eklendi. Enzim ve
substrat etkilesiminden olusan iiriinii spektroskopide okumak {izere DTNB eklendi,
tipler vortekslendi ve 412 nm de absorbanslar uygun kendi korlerine karsi okundu.

Enzim aktivitesi agsagidaki formiile gore hesapland: (Alpaslan, 2013).

Inhibisyon (%) = (Ao-Ai)/Ao x 100

Ag: Ornek olmaksizin dlgiilen ortalama absorbans ve Ai: farkli konsantrasyonlarda test

ornekleri eklenerek 6l¢iilen ortalama absorbanslari ifade eder.
2.2.5.4. Butirilkolinesteraz Enzimi Inhibisyon Cahsmalar1

Butirilkolinesteraz inhibitor aktiviteleri Ellman Metoduna gore yapildi (Ellman ve ark.,
1961). Enzim kaynagi olarak BChE, substrat olarak ise biitiriltiyokolin kloriir kullanildi.
Butirilkolin esteraz aktivite belirleme ¢alismalar1 substratin asagidaki tepkimeleri
sonucu olusan sar1 renkli nihai {iriniin (5-tiyo-2-nitrobenzoik asit) absorbansinin UV-
gorliniir  bolge spektroskopisinde, spektroskopik olarak Olgiilmesine (412 nm)
dayandirilarak yapildi (Elman ve ark., 1961). Nihai iiriinlin absorbansinin azalmasi

enzimin inhibisyonuna igaret etmektedir.
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Tiyokolin 5 5'-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)

OOH
HOOC

‘ 5-Tiyo-2-nitrobenzoik asit (TN B)
Disiilfit

BChE enzim aktivitesi c¢alismasinda kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanist asagida

Ozetlenmistir:

Tris-HCI tamponu (1M, pH:8): 30,27 g Tris ve 0,370 g EDTA 350 mL distile suda

¢Ozildii.

BChE enzimi: Butiril kolin esteraz enzimi (0,2 mg) 4 mL tris-HCI tamponunda (1M,
pH:8) ¢oziildii.

Substrat (butiriltiyokolin): 40 mg butiriltiyokolin kloriir 10 mL saf suda ¢6ziildii.
DTNB ¢ozeltisi: 0,01 gr DTNB ve 0,56 g sodyum sitrat 50 mL distile suda ¢6ziildii.

Apolar karakterli hekzan ve kloroform ekstreleri ile kloroform ekstresinden saflastirilan
PVSC kodlu saf metabolitlerin stok ¢ozeltileri 10-160 mg/mL konsantrasyon araliginda
DMSO igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Etanol ekstresi ve etanol ekstresinden
saflastirilan PVSE-1 ve PVSE-2 kodlu molekiillerin stok ¢ozeltisi ise 10-80 mg/mL
araliginda saf suda ¢oziilerek hazirlandi. Pozitif kontrol olarak kullanilan galantamin

molekiiliiniin stok ¢ozeltisi 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,50 mg/mL, 0,75 mg/mL,
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Img/mL, 2,5 mg/mL ve 5 mg/mL konsantrasyonlarda saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
Neostigmin etken maddesi i¢in ise 0,1 (100 ppm), 0,25 (250 ppm), 0,50 (500 ppm), 0,75
(750 ppm) ve 1 mg/mL (1000 ppm) konsantrasyonlara denk gelecek sekilde hazir ilag
preparatindan (0,5 mg/mL, 500 ppm) hesaplanarak kullanildi.

BChE enzim aktivite ¢alismalarinda izlenen ¢alisma plani1 Cizelge 2.4’de 6zetlendi.

Cizelge 2.4. BChE enzimi aktivitesi ¢alisma semasi

Tampon Ornek Enzim Safsu  Substrat DTNB

1) (2) 3 4) ®) (6)
AK 400 L - - 1900 uL 100 pL 100 uL
Ao 400 puL - 20 0L 1880 puL 100 pL 100 L
AK 400 uL 20 uL - 1880 uL 100 pL 100 pL
A 400 puL 20 uL 20uL 1860 uL 100 uL 100 L

Parantez i¢indeki rakamlar uygulamalarin eklenme sirasini vermektedir.

Saf su eklendikten sonra 15 dakika 25 °C da inkiibe edildi. Sonra substrat eklenerek
enzim ve substratin tepkime vermesi i¢in 15 dakika oda sartlarinda bekletildi. Bu
stirenin sonunda tepkimeyi durdurmak iizere ortama 1,5 mL % 2 NayCO; ¢ozeltisi veya
saf su eklendi ve iizerine DTNB ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve 412 nm de
absorbanslar kendi korlerine karsi okundu. Enzim aktivitesi asagidaki formiile gore
hesaplandi (Alpaslan, 2013).

Inhibisyon (%) = (Ag-Ai)/Ag X 100
Ag: Ornek olmaksizin dlgiilen ortalama absorbanslari ve Ai: farkli konsantrasyonlarda

test ornekleri eklenerek Olgiilen ortalama absorbanslari ifade etmektedir.

2.2.6. istatiksel Analizler

Istatiksel hesaplamalar SPSS 17,0 software programi kullanilarak gergeklestirildi.
Enzim inhibisyonu sonuglar1 arasindaki istatiksel farkliliklar1 belirlemek {zere
spektroskopide Olgiilen absorbans degerlerine one-way variance analyses (ANOVA)
uygulandi. Absorbans verileri arasindaki farkliliklar LSD ve DUNCAN testleri
kullanilarak belirlendi ve p<0,05 degerleri istatiksel olarak farkli kabul edildi.
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Enzim inhibisyon ¢alismalar1 i¢in her bir uygulamanin ICsp ve 1Cgyy degerleri Microsoft

Excel (Windows 2010) programi kullanilarak hesaplandi.
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3. BULGULAR
3.1. GC-MS bulgulan

P. vera sap kismindan e¢lde edilen hekzan ekstresinin aroma bilesikleri GC-MS de
yiiriitiilerek kimyasal bilesenleri kantitatif ve kalitatif olarak analiz edildi. P. vera’in sap
kisimlar1 ayrica headspace GC-MS de yiiriitiillerek ucucu bilesenleri kalitatif ve
kantitatif olarak tespit edildi. Bitkinin sap kisminin hekzan ektresinin ve sap
kisimlariin headspace GC-MS spektrumlar1 Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 de sunuldu. Her iki
Ornegin kimyasal bilesimleri ve bagil yiizdeleri Cizelge 3.1 de 6zetlendi. Bilesenlerin
kimyasal yapilart kiitle spektrumlarinin kiitiphanede (NIST) ve literatiirde kiitle
spektrumlarindaki yarilmalarin ve de alikonma indekslerinin mukayesesine (Adams,

2001) gore yapilmistir.

Cizelge 3.1. Sap hekzan ekstresi ve sap ugucu bilesenleri

Alikonma Bilesen ad1 Hekzan ekstresi Headspace Teshis
zamani (%) (%) yontemi
491 0-Ksilen 0,72 - MS
6,29 Trisiklen 1,55 9,24 GC,MS
6,45 a-Tujen 0,43 0,23 GC,MS
6,67 a-Pinen 29,55 39,03 GC,MS
7,09 Kamfen 7,35 18,36 GC,MS
7,92 Sabinen 1,94 0,78 GC,MS
8,03 B-Pinen 12,09 12,76 GC,MS
8,53 Mirsen 0,72 0,49 GC,MS
9,11 3-Karen 1,80 0,37 GC,MS
9,73 p-Simen eser - GC,MS
9,90 Limonen 4,73 1,11 GC,MS
10,00 1,8-Sineol 0,58 0,62 GC,MS
11,10 y-Terpinen 0,36 GC,MS
11,42 (2)-Sabinen hidrat 0,36 GC,MS
12,55 Terpinolen 2,87 GC,MS
12,80 Linalol 0,43 GC,MS
13,75 Etilsiklohekzanon* 0,72 - MS
14,35 trans-Pinokarveol eser - GC,MS
14,60 Kamfor 4,65 3,04 GC,MS
15,50 Borneol 1,78 1,12 GC,MS
15,68 Terpinen-4-ol - 0,49 GC,MS
16,07 (E)-Izositral 8,50 - GC,MS
16,42 p-Simen-8-ol 2,69 - GC,MS
16,64 a-Terpineol eser 0,40 GC,MS
16,87 Mirtenol eser GC,MS
18,03 trans-Karveol 1,41 - GC,MS
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20,59 Borneol format 0,56 - MS
20,77 Borneol asetat 6,41 4,62 GC,MS
32,44 Spathulenol 0,72 - GC,MS

Gruplandirilmis bilesenler

Monoterpen hidrokarbonlar (%) 60,16 85,60

Oksijenli monoterpenler (%) 26,58 11,08

Seskiterpen hidrokarbonlar (%) - -

Oksijenli seskiterpenler (%) 0,72 -

Diger bilesenler (%) 1,44 -

Toplam teshis edilenler (%) 88,90 96,68

Toplam Teshis edilemeyenler (%) 11,10 3,32

*.Gergek izomer belirlenemedi.

P. vera’ in sap kisimlarinin hekzan ekstresinin aromasinda toplam 29 bilesen tespit
edildi. Bu bilesenlerin 24 adedinin kimyasal yapisi belirlenmis olup teshis edilenlerin
bagil orani toplam yagin % 88,90’lik kismina tekabiil etmektedir. P. vera’ nin sap
kisimlarinin hekzan ekstresinin ana bilesenleri a-pinen (% 29,54), B-pinen (% 12,01),
(E)-izositral (% 8,50), kamfen (% 7,35), borneol asetat (% 6,41), limonen (% 4,73) ve
kamfor (% 4,65) olarak belirlendi. Bu bilesenler toplam yagin % 73,19 kismina tekabiil
emektedir. Cizelge 3.1°den goriilecegi lizere sap hekzan ekstresi monoterpenler
bakimindan (% 86,74) Ozellikle monoterpen hidrokarbonlar bakimindan (% 60,16)
oldukga zengin oldugu tespit edilmistir. Hekzan ekstresinin seskiterpenler bakimindan
ise oldukga fakir oldugu (% 0,72) tespit edildi.

P. vera sap kismin headspace GC-MS spektrumunda toplam 23 bilesen tespit edilmis
olup bu bilesenlerden 19’u teshis edilmistir. Hos kokulu olan sap kismin headspace GC-
MS analizinde daha ugucu olan monoterpen hidrokarbonlar hekzan ekstresine nazaran
daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Monoterpen hidrokarbonlarin orani toplam aroma
maddelerin %85,60’1na tekabiil etmektedir. Diger taraftan hekzan ekstresinin bilesenleri
sap aroma bilesenlerine olduk¢a fazla benzemektedir. Her iki kisim da hemen hemen
ayni bilesenleri igermekte olup sadece bagil oranlari degismektedir. Ancak hekzan
ekstresinde tespit edilen (E)-izositral (% 8,50) headspace analizde tespit edilemedi.
Cizelge 3.1°den goriilecegi tizere sap aroma bilesenlerinde a-pinen (% 39,03), kamfen
(% 18,36), B-pinen (% 12,76), trisiklen (% 9,24), borneol asetate (% 4,62), kamfor (%
3,04) ve terpinolen (% 2,87) ana bilesenleri olarak tespit edildi.
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Sekil 3.1. Sap hekzan ekstresinin GC-MS kromatogrami1
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Sekil 3.2. Sap kismin headspace GC-MS kromatogrami

42



3.2. Saflastirilan Metabolitlere Ait Spektroskopik Bulgular

Antep fistigiin cumba sap kisminin kloroform ve etanol ekstrelerinden kromatografik
yontemlerle saflagtirilan ve PVSC-1, PVSC-2, PVSC-3, PVSC-4, PVSE-1 ve PVSE-2
olarak kodlanan farkli miktarlarda toplamda 5 madde saflastirildi. Saflastirilan
metabolitlerin ITK da farkli hareketli faz sistemlerindeki Rf degerleri hesaplandi ve
Cizelge 3.2’de sunuldu. Spektroskopik yontemlerle elde edilen verilerin
degerlendirilmesi sonucu PVSC-1 ve PVSC-2 molekiillerinin ayn1 kimyasal yapiya
sahip maddeler oldugu tespit edildi. Maddelerin ayn1 Rf degerine sahip olmasi da bunu

dogrulamaktadir.

Cizelge 3.2. Saf metabolitlerin farkli ¢oziicii sistemlerindeki Rf degerleri

Madde Hekzan-EtOAC Hekzan-EtOAc CHCI;-EtOAC
9.1) (8.2) (8:2)
PVSC-1 0,22 0,40 0,66
PVSC-2 0,22 0,40 0,66
PVSC-3 0,46 0,54 0,74
PVSC-4 0,12 0,24 0,38
EtOAc-MeOH EtOAc-MeOH CHCI3-MeOH
(8:2) (6:4) (7:3)
PVSE-1 0,22 0,52 0,20
PVSE-2 0,42 0,82 0,48

Bu boéliimde saflagtirilan metabolitlerin kimyasal yapilarii aydinlatmaya yonelik olarak
alman, FTIR, *H-NMR, **C-NMR, 1D- ve 2D-NMR spektroskopik yontemleri ile elde
edilen spektroskopik veriler degerlendirildi. Spektroskopik yontemlerden elde edilen

spektrumlar sekiller ile gosterildi.
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3.2.1. Mastikadienonik asit (3-Oksolanosta-7,24Z-dien-26-oik asit PVSC-1 ve
PVSC-2)

N
(o))

il [T TTETEED

2,
2
2
Z
Z
Z
Z
v

29

o

C30H4603, Mol Kiitlesi: 454,68 g/mol

PVSC-1 ve PVSC-2 kromatografik yontemlerle saflastirma islemleri esnasinda hekzan-
EtOAc (9:1 ve 8:2) ¢oziicii karisimi igerisinde, hizli bir sekilde kendiliginden
kristallendikleri gozlemlendi. Farkli fraksiyonlarda farkli kristal yapilarindan dolay1
farkli molekiiller olabilecegi diistiniilerek farkli kodlar kullanildi. Ancak her iki
maddenin FTIR, *H-NMR, **C-NMR, 1D- (DEPT 135, DEPT-90) ve 2D-NMR (*H,'H-
COSY, HMQC ve HMBC) spektral verileri bu maddelerin ayn1 madde oldugunu
gosterdi. Madde ITK’da gériiniir 151kta ve UVas4 Nm de renksiz iken H,SO4-vanilin
(%]1) reaktifi puskiirtildiikten ve 105 °C’da isitildiktan sonra kirmizi-mor renk
vermektedir. Maddenin H,SOg-vanilin (% 1) reaktifi ile kirmizi-mor leke vermesi
maddenin terpenik veya steroidal bir yapiya sahip olduguna isaret etmektedir (Tanker
ve Sakar, 1991; Wagner ve Bladt, 1996).

PVSC-1 ve PVSC-2 bilesiginin kimyasal yapis1 FTIR, *H-NMR, *C-NMR, HMQC ve
'H,'"H-COSY spektrumlari yorumlanmasi ile Pistacia tiirleri i¢in karakteristik bir
triterpen olan mastikadienonik asit olarak aydinlatildi. Bilesigin kimyasal yapis1 ayrica
HMBC spektrumu ve daha 6nce yayinlanmig spektral verilerle de dogruland1 (Bozorgi
ve ark., 2013; Nicholson ve ark., 2011). Bilesigin kimyasal yapisi ile uyumlu olarak
molekiiliin FTIR spektrumunda (Sekil 3.3) karboksilik asit grubuna ait —OH titresim
band1 iyi gozlemlenemedi. Diger taraftan 1704,0 cm™ (keton karbonil grubu) ve 1682,3
cm™ (karboksilik asit karbonil grubu) de gozlenen iki giiglii C=0 titresim bandi molekiil
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yapist ile uyumlu olup molekiilde iki adet karbonil grubu olduguna isaret etmektedir.
Alifatik —CH titresim bantlar1 2947-2875 cm™ araliginda ve alifatik C-C titresim
bantlar1 ise 1400-1200 cm™ arahiginda gozlemlendi (Erdik, 1998; Fessenden and
Fessenden, 2001) .

OVsC-2
05

1057.294 1,006
1000~
995

90-

9.5-

%% Transmittance

1264611 25171

9.0-

975+
1704259 9.223

1677.721 20407

9r0

Gl b b b b b b b b b b e b b o boaa b o b Lol
B0 30 340 20300 2800 2600 20 P/ ] 1600 1600 1400 1200 1000 80 600 A0

Wawpnimber

Sekil 3.3. Mastikadienonik asidin (PVSC-1 ve 2) IR spektrumu (ATR)

PVSC-1 ve 2 molekiiliine ait olan *H-NMR spektrumundan (Sekil 3.4) goriilecegi iizere
bir triterpen yapisina uygun olarak alt1 adet s metil sinyali bir adet de d metil sinyali
gozlemlemis olup molekiilde yedi adet —CH3 grubu bulunduguna isaret etmektedir.
Metil gruplarina ait s sinyaller 6=0,75 ppm (H-26), 6=0,93 ppm (H-29 ve H-30), 0=0,96
ppm (H-27), 6=1,03 ppm (H-28) ve 6=1,71 ppm (H-24) de gozlemlenmistir. Olefinik
bagin etkisinden dolayr H-24 metil sinyali diger metil grubu sinyallerine gére daha
asagl alanda (6=1,71 ppm) gozlemlenmistir. 6=0,84 ppm de gézlenen d sinyal (J=6,28
Hz) ise H-25 metil grubuna ait sinyaldir. Olefinik H-7 ve H-21 sinyalleri ise 6=5,26
ppm ve 6=5,90 ppm de sirasiyla genis s ve t (J=7,24 Hz ve J=7,20 Hz) sinyaller olarak
gbzlemlenmistir. Karbonil karbonuna komsu iki nolu karbona ait —CH, sinyalleri
diastropik 6zellik gostererek (10 nolu kiral C atomundan dolayi) 0=2,77 ppm de dt
(J1=14,55 Hz ve J;=14,40 Hz J,=5,36 Hz, J,=5,40 Hz, J,=5,25 Hz) vermistir.
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Sekil 3.4. Mastikadienonik asidin (PVSC-1 ve 2) *H-NMR spektrumu (DMSO-dg)

Mastikadienonik asit olarak karakterize edilen PVSC-1 ve 2 molekiiliiniin **C-NMR
spektrumunda (Sekil 3.5) Onerilen yapiya uygun olarak toplam 30 adet C sinyali
gozlemlendi. Molekiildeki karboksilik asidin C sinyali (C-23) §=169,5 ppm de rezonans
olurken, keton karbonil karbonuna ait (C-3) sinyal ise 0=215,6 ppm de tespit edildi.
Molekiildeki olefinik C-7, C-8, C-21 ve C-22 sinyalleri sirasiyla 0=117,8, 6=146,0,
0=142,3 ve 6=127,7 ppm de gozlemlenmistir. Molekiildeki diger alifatik C atomlar1 da

0=10-55 ppm araliginda rezonans olmuslardir.

Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2) molekiiliiniin DEPT-135 ve DEPT-90 “*C-NMR
spektrumunda (Sekil 3.6) molekiil yapisina uygun olarak 9 adet metilen C sinyali (C-1,
C-2, C-6, C-11, C-12, C-15, C-16, C-19 ve C-20), 6 adet metin C sinyali (C-5, C-7, C-9,
C-17, C-18 ve C-21) ve 7 adet de metil C sinyali (C-24, C-25, C-26, C-27, C-28, C-29
ve C-30) gozlemlendi. Mastikadienonik asit molekiiliiniin (PVSC-1 ve 2) *H-'H COSY
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(Sekil 3.7), HMQC (Sekil 3.8) ve HMBC (Sekil 3.9) spektrumlarinda gozlenen tiim

korelasyonlar 6nerilen kimyasal yapi ile tam bir uyum halindedir.
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Sekil 3.5. Mastikadienonik asidin (PVSC-1 ve 2) *C-NMR spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 3.6. Mastikadienonik asidin (PVSC-1 ve 2) DEPT-135 ve DEPT-90 spektrumlari
(DMSO-dg)
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Sekil 3.7. Mastikadienonik asidin (PVSC-1 ve 2) *H, *H-COSY spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 3.8. Mastikadienonik asidin (PVSC-1 ve 2) HMQC spektrumu (DMSO-ds)
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3.2.2. Tirukallol (Eupha-8,24-dien-3-ol, PVSC-3)

A N
IIII||||||®

s,
/,///
v

29 30
C30Hs500, Mol Kiitlesi: 426,72 g/mol

PVSC-3 molekiilii kromatografik ¢alismalar ile kati amorf halde saflastirildi. PVSC-3
de daha 6nce saflastirilan molekiiller gibi ITK da goriiniir 1s1kta ve UV 254 nm de renksiz
iken H,SO4-vanilin (% 1) reaktifi piskirtiildikten ve 105 °C’da 1sitildiktan sonra
kirmizi-mor renk vermektedir. Maddenin H,SOg4-vanilin (% 1) reaktifi ile kirmizi-mor
leke vermesi PVSC-3’iin terpenik veya steroidal bir yapiya sahip olduguna isaret
etmektedir (Tanker ve Sakar, 1991; Wagner ve Bladt, 1996).

PVSC-3 molekiiliiniin kimyasal yapis1 FTIR, *H-NMR, *C-NMR, HMQC ve 'H,'H-
COSY spektrumlart yorumlanmasi ile Pistacia tiirleri i¢in karakteristik triterpenlerden
birisi olan ve iskelet yapis1 diger triterpenlerle ayni olan tirukallol olarak aydinlatildi.
Bilesigin kimyasal yapisi1 ayrica HMBC spektrumu ve daha 6nce yayinlanmis spektral
verilerle de dogrulandi (Siddiqui ve ark., 1985; Xu ve ark., 2000; Loizou ve ark., 2009;
Fernandez-Arche ve ark., 2010; Bozorgi ve ark., 2013). Bilesigin kimyasal yapist ile
uyumlu olarak molekiiliin FTIR spektrumunda (Sekil 3.10) 3304,9 cm™ de —OH titresim
bandi, 2938 cm™ ve 2871,6 cm™ de alifatik —CH titresim bantlari, 1400-1200 cm™
araliginda alifatik C-C titresim bantlar1 ve 1027,6 cm™ de ise C-O bag: titresim bandlar
gozlemlendi (Erdik, 1998; Fessenden and Fessenden, 2001).
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Sekil 3.10. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin FTIR spektrumu (ATR)

ITK’da reaktif piiskiirtiikten sonra bir triterpen olabilecegi diisiinilen PVSC-3
molekiilinin *H-NMR  spektrumu da (Sekil 3.11) bir triterpen oldugunu
dogrulamaktadir. Molekiilin "H-NMR spektrumundan (Sekil 3.11) goriilecegi iizere bir
triterpen yapisina uygun olarak yedi adet s metil sinyali bir adet de d metil sinyali
gbzlemlemis olup molekiilde yedi adet —CH3 grubu bulunduguna isaret etmektedir. Bu
sinyaller PVSC-3 molekiiliiniin de bir tirucallane iskeleti i¢eren bir molekiil oldugunu
dogrulamaktadir. Metil gruplarina ait s sinyaller 6=0,68 ppm (H-30), 0=0,71 ppm (H-
27), 0=0,82 ppm (H-26), 0=0,88 ppm (H-28 ve H-29), 6=1,54 ppm (H-23) ve =1,62
ppm (H-24) de gbzlemlenmistir. H-23 ve H-24 metil gruplan ikili bagin etkisinden
dolay1 diger metil gruplarina nazaran daha asagi alanda (6=1,62 ppm ve 6=1,54 ppm)
rezonans olmuslardir. Diger molekiillerde oldugu gibi 6=0,85 ppm de gbzlenen d sinyal
(J=6,60 Hz) beklenildigi gibi H-25 metil grubuna ait sinyaldir. Ikili baga komsu olan, 7,
11 ve 20 nolu -CH,- hidrojenlerine ait rezonans sinyaller ise daha asagi alanda, 0=1,80-
2,02 ppm araliginda gézlemlemistir. H-3 hidrojeni ise O atomunu indiiktif etkisinin bir

sonucu olarak 6=3,38 ppm de m vererek rezonans olmustur.
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Sekil 3.11. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin *H-NMR spektrumu (DMSO-dg)

Kimyasal yapisi tirukallol olarak karakterize edilen PVSC-3 molekiiliiniin *C-NMR
spektrumunda (Sekil 3.12) bir triterpen yapisindan beklenilecegi gibi toplam 30 adet C
sinyali tespit edildi. Diger molekiillerde gozlemlenen asagi alandaki (yaklasik olarak
0=170 ppm civarl) C sinyalinin gézlenmemesi molekiiliin karboksilik asit grubu
icermedigine isaret etmektedir. Bu durum tirucallane iskeletinde 23 nolu karbonun
biyosentetik olarak karboksilik asit grubuna yiikseltgenmedigini ve metil grubu olarak

kaldigini gostermektedir. Molekiiliin *H-NMR (Sekil 3.11) spektrumundaki fazladan bir
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metil sinyali de (H-23, 6=1,54 ppm) bu bilgiyi dogrulamaktadir. Sirasiyla 6=134,4 ppm
(C-9), 0=133,2 ppm (C-8), 0=130,7 ppm (C-22) ve 6=125,3 ppm (C-21) de gozlenen 4
adet sinyal molekiiliin 6nerilen yapisina uygun olarak iki adet ikili bag igerdigini
gostermektedir. Molekiildeki C-3 rezonans sinyali O atomunun indiiktif etkisinden
dolay1 0=77,3 ppm de gozlemlenirken, diger alifatik C atomlar1 6=10-55 ppm araliginda

rezonans olmuslardir.
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Sekil 3.12. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin **C-NMR spektrumu (DMSO-ds)

Tirukallol molekiiliinin (PVSC-3) DEPT-135 ve DEPT-90 **C-NMR spektrumunda
(Sekil 3.13) molekiil yapisina uygun olarak 10 adet metilen (-CH,-) sinyali (C-1, C-2,
C-6, C-7, C-11, C-12, C-15, C-16, C-19 ve C-20), 5 adet metin (-CH-) sinyali (C-21, C-
3, C-17, C-15 ve C-18) ve 8 adet metil (CH3) sinyali (C-23, C-24, C-25, C-26, C-27, C-
28, C-29 ve C-30) gozlemlendi. Molekiiliin BC-NMR spektrumunda (Sekil 3.12)
gozlemlenip DEPT-135 ve DEPT-90 spektrumunda goézlemlenmeyen kuarterner C
sinyallerinin toplamda 7 adet oldugu (C-4, C-8, C-9, C-10, C-13, C-14 ve C-22) tespit
edildi. 'H,'H-COSY (Sekil 3.14), HMQC (Sekil 3.15) ve HMBC (Sekil 3.16)
spektrumlarinda gozlenen tiim korelasyonlar onerilen kimyasal yap1 ile tam bir uyum

halindedir.
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Sekil 3.13. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin DEPT-135 ve DEPT-90 spektrumlari
(DMSO-dg)
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Sekil 3.14.

Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin *H, *H-COSY spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 3.15. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin HMQC spektrumu (DMSO-dg)
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Sekil 3.16. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin HMBC spektrumu (DMSO-dg)
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Sekil 3.16. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin HMBC spektrumu (DMSO-dg)
(Devami)

61



3.2.3. Mastikadienolik Asit (3-Hidroksilanosta-7,24Z-dien-26-oik asit, PVSC-4)

Ty

C3oH4603, Mol Kiitlesi: 456,70 g/mol

PVSC-4 molekiilii kromatografik ¢alismalar ile kati amorf halde saflastirildi ve hekzan-
EtOAc (6:4) ¢oziicli karisimi lizerinden beyaz ignemsi kristaller halinde kristallendirildi.
PVSC-4 de daha once saflastirilan molekiiller gibi ITK’da goriiniir 151kta ve UV 54 NM
de renksiz iken H,SO4-vanilin (% 1) reaktifi piiskiirtiildiikten ve 105 °C’de 1sitildiktan
sonra kirmizi-mor renk vermektedir. Maddenin H,SOs-vanilin (% 1) reaktifi ile kirmizi-
mor leke vermesi PVSC-4’{in terpenik veya steroidal bir yapiya sahip olduguna isaret
etmektedir (Tanker ve Sakar, 1991; Wagner ve Brad, 1996). PVSC-4 bilesiginin
molekiil yapist FTIR, 'H-NMR, *¥*C-NMR, HMQC ve 'H-'H COSY spektrumlarinin
yorumlanmasi ile Pistacia tiirleri i¢in karakteristik bir triterpen olan mastikadienolik
asit olarak aydinlatildi. Bilesigin kimyasal yapisi ayrica HMBC spektrumu ve daha
once yaymlanmig spektral verilerle de dogrulandi (Assimopoulou ve Papageorgiou,
2005a,b; Sharifi ve Hazell, 2012; Bozorgi ve ark., 2013).

Bilesigin kimyasal yapisi ile uyumlu olarak molekiiliin FTIR spektrumunda (Sekil 3.18)
3430,8 cm™ de —OH titresim band1, 2947-2862 cm™ arahiginda alifatik —CH titresim
bantlar1, 1695,7 cm™ de karbonil (C=0) titresim band1 ve 1400-1200 cm™ araliginda ise
alifatik C-C titresim bantlar1 gozlemlenmistir (Erdik, 1998; Fessenden ve Fessenden,
2001) .
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Sekil 3.17. Mastikadienolik asit (PVSC-4)’in FTIR spektrumu (ATR)
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Sekil 3.18. Mastikadienolik asit (PVSC-4)’in "H-NMR spektrumu (DMSO-ds)

PVSC-4 molekiilin *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.19) bir triterpen yapisma uygun
olarak alt1 adet s metil sinyali bir adet de d metil sinyali gozlemlemistir. Bu sinyaller
molekiilde yedi adet —CH3 grubunu oldugunu isaret etmistir. Metil gruplarina ait S
sinyaller 6=0,69 ppm (H-28), 0=0,76 ppm (H-26), 6=0,82 ppm (H-29), 6=0,93 ppm (H-
27) ve 5=1,78 ppm (H-24) de gdzlemlenmistir. Ikili bagin etkisinden dolayr H-24 metil
sinyali diger metil grubu sinyallerine gore daha asagi alanda (0=1,78 ppm)
gozlemlenmistir. H-25 metil sinyali beklenildigi gibi 6=0,84 ppm de d sinyal (J=6,32
Hz) vermistir. H-3 metin sinyali oksijenin indiiktif etkisinden dolay1 6=3,39 ppm de m
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sinyal vererek rezonans olmustur. Olefinik H-7 ve H-21 sinyalleri sirasiyla 6=5,20 ppm

ve 0=5,88 ppm de gozlemlenmistir.
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Sekil 3.19. Mastikadienolik asit (PVSC-4)’in *C-NMR spektrumu (DMSO-ds)

PVSC-4 molekiiliiniin **C-NMR spektrumunda (Sekil 3.20) bir triterpen yapisina uygun
olarak toplamda 30 adet C sinyali gozlemlemistir. Molekiildeki karboksilik asidin C
sinyali (C-23) 0=169,5 ppm de rezonans olmustur. Molekiildeki olefinik C-7, C-8, C-21
ve C-22 rezonans sinyalleri sirasiyla 0=146,1, 0=142,2, 6=127,7 ve 6=118,13 ppm de
gozlemlenmistir. 6=74,4 ppm de gozlenen C sinyali ise O atomunun bagli oldugu C-3’e
ait sinyaldir. PVSC-4 molekiiliinin DEPT-135 ve DEPT-90 **C-NMR spektrumunda
(Sekil 3.21) o6nerilen molekiil yapisina uygun olarak 9 adet metilen C sinyali, 7 adet
metin C sinyali ve 7 adet de metil C sinyali belirlendi. Molekiiliin, *H,*H- COSY (Sekil
3.22), HMQC (Sekil 3.23) ve HMBC (Sekil 3.24) spektrumlarinda gdzlenen tiim

korelasyonlar PVSC-4 i¢in 6nerilen kimyasal yapiy1 dogrulamaktadir.
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Sekil 3.20. Mastikadienolik asit (PVSC-4)’in sirasiyla DEPT-135 ve DEPT-90
spektrumlar1 (DMSO-ds)
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Sekil 3.21. Mastikadienolik asit (PVSC-4)’in *H, *H-COSY spektrumu (DMSO-dg)
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Sekil 3.22. Mastikadienolik asit (PVSC-4)’in HMQC spektrumu (DMSO-dg)
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Sekil 3.23. Mastikadienolik asit (PVSC-4)’in HMBC spektrumu (DMSO-ds)
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3.2.4. Pistasionik asit (PVSE-1)

B-glikoz

Tahmini Kimyasal yapi: C37HgO30, Mol Kiitlesi: 984,85 g/mol

PVSE-1 P.vera sap kisimlarmin etanol ekstresinden kromatografik yontemlerle ana
olarak saflastirilan bir molekiildiir. PVSE-1 etanol ekstresinden saflastirilan PVSE-2
den daha polar bir molekiil olmasina karsin kromatografik yontemlerle ana olusundan
dolay1 ilk saflastirilan molekiil oldugu i¢in PVSE-1 olarak kodlandi. PVSE-1 hafif sari
renkli bir kat1 olarak elde edildi. Ancak oda sartlarinda ortamdan hizla nem ¢eken bir
madde oldugu belirlendi. Bu durum molekiiliin polar yapili olduguna isaret etmektedir.
Madde ITK da gériiniir 1s1kta ve UV 254 Nm de renksiz iken H,SOy-vanilin (% 1) reaktifi
puskiirtiildiikten ve 105 °C’de 1sitildiktan sonra hafif yesilimsi bir renk vermektedir. Bu
bilgi molekiiliin bir sakkarit sinifi bir madde olabilecegini gostermektedir (Tanker ve
Sakar, 1991; Wagner ve Bladt, 1996). PVSE-1 molekiiliiniin FTIR spektrumunda (Sekil
3.25) 3334,96 cm™ deki fazla sayida —OH grubundan ileri gelen cok kuvvetli absorbans
band1 da molekiiliin polar bir oligosakkarit olabilecegini gostermektedir. Molekiildeki
fazla sayidaki C-O titresim bandi 1050,98 cm™ de kuvvetli bir bant olarak
gozlemlenirken, C=0 titresim bandi ise 1697,93 cm™? de biraz daha zay1f bant olarak
gozlemlendi (Erdik, 1998; Fessenden and Fessenden, 2001).
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Sekil 3.24. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin FTIR spektrumu (ATR)

PVSE-1 molekiiliiniin *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.26) 6=3-5 ppm araligindaki
kalabalik sinyaller de molekiiliin bir oligosakkarit oldugunu dogrulamaktadir. Diger
taraftan 0=6,56 ppm deki s sinyal ile 6=1,99 ppm ve 6=2,40 ppm civarindaki iki ayr1 d
(J=17,69 Hz ve J=11,86 Hz) sinyal oligosakkarit molekiiliiniin shikimic asit tiirevi
olduguna delil olusturmaktadir. Bu bilginin 1s18inda molekiiliin asidik karakterli
olabilecegi diisiincesinden yola ¢ikarak, sudaki ¢ozeltisinin pH degeri dl¢iildii. Sudaki
¢ozeltisinin pH degerinin 2,56 olarak 6l¢iilmesi molekiiliin asidik karakterli oldugunda

dogrulamaktadir.

PVSE-1 molekiiliiniin shikimic asit tiirevi oldugu molekiilin **C-NMR spektrumunda
(Sekil 3.27) 6=168,6 ppm (C-7), 0=138,9 ppm (C-2), 6=129,0 ppm (C-1) ve 6=30,4 ppm
de (C-6) gozlenen C sinyalleri ile de uyumludur. PVSE-1 molekiiliinin *H-NMR
spektrumunda (Sekil 3.27) 0=4,27 ppm ve 0=4,91 ppm de iki adet anomerik H
atomlarma ait sinyal gozlemlenmistir. Anomerik H atomlarina ait §=4,27 ppm ve
0=4,91 ppm de gozlenen iki d sinyal i¢in etkilesme sabitleri sirasiyla J=7,80 Hz ve
J=2,96 Hz olarak hesaplandi. Etkilesme sabitlerinden monosakkarittin kuvvetli ihtimal
glikoz oldugu ve birinin a- bag1 digerinin ise - bagi ile baglandig1 sonucu cikarildi.
PVSE-1 molekiiliiniin **C-NMR spektrumunda 6=104,5 ppm, 6=102,2 ppm ve 6=98,4
ppm de gozlenen ii¢c adet kuarterner C sinyali bizde molekiiliin {i¢ adet fruktoz birimi
icerdigi diisiincesini olusturdu. Glikoz birimlerine ait anomerik C sinyaller ise 6=97,1

ppm ve 6=92,5 ppm de gbézlemlendi.
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Sekil 3.25. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin *H-NMR spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 3.26. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin *C-NMR spektrumu (DMSO-dg)
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PVSE-1 molekiiliinin DEPT-135 ve DEPT-90 *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.28)
molekiilde sekiz adet metilen (-CH»-), ve degisik siddetlerde yirmi adet metin (-CH-)
sinyali gézlemlendi. Tiim spektral veriler yorumlanarak molekiiliin iki glikoz birimi {i¢

adet de fruktoz birimi i¢erdigi sonucuna varildi.
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Sekil 3.27. Pistasionikasit (PVSE-1)’in DEPT-135 ve -90 spektrumlar1 (DMSO-dg)
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Diger taraftan molekiiliiniin *H, *H-COSY spektrumunda (Sekil 3.29) 6=6,55 ppm deki
sinyalin (H-2, shikimic aside ait) 6=1,99 ppm ve §=2,40 ppm deki shikimic asitin H-6
atomlarina ait sinyallerin yani sira 6=4,27 ppm deki anomerik H atomuna ait sinyal ile
zay1f korelasyonu (uzak bag etkilesimleri) glikoz biriminin shikimic asitin ii¢ nolu C
atomundan B- bagi ile baglandigina delil olusturmaktadir. Literatiirde oligosakkarit
simift bilesiklerin yapisinda bulunan D-fruktoz monosakkarit biriminin birbirine
genellikle 1—2 pozisyonunda, D-glikoz ve D-galaktoz gibi monomer birimlerinin ise
1—4 pozisyonunda baglandig1 bildirilmistir (Calub ve ark., 1990; Yun ve ark., 1997;
Fujishma ve ark., 2009; Jan Mei ve ark., 2010). Bu bilgiler 1s1ginda molekiildeki D-
fruktoz monosakkarit birimlerinin birbirine 1—2 pozisyonundan baglandig: disiiniildi.
PVSE-1 molekiiliiniin DNS testi ile indirgen bir seker oldugu tespit edilmistir. PVSE-1
molekiiliiniin konsantrasyon artisina bagli olarak renk siddetindeki ve absorbansindaki
artis indirgen bir seker olduguna delil olusturmaktadir (Resim 3.1.) Tim deneysel
verilerin yorumlanmasi sonucu PVSE-1 molekiilii i¢in monosakkarit birimlerinin
baglanma pozisyonlar1 tam olarak belirlenememesine karsin yukarida tahmini bir yap1
onerilmistir. Kimyasal yapisi tam olarak aydinlatilamamasina karsin PVSE-1
molekiiliniin yeni bir molekiil oldugu tespit edildi ve bu yeni bilesigin ismi
pistasionikasit olarak tarafimizdan adlandirildi. Molekiilin HMQC (Sekil 3.30) ve

HMBC (Sekil 3.31) spektrumlari1 da 6nerilen yapi ile uyumlu goriinmektedir.

Resim 3.1. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin DNS testi sonuglari
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Sekil 3.28. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin *H, *H-COSY spektrumu (DMSO-
ds)
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Sekil 3.29. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin HMQC spektrumu (DMSO-ds)
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Sekil 3.30. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin HMBC spektrumu (DMSO-dg)
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3.2.5. PVSE-2 (inulobioz, a-D-fruktofuranozil-(1—2)-p-D-fructofuranozit)

C12H2,011, Mol Kiitlesi: 342,12 g/mol

PVSE-2 P.vera sap kisimlarmin etanol ekstresinden kromatografik yontemlerle
saflastirilan ve PVSE-1 oligosakkarit molekiiliinden daha az polar olan bir molekiildiir.
PVSE-1 den daha az polar bir molekiil olmasina karsin kromatografik yontemlerle ana
PVSE-1 molekiiliinden sonra saflastirildigindan PVSE-2 olarak kodlandi. PVSE-2 hafif
kirmizimsi renkli bir kat1 olarak elde edilmesine karsin oda sartlarinda hizla ortamdan
nem c¢ekme kapasitesine sahip bir molekiildiir. Bu durum PVSE-1 molekilii gibi
PVSE-2 molekiiliiniin de polar yapili olduguna isaret etmektedir. Madde ITK da
goriinlir 1s1tkta ve UVass nm de renksiz iken H;SOg4-vanilin (% 1) reaktifi
puskiirtiildiikten ve 105 °C’de 1sitildiktan sonra hafif sarimsi bir renk vermektedir. Bu
bilgi molekiiliin bir oligosakkarit sinifi bir madde olabilecegini gostermektedir (Tanker
ve Sakar, 1991; Wagner ve Bladt, 1996). PVSE-2 molekiiliiniin FTIR, *H-NMR, **C-
NMR, DEPT-135, DEPT-90, 'H,'H-COSY, HMQC ve HMBC spektroskopik
verilerinden kimyasal yapist inulobioz disakkariti olarak aydmnlatildi (Calub ve ark.,
1990).

inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin FTIR spektrumunda (Sekil 3.32) 3300 cm™ deki fazla
sayida —OH grubundan ileri gelen ¢ok kuvvetli absorbans bandi da onerilen yapi ile
uyumlu olup molekiiliin polar bir oligosakkarit olduguna isaret etmektedir. Molekiildeki
fazla sayidaki C-O titresim bandi1 1050,19 cm™ de kuvvetli bir bant olarak, alifatik C-H
titresim bantlar1 ise 2933,61 cm? de gozlemlenmistir (Erdik, 1998; Fessenden ve
Fessenden, 2001).
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Sekil 3.31. Inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin FTIR spektrumu (ATR teknigi ile
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Sekil 3.32. Inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin *H-NMR spektrumu (CDCl5)
Inulobioz olarak karakterize edilen PVSE-2 molekiiliinin *H-NMR spektrumunda
(Sekil 3.33) onerilen yap1 ile uyumlu olarak anomerik H sinyalleri gozlenmeden sadece
0=3,03-4,50 ppm araliginda hidrojen sinyalleri gézlemlenmistir. PVSE-2 molekiiliiniin
BC-NMR spektrumunda (Sekil 3.34) bir disakkarit yapisindan beklenildigi gibi toplam
12 C sinyali gézlemlendi. Spektrumda 6=104,6 ppm ve 0=102,1 ppm de gozlenen iki

adet kuarterner C sinyali anomerik C atomlarina ait olup molekiiliin iki fruktoz birimi
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iceren bir difruktan olduguna isaret etmektedir. Difruktoz molekiil yapisina uygun
olarak PVSE-2 molekiilinin DEPT-135 ve DEPT-90 “*C-NMR (Sekil 3.35)
spektrumunda 4 adet —CH, ve alti adet de —CH sinyali belirlendi. Bilesigin *H,*H-
COSY (Sekil 3.36), HMQC (Sekil 3.37) ve HMBC (Sekil 3.38) spektroskopik verileri

de onerilen yap1 ile uyumludur.
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Sekil 3.33. Inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin **C-NMR spektrumu (CDCl3)

Inulobioz (1-O-a-D-fructofuranosyl-f-D-fructofuranose) disakkaritinde baglanma 1
nolu C atomundan iken inulobioz molekiiliiniin diger izomeri olan levanbioz
(levanbiose, 6-O-B-D-fructofuranosyl-p-D-fructofuranose) disakkaritinde baglanma 6
nolu C atomu iizerinden gerceklesmistir. Bilesigin HMBC spektrumundaki (Sekil 3.38)
korelasyonlar ¢ok acik bir sekilde gozlemlenemediginden molekiiliin birbirine hangi C
atomu iizerinden baglandii tam olarak belirlenemedi. Bununla beraber, Inulobioz
(PVSE-2) disakkarit molekiilii baz1 baharat bitkilerinin yan1 sira bir ¢ok bitki tiiriinde
daha yaygin olarak bulunan bir molekiildiir (Ishiguro ve ark., 2011; Jan Mei ve ark.,
2010; Fujishima ve ark., 2009). Inulobioz (PVSE-2) Artemisia absinthium bitkisinin
yapraklarinin ve Artemisia dracunculus (tarragon, tarhun) bitkisinin koklerinin de
onemli bir bilesenidir (Ishiguro ve ark., 2011). Bu bilgilerden yola ¢ikarak bilesigin
kimyasal yapis1 bitkiler aleminde daha yaygin olarak bulunan inulobioz olarak

karakterize edildi ve spektral verileri daha 6nce yayinlanmis spektral verilerle de ayrica
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dogruland: (Yu ve ark., 2015). Inulobioz (PVSE-2) molekiilii P. vera bitkisinde ilk defa
bu c¢aligmada izole edildi ve karakterize edildi. Diger taraftan, inulinin hidrolizi ile
sentezlenen inulobioz bdbregin normal ¢alisip ¢alismadigini belirlemek tizere medikal

uygulamalarda glomertiiler filtrasyon hizi (GFR) testi igin kullanilan bir molekiildiir

(Calub ve ark., 1990; Middleton, 1977).
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Sekil 3.34. Inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin DEPT spektrumlar1 (CDCl3)
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Sekil 3.35. Inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin *H, *H-COSY spektrumu (CDCls)
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Sekil 3.36. Inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin HMQC spektrumu (CDCls)
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Sekil 3.37. Inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin HMBC spektrumu (CDCl5)
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3.3. Ekstre ve Saf Metabolitlerin Enzim Aktiviteleri Cahsma Bulgular:

3.3.1. Ekstre ve Saf Metabolitlerin a-Glikozidaz Enzim Aktiviteleri Calisma
Bulgulari

Antep fistig1 sap kismindan farkli organik c¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerin ve
kloroform ve etanol ekstrelerinden kromatografik yontemlerle saflastirilan saf
metabolitlerin degisik konsantrasyonlarda, in vitro sartlarda o-glikozidaz enzimi
tizerinde etkileri gizelge ve grafikler halinde sunuldu. Ekstreler ve saf metabolitlerin
farkli konsantrasyonlarda enzim aktivitesi tizerine olan etkileri cizelgelerde ortalama
absorbans + SE ve % inhibisyon halinde verildi. % inhibisyonlar ekstre ve saf
maddelerin a-glikozidaz enzim aktiviteleri sonuglar1 akarboz pozitif kontrolii ile ayrica
mukayese edildi. Akarboz pozitif kontrol oldugu halde c¢alisilacak konsantrasyonlar
olarak belirlenen 1,0 mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL ve 0,1 mg/mL
konsantrasyonlarda a-glikozidaz enzimi iizerine herhangi bir inhibisyon etkisi
sergilemedi. Bu nedenle ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda (2,5-80 mg/mL araliginki
konsantrasyonlarda) ¢alisildi ve 5 mg/mL konsantrasyondan sonra konsantrasyona bagl
olarak artan siddette bir inhibisyon gozlemlendi. Akarboz ila¢ etken maddesinin ao-
glikozidaz enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan
deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.3 ve Sekil 3.38’de 6zetlendi. Cizelge 3.3 ve Sekil
3.38’den goriilecegi lizere akarbozun 80 mg/mL konsantrasyonda a-glikozidaz

enziminin aktivitesini % 89,65 oraninda inhibe ettigi tespit edildi.

Cizelge 3.3. Akarbozun a-glikozidaz enzim aktivitesi lizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,396 +0,006fg -
1,0 0,353+0,009f 10,86
. 2,5 0,340+0,008f 14,14
Enzim + substrat + akarboz 5.0 0.248+0 005¢ 37.37*
10 0,205+0,003d 48,23*
20 0,104+0,01c 73,74*
40 0,073+0,003b 81,06*
80 0,041+0,003a 89,65*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.
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Sekil 3.38. Akarbozun farkli konsantrasyonlarda a-glikozidaz enzimi {lizerine etkisi

P. vera sap hekzan ekstresinin o-glikozidaz enzim aktivitesi iizerine inhibisyon
etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgulart Cizelge 3.4’te

Ozetlendi.

Cizelge 3.4. P. vera sap hekzan ekstresinin a-glikozidaz enzim aktivitesi iizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,497+0,009f -
0,025 0,491+0,004f 1,21
0,050 0,391+0,005e 21,33*

Enzim + sub ek 0,075 0,270+0,004d 45,67*

nzim + substrat + exstre 0,10 0,190-£0,003¢ 61,77
0,25 0,088+0,006b 82,29*
0,50 0,000+0,000a 100,00*

Satirlardaki farkli harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkl.

Cizelge 3.4’ten gorildigii iizere hekzan ekstresinin a-glikozidaz enziminin aktivitesi
lizerine istatiksel olarak anlamli bir inhibisyon etkisi sergiledi. P. vera sap hekzan
ekstresinin inhibisyon etkisi konsantrasyon artisina baglh olarak arttigi ve 0,50 mg/mL
diisiik konsantrasyonda tam bir inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi. P. vera sap

hekzan ekstresinin inhibisyon etkisi ayrica Sekil 3.39°da gosterildi.
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Sekil 3.39. P. vera sap hekzan ekstresinin farkli konsantrasyonlarda a-glikozidaz enzimi
iizerine etkisi

P. vera sap CHCIz ekstresinin a-glikozidaz enzim aktivitesi {izerine inhibisyon
etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel calisma bulgulart Cizelge 3.5°te

Ozetlendi.

Cizelge 3.5. P. vera sap CHCI; ekstresinin a-glikozidaz enzim aktivitesi lizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,524+0,005f -
0,25 0,516+0,003f 1,53
0,50 0,426+0,011e 18,70*

Enzim + substrat + ekstre 0,75 0,337+0,003d 35,69*
1,00 0,248+0,001c 52,67*
2,50 0,020+0,003b 96,18*
5,00 0,000+0,000a 100,00*

Satirlardaki farkli harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkli.

Cizelge 3.5’ten goriildiigii izere kloroform ekstresinin a-glikozidaz enziminin aktivitesi
tizerine yiiksek konsantrasyonlarda (0,5-5 mg/mL) anlamli bir inhibisyon etkisi
sergiledigi tespit edildi. Cizele 3.5 ve Sekil 3.40’den goriilecegi iizere P. vera sap
kloroform ekstresi 5 mg/mL konsantrasyonda a-glikozidaz enzimini tamamen inhibe

etti.
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Sekil 3.40. P. vera sap kloroform ekstresinin farkli konsantrasyonlarda a-glkozidaz
enzimi tizerine etkisi

P. vera sap kisimlarinin kloroform ekstresinden kromatografik yontemlerle saflagtirilan
mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin a-glikozidaz enzim aktivitesi
tizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular

Cizelge 3.6’da dzetlendi.

Cizelge 3.6. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2)’in a-glikozidaz enzim
aktivitesi iizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,306 +£0,006 ¢ -

0,05 0,260+0,005 ¢ 15,03

0,1 0,169+0,013 b 44,77*
Enzim + substrat + 0,25 0,016+0,004 a 94,77*
mastikadienoik asit (PVSC-1 0,5 0,000+0,000 a 100,00*
ve PVSC-2) 0,75 0,000+0,000 a 100,00*

1 0,000+0,000 a 100,00*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.

Cizelge 3.6’da goriilecegi lizere mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2)
molekiiliiniin a-glikozidaz enziminin aktivitesi tizerine kloroform ekstresine nazaran
¢ok daha giiclii bir inhibisyon etkisinin oldugu goriilmektedir. Mastiadienonik asit
(PVSC-1 ve PVSC-2) molekiilii ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi giiglii bir
inhibisyon etkisi gostermistir (Sekil 3.41).
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Sekil 3.41. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin a-glikozidaz
enzimi tizerine etkisi

P. vera sap kisimlarmin kloroform ekstresinden kromatografik yontemlerle saflastirilan
tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin a-glikozidaz enzim aktivitesi iizerine inhibisyon
etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel calisma bulgulant Cizelge 3.7. de

Ozetlendi.

Cizelge 3.7. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin a-glikozidaz enzim iizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,261+0,003 e -
0,1 0,250+0,006 e 4,21
0,25 0,249+0,005 e 4,60
0,5 0,207+0,008 d 20,69*
Enzim + substrat + PVSC-3 0,75 0,196:+0,005 d 24,90*
1 0,097+0,004 ¢ 62,83*
2,5 0,033+0,003 b 87,36*
5 0,010+0,000 a 96,17*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.

Cizelge 3.7 ve Sekil 3.42°den goriilecegi iizere tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin a-
glikozidaz enzimi aktivitesi iizerine istatiksel olarak anlamli bir inhibisyon etkisinin
oldugu tespit edildi. Ancak, tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin inhibisyon etkisi daha
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yiiksek konsantrasyonlarda gozlendi (0,50-5 mg/mL konsantrasyon araligi) ve madde 5
mg/mL konsantrasyonda enzimi % 96,17 oraninda inhibe etti.
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Sekil 3.42. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin farkli konsantrasyonlarda a-glikozidaz
enzimi lizerine etkisi

P. vera sap kisimlarmin kloroform ekstresinden kromatografik yontemlerle saflastirilan
mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiiliiniin a-glikozidaz enzim aktivitesi iizerine
inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel calisma bulgular Cizelge

3.8°de dzetlendi.

Cizelge 3.8. Mastikadienolik asit (PVSC-4)’in a-glikozidaz enzim aktivitesi tizerine
etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon AbstSE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,356+0,012 f -
0,010 0,272+0,009 e 23,60*
0,025 0,211+0,012 d 40,73*
Enzim + substrat + PVSC-4 0,050 0,103+0,004 ¢ 71,07*
0,075 0,037+0,004 b 89,61*
0,1 0,002+0,001 a 99,44*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.

Cizelge 3.8 ve Sekil 3.43. den goriilecegi lizere mastikadienolik asit (PVSC-4)’ in
diisiik konsantrasyonlarda dahi a-glikozidaz enziminin aktivitesi lizerine istatiksel

olarak anlamli bir inhibisyon etkisinin oldugu goriilmektedir. Mastikadienolik asit
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(PVSC-4)’ in enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi konsantrasyon artigina bagh

olarak da artmaktadir.
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Sekil 3.43. Mastikadienolik asit (PVVSC-4)’in farkli konsantrasyonlarda a-glikozidaz
enzimi iizerine etkisi

P. vera sap kisimlarindan elde edilen etanol ekstresinin a-glikozidaz enzim aktivitesi
tizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgulari

Cizelge 3.9’de 6zetlendi.

Cizelge 3.9. P. vera sap etanol ekstresinin a-glikozidaz enzim aktivitesi iizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,254-+0,004 e -
Enzim + substrat + PVSE 0,10 0,243+0,001 e 4,33
0,25 0,156+0,001 d 38,58*
0,50 0,137+0,001 c 46,06*
0,75 0,090+0,001 b 64,57*
1 0,006+0,001 a 97,64*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.
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Sekil 3.44. Etanol ekstresinin a-glikozidaz enzimi iizerine etkisi

Cizelge 3.9 ve Sekil 3.44’ten goriildiigii tizere etanol ekstesinin a-glikozidaz enziminin
aktivitesi lizerine istatiksel olarak anlamli bir inhibisyon etkisinin oldugu tespit edildi.
Etanol ekstresinin enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi konsantrasyon artisina bagli
olarak artmakta olup, ekstrenin 1 mg/mL konsantrasyonunun a-glikozidaz enzimini %

97,64 oraninda inhibe ettigi belirlendi.

P. vera sap kisimlarinin etanol ekstresinden kromatografik yontemlerle yeni bir bilesik
olarak saflagtirillan ve pistasionikasit olarak kodlanan PVSE-1 molekiiliiniin o-
glikozidaz enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan

deneysel ¢aligma bulgular1 Cizelge 3.10°da 6zetlendi.

Cizelge 3.10. PVSE-1 molekiiliiniin a-glikozidaz enzim aktivitesi lizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,437+0,003fg -
0,75 0,408+0,004f 6,64
1 0,341+0,006¢ 21,97*
Enzim + substrat + 2,5 0,283+0,006d 35,24*
pistasionikasit (PVSE-1) 5 0,187+0,005¢ 57,21*
7,5 0,113+0,006b 74,14*
10 0,066+0,006a 84,90*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine

gore istatiksel olarak farkl1.
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Cizelge 3.10 ve Sekil 3.45’ten goriilecegi tizere pistasionikasit PVSE-1) molekiiliiniin
a-glikozidaz enzimi aktivitesi lizerine yiiksek konsantrasyonlarda anlamli inhibisyon
etki sergiledigi belirlendi. Diger taraftan pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin
saflagtirildigr etanol ekstresi saf molekiile nazaran a-glikozidaz enzimine karsi daha

giiclii bir inhibitor olarak davrandigi gozlendi.
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Sekil 3.45. Pistasionik asit (PVSE-1) molekiiliiniin a-glikozidaz enzimi iizerine etkisi

P. vera sap kisimlarinin etanol ekstresinden kromatografik yontemlerle saflagtirilan
difruktan disakkarit (inulobioz, PVSE-2) molekiiliiniin a-glikozidaz enzim aktivitesi
tizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgulari

Cizelge 3.11° de 6zetlendi.

Cizelge 3.11. PVSE-2 molekiiliiniin a-glikozidaz enzim aktivitesi iizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,471+0,006de )
1 0,430+0,006d 8,70
Enzim + substrat + inulobioz 20 0,092+0,004c 8047
(PVSE-2) 5 0,013+0,001b 97,24*
7,5 0,000+000a 100,00*
10 0,000+:000a 100,00*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.
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Cizelge 3.11 ve Sekil 3.46’da goriilecegi tizere inulobioz (PVSE-2) disakkarit
molekiiliiniin a-glikozidaz enzimi aktivitesi iizerine, diisitk konsantrasyonlarda herhangi
bir inhibisyon etkisi gozlenememisken, yiiksek konsantrasyonlarda Onemli bir
inhibisyon etkisi belirlenmistir. Inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin saflastirildig1 etanol
ekstresi saf molekiile gore a-glikozidaz enzimine karsi daha giiglii bir inhibitor olarak
davranmigtir. Diger taraftan inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin inhibisyon etkisi

pistasionik asit (PVSE-1) molekiiliine nazaran daha yiiksek oranda tespit edildi.
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Sekil 3.46. inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin a-glikozidaz enzimi iizerine etkisi

Hem ekstre hem de saf metabolitler farkli konsantrasyonlarda a-glikozidaz enzimine
kars1 degisik enzim aktiviteleri sergilemistir. Enzim aktivitelerini kendi aralarinda
mukayese etmek lizere enzim aktivitesi sergileyen her bir uygulama igin ICsg ve 1Cqo

degerleri belirlenmis ve Cizelge 3.12’de sunulmustur.

Cizelge 3.12. a-Glikozidaz enzimine kars1 etkili uygulamalarin ICsq Ve ICqq degerleri

Uygulama ismi ICso (Mmg/mL) ICgo (Mg/mL)
Akarboz 10,30 66,95
Hekzan ekstresi 0,09 0,38
Kloroform ekstresi 0,98 2,19
Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2) 0,13 0,23
Tirukallol (PVSC-3) 1,07 2,46
Mastikadienolik asit (PVSC-4) 0,03 0,08
Etanol ekstresi 0,52 0,95
Pistasionik asit (PVSE-1) 4,44 10,16
Inulobioz (PVSE-2) 1,87 3,81
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Cizelge 3.12°de goriildiigii tizere en diisiik ICsp Ve 1Cqo degerleri kloroform ekstresinden
saflagtirllan mastikadienolik asit (PVSC-4) igin (sirasiyla 0,03 ve 0,08 mg/mL)
hesaplanmistir. Bu veriler test edilen uygulamalar arasinda a-glikozidaz enzimi i¢in en
iyi inhibitoriin mastikadienolik asit (PVSC-4) oldugunu gostermektedir. Diger taraftan
pozitif kontrol akarboz ile mukayese edildiginde tiim uygulamalarin akarboza gére ¢ok
daha gii¢lii inhibitorler oldugu belirlenmistir. Mastikadienolik asitten (PVSC-4) sonraki
en giiglii inhibitorler olarak en diisiik ICsq Ve 1Cqo degerlerine gére mastikadienonik asit
(PVSC-1 ve PVSC-2) (IC50=0,13 mg/mL ve 1Cgp=0.23 mg/mL) molekiilleri ile hekzan
ekstresi (1C50=0,09 mg/mL ve 1Cgp=0.38 mg/mL) belirlenmistir. Calisma sonuglar1 bize
ayrica etanol ekstresinin daha diisiik ICso Ve ICqp degerleri ile (IC50=0,52 mg/mL ve
1C90=0,95 mg/mL) bu ekstreden saflastirilan pistasionikasit (PVSE-1) (1Cs0=4,44
mg/mL ve 1Cg=10,16 mg/mL) ve inulobioz (PVSE-2) (IC5,=1,87 mg/mL ve 1Cg;=3,81
mg/mL) oligosakkarit molekiillerine nazaran daha giiglii bir inhibitér oldugunu

gostermistir.
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3.3.2. Ekstre ve Saf Metabolitlerin a-Amilaz Enzim Aktiviteleri Calisma Bulgular:

Antep fistig1 sap kismindan farkli organik c¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerin ve
kloroform ve etanol ekstrelerinden kromatografik yontemlerle saflastirilan saf
metabolitlerin degisik konsantrasyonlarda a-amilaz enzim aktiviteleri sonuglari ¢izelge
ve grafikler halinde sunuldu. Ekstreler ve saf metabolitlerin farkli konsantrasyonlarda
enzim aktivitesi lizerine olan etkileri ¢izelgelerde ortalama absorbans + SE ve %
inhibisyonlar halinde verildi. Inhibisyonlar % olarak hesapland: ve cizelgelerde verildi.
Ekstre ve saf maddelerin o-amilaz enzim aktiviteleri sonuglar1 akarboz ile ayrica

mukayese edildi.

Akarbozun o-amilaz enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine

yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.13 ve Sekil 3.47. de 6zetlendi.

Cizelge 3.13. Akarbozun a-amilaz enzim aktivitesi tizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,215+0,004e )
0,10 0,099+0,002d 53,95*
0,25 0,049+0,003c 77,21*

Enzim + substrat + akarboz 0,50 0,022+0,001b 89,77*
0,75 0,019+0,002ab 91,16*
1,00 0,013+0,002a 93,95*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl1.
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Sekil 3.47. Akarbozun farkli konsantrasyonlarda a-amilaz enzimi iizerine etkisi

% nhibisyon
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Cizelge 3.13 ve Sekil 3.47 de goriildiigli iizere insiiline bagimli ve insiiline bagiml
olmayan diyabetin tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddesi psddotetrasakkarit akarboz
molekiiliiniin a-amilaz enzimini beklenildigi gibi kuvvetli bir sekilde inhibe ettigi

gorinmektedir.

a-Amilaz enzimine yonelik yapilan enzim inhibisyon c¢alismalarinda maddelerin o-
glikozidaz enziminin aksine daha yiiksek konsantrasyonlarda etkili oldugu gézlemlendi.
Bu nedenle ekstreler ve saf metabolitlerin a-amilaz enziminin aktivitesine karsi
etkilerini belirlemek tizere 10 mg/mL, 7,5 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL ve 1,0 mg/mL
konsantrasyonlar kullanildi. Bazi maddelerin ise bu konsantrasyonlarda dahi etkili
olmadigi belirlendigi i¢in daha yiiksek konsantrasyonlarda ¢alisildi ve sonuglar agsagida

sunuldu.

P. vera sap hekzan ekstresinin a-amilaz enzim aktivitesi tizerine inhibisyon etkilerinin
belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular Cizelge 3.14 ve Sekil 3.48’da

Ozetlendi.

Cizelge 3.14. P. vera sap hekzan ekstresinin a-amilaz enzim aktivitesi lizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,275+0,004 a -
1 0,271+0,005 a 1,46
2,5 0,269+0,004 a 2,18
Enzim + substrat + ekstre 50 0,333+0,002 b -21,09*
7,5 0,370+0,005 ¢ -34,55*
10 0,439+0,006 d -59,64*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl1.
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Sekil 3.48. Sap hekzan ekstresinin a-amilaz enzimi iizerine etkisi

Sekil 3.48 den goriildiigii tizere hekzan ekstresinin a-amilaz enziminin aktivitesi tizerine
diisiik konsantrasyonlarda (1 mg/mL ve 2,5 mg/mL) istatiksel olarak anlamli herhangi
bir etkisi yok iken 5,0 mg/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda enzimin aktivitesini
artirmigtir. Cizelge 3.14 ve Sekil 3.48’de goriildiigii iizere hekzan ekstresi enzimin

aktivitesini % 59,64 oraninda artirmistir.

P. vera sap kloroform ekstresinin o-amilaz enzim aktivitesi {izerine inhibisyon
etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgulart Cizelge 3.15°de

Ozetlendi.

Cizelge 3.15. P. vera sap CHCIj; ekstresinin a-amilaz enzim aktivitesi lizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,448+0,009f -
10 0,353+0,008e 21,21*
20 0,322+0,013d 28,13*

Enzim + substrat + ekstre 40 0,274+0,004c 38,84*
60 0,218+0,002b 51,34*
80 0,149+0,003a 66,74*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.

Cizelge 3.15 ve Sekil 3.49’de goriilecegi tizere kloroform ekstresi yiiksek

konsantrasyonlarda o-amilaz enziminin aktivitesi tizerine istatiksel olarak anlamli
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inhibisyon etkisi sergiledi ve ekstrenin 80 mg/mL konsantrasyonunun enzim aktivitesini

% 66,74 oraninda inhibe ettigi belirlendi.
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Sekil 3.49. Sap CHCI; ekstresinin a-amilaz enzimi tizerine etkisi

P. vera sap kisimlarinin kloroform ekstresinden kromatografik yontemlerle saflastirilan
mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin o-amilaz enziminin
aktivitesine karsi inhibisyon etkisini test etmek ilizere dnce diisiik konsantrasyonlarda
calisildi. Ancak, 10 mg/mL konsantrasyona kadar herhangi bir inhibisyon etkisi
belirlenemedi. Bu nedenle ¢alisma daha yiiksek konsantrasyonlar da tekrarlandi ve

sonuglar Cizelge 3.16 de 6zetlendi.

Cizelge 3.16. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin a-amilaz enzim
aktivitesi tizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE %
(mg/mL) Inhibisyon
Enzim + substrat - 0,359+0,002¢f -
10 0,313+0,010e 12,81
20 0,265+0,004d 26,18*
Enzim + substrat + mastikadienonik 40 0,1830,009¢ 49 03*
asit (PVSC-1 ve 2)
60 0,072+0,002b 79,94*
80 0,009+0,001a 97,49*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.
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Cizelge 3.16 ve Sekil 3.50’de goriilecegi lizere mastikadienonik asit (PVSC-1 ve
PVSC-2) molekiilii 20 mg/mL ve bu degerin istiindeki konsantrasyonlarda inhibisyon
etkisi sergiledi. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin enzim
inhibisyon etkisi konsantrasyon artis1 ile beraber artarak 80 mg/mL yiiksek
konsantrasyonda % 97,49 oraninda bir inhibisyon etkisi gosterdi.

: I
*

Sekil 3.50. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin a-amilaz enzimi
iizerine etkisi

% Inhibisyon
N B (o2} [ee]
o o o o
1 1 1 1
- *
- x—

o

P. vera sap kisimlarinin kloroform ekstresinden kromatografik yontemlerle saflagtirilan
tirukallol (PVSC-3) molekiiliniin o-amilaz enzim aktivitesi tizerine etkilerinin

belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.17°de 6zetlendi.

Cizelge 3.17. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin a-amilaz enzimi aktivitesi iizerine
etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,305+0,008 c -
1 0,310+0,009 c -1,64

2,5 0,305+0,006 c 0,00
Enzim + substrat + PVSC-3 50 0,309+0,009 ¢ -1,31

7,5 0,154+0,004 b 49,51*

10 0,063+0,006 a 79,34*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.
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Sekil 3.51. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin farkli konsantrasyonlarda a-amilaz
enzimi tizerine etkisi

Cizelge 3.17 ve Sekil 3.51°de goriildigi tizere tirukallol (PVSC-3) molekiilii yiiksek
konsantrasyonlarda (7,5 mg/mL ve 10 mg/mL) a-amilaz enziminin aktivitesi ilizerine

onemli oranda bir inhibisyon etkisi sergiledi.

P. vera sap kisimlarmin kloroform ekstresinden kromatografik yontemlerle saflastirilan
mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiiliiniin a-amilaz enzim aktivitesi iizerine
etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.18’de

Ozetlendi.

Cizelge 3.18. Mastikadienolik asit (PVSC-4)’in a-amilaz enzim aktivitesi lizerine
etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,439+0,011e -
10 0,222+0,006d 49,43*
20 0,165+0,003c 62,42*

Enzim + substrat +

|- *
mastikadienolik asit (PVSC-4) gg 88?(1388?2 Sjig*
80 0,000+0,000a 100,00*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.
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Mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiiliniin o-amilaz enziminin aktivitesine karsi
inhibisyon etkisini test etmek iizere 6nce diisiik konsantrasyonlarda ¢alisilmis ancak 10
mg/mL konsantrasyona kadar herhangi bir inhibisyon etkisi belirlenememistir. Cizelge
3.18 ve Sekil 3.52’de goriilecegi tizere Mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiili 10
mg/mL konsantrasyonda o-amilaz enziminin aktivitesini % 49,43 oraninda inhibe

ederken, 60 mg/mL konsantrasyonda % 97,92 oraninda inhibe ettigi belirlendi.
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Sekil 3.52. Mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiiliiniin a-amilaz enzimi iizerine etkisi

P. vera sap kisimlarindan elde edilen etanol ekstresinin o-amilaz enzim aktivitesi
tizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgulari
Cizelge 3.19°da 6zetlendi.

Cizelge 3.19. P. vera sap etanol ekstresinin a-amilaz enzim aktivitesi iizerine etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,358+0,004 ef -
1 0,333+0,005 e 6,98
2,5 0,202+0,006 d 43,58*
Enzim + substrat + PVSE 5,0 0,164+0,002 c 54,19*
7,5 0,108+0,007 b 69,83*
10 0,086+0,006 a 75,98*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.
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Sekil 3.53. Etanol ekstresinin farkli konsantrasyonlarda a-amilaz enzimi tizerine etkisi

Cizelge 3.19 ve Sekil 3.53’te goriildiigii lizere etanol ekstresinin o-amilaz enziminin
aktivitesi lizerine 1 mg/mL konsantrasyon hari¢ diger konsantrasyonlarda istatiksel
olarak anlamli inhibisyon etkisinin oldugu tespit edildi. Etanol ekstresinin enzim
aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi konsantrasyon artigina bagl olarak da artmis ve 10

mg/mL konsantrasyonu % 75,98 inhibisyon neden olmustur.

P. vera sap kisimlarinin etanol ekstresinden kromatografik yontemlerle yeni bir molekiil
olarak saflastirilan ve pistasionikasit olarak isimlendirilen PVSE-1 molekiiliiniin o-
amilaz enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisinin belirlenmesine yonelik yapilan

deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.20°de 6zetlendi.

Cizelge 3.20. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin a-amilaz enzim aktivitesi {izerine
etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,229+0,003 d -
1 0,222+0,003 d 3,06

2,5 0,214+0,004 d 6,55
Enzim + substrat + PVSE-1 5,0 0,152+0,007 ¢ 33,63*

7,5 0,124+0,004 b 45,85*

10 0,056+0,004 a 75,55*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.
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Sekil 3.54. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin farkli konsantrasyonlarda a-amilaz
enzimi lizerine etkisi

Cizelge 3.20 ve Sekil 3.54’te goriildiigii tizere pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin o-
amilaz enzimi aktivitesi iizerine, yiiksek konsantrasyolarda (5 mg/mL, 7,5 mg/mL ve 10
mg/mL) konsantrasyon artisina bagimli olarak istatiksel olarak anlamli inhibisyon etkisi
sergiledigi gozlendi. Diger taraftan pistasionikasit (PVSE-1)’in saflastirildigi etanol
ekstresi PVSE-1’¢ nazaran daha giiglii bir inhibitor olarak davranmuistir.

P. vera sap kisimlarimin etanol ekstresinden kromatografik yontemlerle saflagtirilan
disakkarit molekiilii inulobioz (PVSE-2) molekiilii diisiik konsantrasyonlarda (1-10
mg/mL konsantrasyon aralig1) a-amilaz enzimi lizerine inhibisyon etkisini belirlemek
tizere test edildi. Ancak diisiik konsantrasyonlarda inulobioz (PVSE-2) molekiilii
herhangi bir inhibisyon etkisi gostermedi. Bu nedenle madde daha yiiksek
konsantrasyonlarda a-amilaz enzimine karsi test edildi ve deneysel ¢alisma bulgulari
Cizelge 3.21°de 6zetlendi.

Cizelge 3.21. inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin o-amilaz enzim aktiviesi iizerine
etkileri

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,479+0,005f i

10 0,403+0,006¢ 15,87*

20 0,303+0,004d 36,74*
Enzim + substrat + inulobioz 40 0,264+0,012c 44,89*

60 0,177+0,004b 63,04*

80 0,067+0,009a 86,01*

*statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkl1 harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.
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Cizelge 3.21 ve Sekil 3.55’ten goriilecegi tizere inulobioz (PVSE-2) molekiilii a-amilaz
enziminin aktivitesine kars1 yiikksek konsantrasyonlarda konsantrasyon artisina bagl
olarak anlaml1 bir inhibisyon etkisi sergiledi. Inulobioz (PVSE-2) molekiilii 80 mg/mL

konsantrasyonda enzim aktivitesini % 86,01 oraninda inhibe ettigi gozlendi.
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Sekil 3.55. inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin a-amilaz enzimi iizerine etkisi

Hem ekstre hem de saf metabolitler farkli konsantrasyonlarda a-amilaz enzimine karsi
degisik enzim aktiviteleri sergilemistir. Enzim aktivitelerini kendi aralarinda mukayese
etmek lizere enzim aktivitesi sergileyen her bir uygulama i¢in ICsp ve 1Cqo degerleri

belirlenmis ve Cizelge 3.22°de verilmistir.

Cizelge 3.22. a-Amilaz enzimine kars1 aktif uygulamalarin ICso ve 1Cqo degerleri

Uygulama ismi ICs0 (Mg/mL) ICgo (Mg/mL)
Akarboz 0,07 0,66
Hekzan ekstresi - -

Kloroform ekstresi 55,89 118,84
Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve -2) 39,45 71,79
Tirukallol (PVSC-4) 7,58 10,59
Mastikadienolik asit (PVSC-5) 8,22 49,54
Etanol ekstresi 5,17 10,97
Pistasionikasit (PVSE-1) 7,35 11,94
Inulobioz (PVSE-2) 40,72 88,81

-:Aktif olmadig1 i¢in degerler hesaplanmadi.
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Cizelge 3.22°den goriildiigli lizere en diisiik ICso ve 1Cq degerleri insiiline bagli ve
insiiline bagli olmayan diyabet tedavisinde kullanilan akarboz ila¢ etken maddesi icin
belirlenmistir. Ornekler igin belirlenen 1Cso Ve 1Cgy degerleri akarbozun P. vera sap
kismindan elde edilen ekstreler ile kloroform ekstresinden izole edilen saf metabolitlere
nazaran cok daha giicli bir inhibitér oldugunu gostermektedir. Mevcut sonuglar test
edilen tiim 6rnekler arasinda en aktif uygulamalarin en diisiik ICso ve 1Cqq degerleri ile
etanol ekstresi (IC50=5,17 mg/mL ve 1C9=10,97 mg/mL), pistasionikasit (PVSE-1)
(IC50=7,35 mg/mL ve 1Cq0=11,94 mg/mL) ve tirukallol (PVSC-3) (IC5,=7,58 mg/mL ve
1C90=10,59 mg/mL) molekiilleri olduguna isaret etmektedir. Bu sonuglar bize ayrica
etanol ekstresinin ve etanol ekstresinden saflastirilan pistasionikasit (PVSE-1) ve de
inulobioz (PVSE-2) oligosakkaritlerine gore daha iyi bir inhibitér oldugunu

gostermektedir.
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3.3.3. Ekstre ve Saf Metabolitlerin Asetilkolin Esteraz Enzim Aktiviteleri Calisma
Bulgular:

Antepfistigt sap kismindan farkli organik coziiciilerle elde edilen ekstrelerin ve
kloroform ve etanol ekstrelerinden kromatografik yontemlerle saflastirilan saf
metabolitlerin degisik konsantrasyonlarda asetilkolin esteraz enzim aktiviteleri sonuglari
cizelge ve grafikler halinde sunuldu. Ekstreler ve saf metabolitlerin farkli
konsantrasyonlarda enzim aktivitesi iizerine olan etkileri cizelgelerde ortalama
absorbans + SE ve % inhibisyonlar halinde verildi. Ekstre ve saf maddelerin asetilkolin
esteraz enzim aktiviteleri sonuglart neostigmin ve galantamin ile ayrica mukayese
edildi.

Kolinesteraz inhibitorleri olarak kullanilan neostigmin ve galantamin molekiillerinin
AChE enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan

deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.23 ve 3.24°te 6zetlendi.

Cizelge 3.23. Neostigmin molekiiliiniin AChE enzim aktivitesi iizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,2400,008 d )
0,10 0,238+0,010 d 0,83
0,25 0,137+0,004 ¢ 42,92*

Enzim + substrat + neostigmin 0,50 0,049+0,006 b 79,58*
0,75 0,026+0,004 a 89,17*
1,00 0,021+0,002 a 91,25*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl1.
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Sekil 3.56. Neostigmin molekiiliiniin AChE enzimi iizerine etkisi

% inhibisyon
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Cizelge 3.24. Galantamin molekiiliiniin AChE enzim aktivitesi iizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon AbstSE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,421+0,004e i
0,10 0,420+0,006e 0,24
0,25 0,424+0,003e -0,71

Enzim + substrat + galantamin 0,50 0,411+0,004e 2,38
0,75 0,366+0,002de 13,06
1,00 0,224+0,004c 46,72*
2,50 0,108+0,007b 74,35*
5,00 0,049+0,002a 88,36*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.
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Sekil 3.57. Galantamin molekiiliiniin AChE enzimi tizerine etkisi

Cizelge 3.23, Cizelge 3.24 ve Sekil 3.56 ve Sekil 3.57 de gorildigii tizere kolinesteraz
enzim inhibitorleri olan neostigmin ve galantamin AChE enziminin aktivitesi {izerine

beklenildigi gibi bir inhibisyon etkisi sergilemislerdir.

Diger taraftan mevcut ¢alismada kullanilan tim ekstreler ile saf metabolitlerin galisilan
diisiik konsantrasyonlarda (0,10 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,50 mg/mL, 0,75 mg/mL ve 1
mg/mL) AChE enzimini aktivitesi iizerine istatiksel olarak anlamli her hangi bir
inhibisyon etkisi gostermedigi belirlendi. Diisiik konsantrasyonlarda tiim ekstreler ile
saf metabolitlerin AChE iizerine anlamli bir inhibisyon etkisi sergilemedikleri i¢in tiim
calismalar daha yiiksek konsantrasyonlarda tekrarlandi ve tiim sonuglar ¢izelge ve

sekillerle 6zetlenerek sunuldu.
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P. vera sap hekzan ekstresinin AChE enzim aktivitesi {izerine inhibisyon etkilerinin

belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgulart Cizelge 3.25°de 6zetlendi.

Cizelge 3.25. Sap hekzan ekstresinin AChE enzim aktivitesi lizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon AbstSE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,362+0,002¢
10 0,359+0,005e 0,83
20 0,352+0,008de 2,76
Enzim + substrat + ekstre 40 0,332+0,004d 8,29
60 0,271+0,008¢ 25,14*
80 0,204+0,004b 43,65*
160 0,032+0,005a 91,16*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.

Cizelge 3.25 ve Sekil 3.58’de goriilecegi tizere P. vera sap hekzan ekstresi pozitif
kontrol olarak kullanilan neostigmin ve galantamin kimyasallarinin aksine ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda AChE enzim aktivitesi iizerine anlamli bir inhibisyon etkisi
sergiledi. Hekzan ekstresi 80 mg/mL konsantrasyonda % 43,65 lik inhibisyon etkisi
sergilerken ancak 160 mg/mL gibi ¢ok yiiksek bir konsantrasyonda % 91,16 oraninda

bir inhibisyon etkisi gdsterdi.
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Sekil 3.58. P. vera sap hekzan ekstresinin AChE enzimi iizerine etkisi
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P. vera sap CHCI; ekstresinin AChE enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin

belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgulart Cizelge 3.26°da 6zetlendi.

Cizelge 3.26. Sap kloroform ekstresinin AChE enzim aktivitesi iizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon AbstSE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,365+0,002c )

10 0,360+0,007c 1,37

20 0,354+0,002c 3,01
Enzim + substrat + ekstre 40 0,253+0,005b 30,68*

60 0,243+0,010b 33,43*

80 0,116+0,003a 68,22*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl1.

Cizelge 3.26 ve Sekil 3.59’dan goriilecegi lizere P. vera sap kloroform ekstresi de
pozitif kontrol olarak kullanilan neostigmin ve galantamin kimyasallarinin aksine g¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda AChE enzim aktivitesi lizerine anlamli bir inhibisyon etkisi
sergiledi. Ekstre test edilen en yiiksek konsantrasyonda (80 mg/mL) enzim aktivitesini
% 68,22 oraninda azaltti.
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Sekil 3.59. P. vera sap kloroform ekstresinin AChE enzimi {izerine etkisi
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P. vera sap kisimlarinin kloroform ekstresinden kromatografik yontemlerle saflastirilan
Mastikadienonik ast (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin AChE enzim aktivitesi lizerine
etkisinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.27°de

Ozetlendi.

Cizelge 3.27. Mastikadienoik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin AChE enzim
aktivitesi iizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon AbstSE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,401+0,011c

10 0,387+0,004c 3,49

20 0,371+0,006bc 7,48
Enzim + substrat + PVSC-1 ve 2 40 0,288+0,004b 28,18*

60 0,274+0,005b 31,67*

80 0,155+0,005a 61,35*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.

Cizelge 3.27 ve Sekil 3.60’dan goriilecegi tizere Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve
PVSC-2) molekiiliiniin yiiksek konsantrasyonlarda zayif veya orta derecede bir
inhibitor olarak davrandigi tespit edildi. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2)
molekiilit 80 mg/mL konsantrasyonda AChE enzimini ancak % 61,35 oraninda inhibe
etti.
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Sekil 3.60. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin AChE enzim
tizerine etkisi
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P. vera sap kisimlarmin kloroform ekstresinden kromatografik yontemlerle saflastirilan
tirukallol (PVSC-3) molekiilinin AChE enzim aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.28’de 6zetlendi.

Cizelge 3.28. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin AChE enzim aktivitesi {izerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,383+0,003ef
10 0,356+0,006e 7,83
20 0,282+0,008d 26,37*

Enzim + substrat + PVSC-3 40 0,190+0,003c 50,39*

60 0,087+0,010b 77,29*
80 0,054+0,001a 85,90*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.

Cizelge 3.28 ve Sekil 3.61°den goriilecegi tizere tirukallol (PVSC-3) molekiilii 20
mg/mL konsantrasyondan itibaren AChE enziminin aktivitesini (% 26,37 oraninda)

azaltmaya basladi ve madde 80 mg/mL konsantrasyonda % 85,90 oraninda inhibe etti.
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Sekil 3.61. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin AChE enzimi tizerine etkisi
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P. vera sap kisimlarmin kloroform ekstresinden kromatografik yontemlerle saflastirilan
mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiiliniin AChE enzim aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.29’da 6zetlendi.

Cizelge 3.29. Mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiiliniin AChE enzim aktivitesi
tizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,375+0,005¢ )

10 0,374+0,003e 0,27

20 0,276+0,007d 26,40*
Enzim + substrat + PVSC-4 40 0,228+0,005¢ 39,20*

60 0,199+0,002b 46,93*

80 0,154+0,003a 58,93*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.

Cizelge 3.29 ve Sekil 3.62 den goriilecegi iizere mastikadienolik asit (PVSC-4)
molekiilii de 10 mg/mL konsantrasyonda etkisiz iken, 20 mg/mL konsantrasyonda
AChE enziminin aktivitesini % 26,40 oraninda baskilamistir. Konsantrasyon artigina
bagli olarak inhibisyon etkisi artan madde, 80 mg/mL konsantrasyonda AChE enzim

aktivitesini % 58,93 oraninda azaltmistir.
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Sekil 3.62. Mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiiliiniin AChE enzimi {izerine etkisi
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P. vera sap kisimlarinin etanol ekstresi ile bu ekstreden kromatografik yontemlerle
saflastirilan oligosakkarit smnifi metabolitler, pistasionikasit (PVSE-1) ve inulobioz
(PVSE-2) molekiiliinin AChE enzim aktivitesi tizerine etkilerinin belirlenmesine
yonelik yapilan deneysel calisma bulgular1 Cizelge 3.30-3.32’de Ozetlendi. Bu
cizelgelerden goriillecegi lizere hem ekstre hem de pistasionikasit (PVSE-1) ve
inulobioz ( PVSE-2) molekiilleri 10, 20, 40, 60 ve 80 mg/mL konsantrasyonlarda AChE
enziminin aktivitesi lizerine istatiksel olarak anlamli herhangi bir inhibisyon etkisi
sergilemediler. Bu sonuclar hem etanol ektresinin hem de etanol ekstresinden

saflastirilan metabolitlerin AChE enzimi iizerine aktif olmadigini gostermektedir.

Cizelge 3.30. Sap etanol ekstresinin AChE enzim aktivitesi lizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,419+0,003bc

10 0,409+0,003b 2,42

20 0,409+0,001b 2,42
Enzim + substrat + ekstre 40 0,404+0,002ab 3,58

60 0,403+0,003ab 3,82

80 0,383+0,007a 8,59

Satirlardaki farkli harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkls.

Cizelge 3.31. Pistasionikasit (PVSE-1)’in AChE enzim aktivitesi lizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,437+0,003a -

10 0,441+0,014a -0,91

20 0,446+0,002a -2,06
Enzim + substrat + PVSE-1 40 0,443+0,009a -1,37

60 0,422+0,004a 3,43

80 0,421+0,001a 3,66

Satirlardaki farkli harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkl.

Cizelge 3.32. Inulobioz (PVSE-2) disakkaritin AChE enzim aktivitesi iizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,400+0,004

10 0,397+ 0,001a 0,75

20 0,395+0,002a 1,25
Enzim + substrat + PVSE-2 40 0,397+0,009a 0,75

60 0,392+ 0,002a 2,00

80 0,386+0,002a 3,50

Satirlardaki farkli harfler Duncan testine gore istatiksel olarak farkls.
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Hem ekstre hem de saf metabolitler farkli konsantrasyonlarda AChE enzimine karsi
degisik oranlarda sergiledikleri tespit edildi. Enzim aktivitelerini kendi aralarinda
mukayese etmek iizere enzim aktivitesi sergileyen her bir uygulama igin ICsg ve 1Cgo

degerleri belirlendi ve Cizelge 3.33’te sunuldu.

Cizelge 3.33. AChE enzimine kars1 aktif uygulamalarin ICsq ve 1Cqyo degerleri

Uygulama ismi ICso (Mg/mL) ICqo (Mg/mL)
Neostigmin 0,41 0,83
Galantamin 1,08 5,04
Hekzan ekstresi 96,92 156,34
Kloroform ekstresi 65,86 105,83
Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2) 71,49 119,85
Tirukallol (PVSC-3) 42,55 77,55
Mastikadienolik asit (PVSC-4) 63,28 117,51

Etanol ekstresi - -
Pistasionikasit (PVSE-1) - -
Inulobioz (PVSE-2) - -
-:Aktif olmadigi igin degerler hesaplanmadi.

Cizelge 3.33 de goriildiigii tizere AChE enziminin aktivitesini azaltmaya yonelik olarak
en disiik ICso ve 1Cqo degerleri pozitif kontrol olarak kullanilan neostigmin (1Cs,=0,41
mg/mL, 1Cgp= 0,83 mg/mL) ve galantamin igin (IC50=1,08 mg/mL, 1Cgo= 5,04 mg/mL)
hesaplandi. Bu degerler pozitif kontrol olarak kullanilan neostigmin molekiiliiniin
galantamin molekiiline gére AChE enzimine karsi daha iyi bir inhibitor oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan AChE enzimine kars1 daha yiiksek konsantrasyonlarda
aktif olan ekstre ve saf metabolit uygulamalari i¢in beklenildigi gibi daha yiiksek 1Csg
ve ICyy degerleri belirlendi. Bu degerlere gore uygulamalar arasinda en diisiik I1Cs
(42,55 mg/mL) ve ICq (77,55 mg/mL) degerleri ile tirukallol (PVSC-3) molekiilii
AChE enzmine kars1 en etkin reaktif olarak tespit edildi. Mevcut sonuglar bize hem
kloroform ekstresinin hem de kloroform ekstresinden saflastirilan mastikadienonik asit
(PVSC-1 ve PVSC-2), tirukallol (PVSC-3) ve mastikadienolik asit (PVSC-4)

molekiillerinin AChE enzimine kars1 zayif inhibitorler oldugunu gosterdi.
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3.3.4. Ekstre ve Saf Metabolitlerin Butirilkolin Esteraz Enzim Aktiviteleri Calisma
Bulgular:

Antepfistig1 sap kismindan farkli organik ¢oziiciilerle elde edilen ekstreler ile kloroform
ve etanol ekstrelerinden kromatografik yontemlerle saflastirilan saf metabolitlerin
degisik konsantrasyonlarda BChE enzim aktiviteleri sonuglar ¢izelgelerde ortalama
absorbans £ SE ve % inhibisyonlar halinde sunuldu. Ekstre ve saf maddelerin BChE
enzim aktiviteleri sonuglar1 neostigmin ve galantamin pozitif kontrolleri ile ayrica

mukayese edildi.

Kolinesteraz inhibitorleri olarak kullanilan neostigmin ve galantamin molekiillerinin
BChE enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan

deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.34 ile 3.35 ve Sekil 3.63 ile Sekil 3.64'te 6zetlendi.

Cizelge 3.34. Neostigmin molekiiliiniin BChE enzim aktivitesi lizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs£SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,241+0,004e )
0,025 0,237+0,006e 1,66
0,050 0,126+0,003d 47,72*

Enzim + substrat + neostigmin 0,075 0,071+0,004c 70,54*
0,10 0,025+0,004b 89,63*
0,25 0,004+0,001a 98,34*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl1.
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Sekil 3.63. Neostigmin molekiiliiniin BChE enzimi {izerine etkisi
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Cizelge 3.35. Galantamin molekiiliiniin BChE enzim aktivitesi lizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon AbstSE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,258+0,008f )
0,10 0,183+0,004e 29,07*
0,25 0,129+0,008d 50,00*

Enzim + substrat + galantamin 0,50 0,096+0,002c 62,79*
0,75 0,059+0,005b 77,13*
1,00 0,018+0,008a 93,02*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.
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Sekil 3.64. Galantamin molekiiliiniin BChE enzimi {izerine etkisi

Cizelge 3.34 ile 3.35 ve Sekil 3.63 ile Sekil 3.64’ten goriildiigii iizere kolinesteraz
enzim inhibitorleri olan neostigmin ve galantamin molekiilleri BChE enziminin
aktivitesi iizerine beklenildigi gibi bir inhibisyon etkisi sergilemislerdir. Diger taraftan,
neostgmine molekiiliiniin galantamin gore daha diisiik konsantrasyonlarda dahi daha

giiclii bir inhibitdr oldugu belirlendi.

Bununla beraber, mevcut ¢alismada, AChE enzim inhibisyon ¢alismalarinda oldugu gibi
kullanilan tiim ekstreler ile saf metabolitlerin ¢alisilan diisiik konsantrasyonlarda (0,10
mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,50 mg/mL, 0,75 mg/mL ve 1 mg/mL) BChE enziminin
aktivitesi lizerine istatiksel olarak anlamli her hangi bir inhibisyon etkisi gostermedigi

goriildii. Diistik konsantrasyonlarda tiim ekstreler ile saf metabolitlerin BChE enzim
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aktivitesi {izerine anlamli bir inhibisyon etkisi sergilememesi nedeniyle daha yiiksek
konsantrasyonlarda ¢alismalar tekrarlandi. Yiiksek konsantrasyonlarda bazi 6rneklerin
BChE enziminin aktivitesini degisik oranlarda inhibe ettigi belirlendi ve calisma

bulgular gizelge ve sekillerle 6zetlenerek asagida sunuldu.

P. vera sap hekzan ekstresinin BChE enzim aktivitesi {izerine inhibisyon etkilerinin

belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgulart Cizelge 3.36. da 6zetlendi.

Cizelge 3.36. Sap hekzan ekstresinin BChE enzim aktivitesi iizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,251+0,002fg )

2,5 0,233+0,006f 7,17

5 0,184+0,002e 26,69*
Enzim + substrat + ekstre 7 0,168+0,000d 33,07

10 0,134+0,002c 46,61*

15 0,085+0,004b 66,14*

20 0,072+0,006a 71,32*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.

Cizelge 3.36 ve Sekil 3.65 ten goriilecegi tlizere P. vera sap kisimlarindan elde edilen
hekzan ekstresi 5 mg/mL konsantrasyon ve daha yiiksek konsantrasyonlarda % 26,69-%

71,32 oraninda bir inhibisyon etkisi gosterdi.
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Sekil 3.65. P. vera sap hekzan ekstresinin BChE enzim f{izerine etkisi

117



P. vera sap kloroform ekstresinin BChE enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin

belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgulari Cizelge 3.37° de sunuldu.

Cizelge 3.37. Sap kloroform ekstresinin BChE enzim aktivitesi {izerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,289+0,006e i
10 0,235+0,005d 18,69*
12,5 0,209+0,004c 27,68*
Enzim + substrat + ekstre 15 0,122+0,006b 57,79*
17,5 0,107+0,006b 62,98*
20 0,068+0,001a 76,47*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.

Cizelge 3.37 ve Sekil 3.66’da goriildiigli lizere P. vera sap kisimlarindan elde edilen
kloroform ekstresi de hekzan ekstresine benzer bir inhibisyon etkisi gosterdi. Ekstre
12,5 mg/mL ve daha iist konsantrasyonlarda BChE enzimine karsi inhibitér olarak
davrandi ve 20 mg/mL lik konsantrasyonda % 76,47 oraninda bir inhibisyon etkisi

sergiledi.
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Sekil 3.66. P. vera sap kloroform ekstresinin BChE enzimi iizerine etkisi
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P. vera sap kloroform ekstresinde kromatografik yontemlerle saflastirilan
Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliniin BChE enzim aktivitesi
izerine inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular

Cizelge 3.38. de sunuldu.

Cizelge 3.38. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin BChE enzim
aktivitesi ilizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon AbstSE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,299+0,006de
1 0,274-+0,005d 8,36
2,5 0,204+0,002c 31,77*
. 5 0,067+0,004b 77,59*
Enzim + substrat + PVSC-1 75 0,0040.004a 98 66*
10 0,000+0,000a 100,00*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.

Cizelge 3.38. ve Sekil 3.67." den goriilecegi lizere ¢aligma bulgulart Mastikadienonik
asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin saflastirildigi kloroform ekstresine gére daha
diisik konsantrasyonlarda BChE enziminin aktivitesini inhibe ettigini gosterdi.
Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiilii 7,5 mg/mL konsantrasyonda %
98,66 oraninda inhibisyon etkisi sergilerken 10 mg/mL konsantrasyonda ise tam bir
inhibisyon etkisi gosterdi. Oysa kloroform ekstresi 10 mg/mL konsantrasyonda % 18,69
oraninda istatiksel olarak anlamsiz bir inhibisyon etkisi sergilemisti (Cizelge 3.37 ve

Sekil 3.66).
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Sekil 3.67. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) molekiiliiniin BChE enzimi
tizerine etkisi
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P. vera sap kloroform ekstresinde kromatografik yontemlerle saflastirilan tirukallol
(PVSC-3) molekiilinin BChE enzim aktivitesi {izerine inhibisyon etkilerinin

belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.39” da sunuldu.

Cizelge 3.39. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin BChE enzim aktivitesi {izerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon AbstSE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,498+0,004d )
5 0,498+0,004d 0,00
10 0,491+0,007d 1,41
. 20 0,489+0,008d 1,81
Enzim + substrat + PVSC-3 30 0.4810 010d 341
40 0,397+0,002c 20,28*
80 0,081+0,006b 83,74*
160 0.012+0,002a 97,59*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.
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Sekil 3.68. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin BChE enzimi tizerine etkisi

Cizelge 3.39. ve Sekil 3.68.” de goriildiigii tizere tirukallol (PVSC-3) triterpen molekiilii
diisik konsantrasyonlarda BChE enzimi {izerine etkisiz iken 40 mg/mL
konsantrasyonda ancak % 20,28 oraninda istatiksel olarak anlamli diisiik bir inhibisyon
etkisi sergiledi. Tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin inhibisyon etkisi konsantrasyon
artisina bagl olarak artarak 160 mg/mL gibi yiiksek konsantrasyonda % 97,59 oraninda
bir inhibisyon etkisi gosterdi. Bu sonuglar tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin akarboza

gore ¢cok daha zayif bir inhibitdr oldugunu gostermektedir.
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P. vera sap kloroform ekstresinde kromatografik yontemlerle saflagtirilan
mastikadienolik asit (PVSC-4) triterpen molekiiliiniin BChE enzim aktivitesi {izerine
inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge
3.40. de sunuldu. Cizelge 3.40.” dan goriilecegi tizere mastikadienolik asit (PVSC-4)
molekiilii de diger molekiiler gibi ancak 20 mg/mL konsantrasyondan sonra artan
oranda BChE enziminin aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi sergiledi. Mastikadienolik
asit (PVSC-4) molekiiliiniin 40 mg/mL konsantrasyonu enzimi % 69,41 oraninda inhibe
ederken, 80 mg/mL konsantrasyonu ancak % 89,47 oraninda inhibisyon etkisi gosterdi
(Sekil 3.69). Bu sonuglar da mastikadienolik asit (PVSC-4) triterpen molekiiliiniin
pozitif kontrol olarak kullanilan neostigmin ve galantamin reaktiflerine gore ¢ok daha

zay1f bir inhibitér oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.40. Mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiiliiniin BChE enzim aktivitesi
tizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,304-+0,008de
2,5 0,286+0,005d 5,92
5 0,276+0,002d 9,21
. 7,5 0,271+0,002d 10,86
Enzim + substrat + PVSC-4 10 0.27140,001d 10.86
15 0,251+0,005c¢ 17,43*
20 0,242+0,008¢ 20,39*
40 0,093+0,004b 69,41*
80 0,032+0,004a 89,47*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkl1 (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkli.

*
100 -
*

80 -
60 -
40 - * *
20 | s 8

NG A% NG

& & \&&/
& e & &
Q Ng) D » BN

% Inhibisyon

N
e

Sekil 3.69. Mastikadienolik asit (PVSC-4) molekiiliiniin BChE enzimi iizerine etkisi
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P. vera sap etanol ekstresinin BChE enzim aktivitesi {izerine inhibisyon etkilerinin
belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢aligma bulgular Cizelge 3.41. ve Sekil 3.70.’
de 6zetlendi. Bu ¢izelge ve sekilden goriilecegi tizere etanol ekstresi de ancak yiiksek
konsantrasyonlarda (17,5-80 mg/mL) BChE enzim aktivitesi tizerine anlamli bir
inhibisyon etkisi gosterdi. Ekstrenin test edilen en yiiksek konsantrasyonu (80 mg/mL)

BChE enzim aktivitesini % 75,37 oraninda inhibe etti.

Cizelge 3.41. P. vera sap etanol ekstresinin BChE enzim aktivitesi tizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,341+0,006e
10 0,340+0,003e 0,29
12,5 0,339+0,003e 0,59
. 15 0,318+0,004de 6,75
Enzim + substrat + ekstre 175 0.248+0,004c 27 27
20 0,237+0,002¢ 30,50*
40 0,160+0,003b 53,08*
80 0,084+0,003a 75,37*

*Istatiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.
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Sekil 3.70. P. vera sap etanol ekstresinin BChE enzimi {izerine etkisi
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P. vera sap etanol ekstresinden kromatografik yontemlerle saflastirilan yeni molekiil
pistasionikasit (PVSE-1) molekiilinin BChE enzim aktivitesi {izerine inhibisyon
etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilan deneysel calisma bulgular1 Cizelge 3.42. ve
Sekil 3.71.” de sunuldu. Bu g¢izelgeden goriildiigii lizere etanol ekstresinin aksine
pistasionikasit (PVSE-1) molekiilinin 160 mg/mL’ lik konsantrasyonu, BChE
enziminin aktivitesini % 24,39 oraninda zayif bir sekilde azalttigi gozlendi. Cok daha
yiiksek konsantrasyonlarda ise ¢oziiniirlilk problemlerinden dolay1r ilave caligsmalar
yapilmadi. Bu sonuglar pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliine nazaran etanol ekstresinin

cok daha giiclii bir inhibitor oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.42. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliniin BChE enzimi tizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)

Enzim + substrat - 0,464+0,006a i
10 0,469+0,004a -1,08
12,5 0,457+0,004a 1,51

Enzim + substrat + PVSE-1 15 0,461+0,004a 0,65
17,5 0,448+0,006a 3,45
20 0,452+0,003a 0,61

Enzim + substrat - 0,328+0,004c -
40 0,326+0,002c 2,59
60 0,324+0,004bc 1,22
80 0,295+0,001b 10,06
160 0,248+0,002a 24,39*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine
gore istatiksel olarak farkl.
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Sekil 3.71. Pistasionikasit (PVSE-1) molekiiliiniin BChE enzimi tizerine etkisi
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P. vera sap etanol ekstresinden kromatografik yontemlerle saflastirilan inulobioz
(PVSE-2) disakkarit molekiiliiniin BChE enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin
belirlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alisma bulgular1 Cizelge 3.43. ve Sekil 3.72.°
de wverildi. Bu gizelge ve sekilden gorildigi tizere pistasionik asit (PVSE-1)
molekiiliiniin aksine inulobioz (PVSE-2) molekiilii BChE enzimine kars1 daha giiglii bir
inhibitor olarak davrandi. Ancak inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin inhibitor etkisi
etanol ekstresine gore daha diisiik diizeyde bulundu. Etanol ekstresi 80 mg/mL
konsantrasyonda BChE enzim aktivitesini % 75,37 oraninda (Cizelge 3.41. ve Sekil
3.70.) inhibe ederken, inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin ayni konsantrasyonun
inhibisyon etkisi % 32,28 oraninda tespit edildi (Cizelge 3.43. ve Sekil 3.72.).

Cizelge 3.43. Inulobioz (PVSE-2) disakkarit molekiiliiniin BChE enzimi iizerine etkisi

Uygulamalar Konsantrasyon Abs+SE % Inhibisyon
(mg/mL)
Enzim + substrat - 0,254-+0,005d )
20 0,253+0,008d 0,39
40 0,235+0,005d 7,48
Enzim + substrat + PVSE-2 60 0,206+0,002c 18,90*
80 0,172+0,011b 32,28*
160 0,097+0,004a 61,81*

*[statiksel olarak kontrolden (enzim + substrat) farkli (p<0,05). Satirlardaki farkli harfler Duncan testine

gore istatiksel olarak farkl.
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Sekil 3.72. inulobioz (PVSE-2) molekiiliiniin BChE enzimi iizerine etkisi
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BChE enzimine karsi hem ekstre hem de saf metabolitlerin farkli konsantrasyonlarda
degisik oranlarda enzim aktiviteleri sergiledikleri gézlendi. Enzim aktivitelerini kendi
aralarinda mukayese etmek tizere BChE enzimine kars1 inhibit6r 6zelligi sergileyen her

bir 6rnek igin ICsp ve 1Cyo degerleri belirlendi ve Cizelge 3.44.” de sunuldu.

Cizelge 3.44. BChE enzimine kars1 aktif uygulamalarin ICsg ve 1Cqg degerleri

Uygulama ismi ICso (Mg/mL) ICq0 (Mg/mL)
Neostigmin 0,06 0,10
Galantamin 0,33 0,93
Hekzan ekstresi 12,28 23,26
Kloroform ekstresi 15,20 21,84
Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2) 3,72 6,52
Tirukallol (PVSC-3) 73,96 131,94
Mastikadienolik asit (PVSC-4) 36,87 75,30
Etanol ekstresi 42,47 97,96
Pistasionik asit (PVSE-1) - -
Inulobioz (PVSE-2) 131,67 223,61

-:Aktif olmadigi igin degerler hesaplanmadi.
Cizelge 3.44.” den goriildiigii iizere test edilen ekstre ve saf metabolitlerin ¢ogu yiliksek
konsantrasyonlarda da olsa BChE enzimine karsi inhibitor olarak davrandilar. Bununla
beraber, diisiikk ICso ve 1Cqy degerlerine sahip olan 6rnekler daha gii¢lii inhibit6r olarak
degerlendirildi. Bu bilgiler 1s18inda test edilen 6rnekler arasinda en diisiik 1Cso Ve 1Cq
degerleri (IC50=3,72 mg/mL ve 1Cg=6,52 mg/mL) ile en iyi inhibitér olarak
Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) dikkat ¢ekmektedir. Mastikadienonik asit
molekiiliiniin izole edildigi kloroform ekstresi saf molekiiliin aksine daha biiyiik 1Cso Ve
ICq degerleri (1C50=15,20 mg/mL, 1Cg=21,84 mg/mL) ile daha zayif bir inhibitor
olarak davranmistir. Diger taraftan, etanol ekstresinin bu ekstreden saflastirilan
pistasionik asit (PVSE-1) ve inulobioz (PVSE-2) molekiillerinden ¢ok daha giiglii bir

inhibitor oldugu gozlendi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tibbi ve aromatik bitkiler igerdikleri etken maddeler bakimindan hastaliklarin
tedavisinde ve de baharat ve c¢esni olarak kullanilan bitkiler olarak tanimlanirlar.
Yiizyillar boyunca cevresel faktorler, savaslar ve dogal afetler gibi degisik etkenler
insanlarin bagisiklik sistemini zayiflatarak cesitli hastaliklara kars1 insanlar1 savunmasiz
birakmustir. Insanlar insanligin varolusundan beri sihir ve biiyii gibi dogaiistii olaylarin
yan1 sira Yaratilistan kaynaklanan aklini, arastirma ve Ogrenme becerilerini de
kullanarak c¢evresindeki hayvansal ve bitkisel droglarla da tedavi olma olanaklarim
arastirmiglardir. Bu dogal kaynaklarin igerisinde siliphesiz bitkiler en Onemli yeri
tutmaktadir (Tanker ve Sakar, 1991; Wagner ve Brad, 1996; Baytop, 1999; Tanker ve
Tanker, 1990; Ilisulu, 1992; Dewick, 2002). Bu diisiincelerden yola ¢ikilarak tibbi ve
aromatik bitkilerin degisik hastaliklarin tedavisinde kullanimi1 insanlik tarihinin
baslamas1 ile basladigi tahmin edilmektedir. Yazili kaynaklara gére M.O 3000
yillarinda hiikkiim stiren Stimer, Misir, Cin, Akad ve Asur Medeniyetlerinde tibbi
bitkilerin hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanildiklar1 bildirilmistir (Baytop,
1999; Tanker ve Tanker, 1990; Ilisulu, 1992; Dewick, 2002). Bitkilerin tedavi edici
etkileri ¢aresizlik aninda merak, gézlem ve arastirma sonucunda ortaya konmasina
karsin bazen de tesadiifen kesfedilmistir. Kazanilan bilgiler bazen sdylemlerle bazen de
yazili kaynaklarla daha sonraki donemlere aktarilmistir. Yillar gectikge insanlarin
bitkilerin farkli hastaliklara kars1 tedavi edici 6zellikleri hakkindaki bilgileri daha da
artmigtir. Giinlimiize daha yakin dénemlerde ise bitkiler beslenme, tat ve aroma verici,
istah agici, tedavi edici etkileri nedeniyle kiiltiire alinmis ve iiretimlerine gegilmistir

(Baytop, 1999; Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu, 1992; Dewick, 2002).

Insanlarin arastirma meraki ya da tesadiifi olarak yaptiklari bilimsel gozlemleri
sonucunda elde ettikleri bilgiler kusaktan kusaga aktarilarak modern tibbin ve tedavi
yontemlerinin gelismesine O6nemli katkilar saglamistir. (Baytop, 1999; Tanker ve
Tanker, 1990; Ilisulu, 1992). Tedavi amaciyla tibbi bitkilerin yaprak, kok, ¢icek, tohum,
kabuk, toprak iistii kisimlart ya da bitkinin tamami Kullanilmis ya da kullanilmaktadir.
Eski donemlerde bitkilerin tedavide kullanimi1 dekoksiyon, demleme, macun, krem ve
surup seklinde gerceklestirilmistir. Bitkilerin tedavi amacli kullanimlar1 oldukca genis

hastalik tiiriinii kapsamasina karsin genel olarak kan temizleyici, sakinlestirici (sedatif),
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hazmi1 kolaylastirici, idrar soktiiriicii ve artirict (diliretik), ter soktiiriicli, istah acici,
kanamay1 durdurucu (koagiilent), gaz giderici, spazm giderici, balgam soktiiriicii,
Oksiiriik giderici, agr1 kesici ve ates diisiiriicii (antipiretik), parazit disiiriici
(antihelmintik), nefes agici, mikrop oldiiriicii (antiseptik, antimikrobiyal), bocek kovucu
ve oldiiriicti (insektisidal), miisil, antiprotozoal, antiromatizmal olarak kullanilmalarinin
yant sira, astim, sitma, dizanteri, tifo, seker ve deri hastaliklarinin tedavisinde
kullanildiklarinda bildirilmistir (Baytop, 1999; Tanker ve Tanker, 1990; ilisulu, 1992).
Son ylizyilda kromatografik yontemler alanindaki gelismelere bagli olarak bitkilerin
sentezledikleri metabolitlerin izole edilmesi ve farmakolojik etkilerinin belirlenmesi
modern ila¢ teknolojisinin gelismesine Onemli katkilar saglamistir (Baytop, 1999;
Tanker ve Tanker, 1990; Ilisulu, 1992). Spektroskopik ydntemlerdeki gelismelere
paralel olarak saflastirilan metabolitlerin ve etken maddelerin kimyasal yapist detayl
olarak ortaya konmakta ve etken maddeler degisik formulasyonlarla ilag olarak
insanli@in hizmetine sunulmaktadir. Buna bagli olarak son iki yiizyil iginde bitkisel
kaynakli ilag¢ ve ila¢ aragtirmalar1 gegmis donemlere nazaran farkli bir yol izlemektedir

(Baytop, 1999; Tanker ve Tanker, 1990; Ilisulu, 1992).

Pistacia cinsi Anacardiaceae familyasina ait tohumlu bitkiler olup Asya, Avrupa, Afrika
ve Amerika kitalarinda yayilis gdsteren tiirlerdir. Ulkemizde de yaygin olarak yetisen en
onemli tiirleri P. vera, P. terebinthus ve P. lentiscus tiirleridir. P. vera meyvelerinden
dolayr Giineydogu Anadolu Bolgesinde kiiltiirli yapilan 6nemli bir tiirdiir. Bu agacin
meyveleri “Antepfistig1” ve “Samfistig1” gibi isimlerle bilinir ve tatlicilikta yaygin bir
kullanima sahiptir. Eczacilikta ayrica oksiiriik surubu yapiminda kullanilir. P. vera sicak
iklime ¢ok iyi adapte olmus olan Antepfistigi yetistiriciliginin en yaygin yapildigi
iilkeler sirastyla iran, ABD ve Tiirkiye’dir. Ulkemizde en ¢ok yetistirildigi iller ise

Sanlurfa, Gaziantep, Kilis, Siirt, Kahramanmaras, Adiyaman ve Diyarbakir’ dir.

Antep fistiginin meyve, yaprak ve reginesinin kimyasal bilesimi ve baz1 farmakolojik
aktiviteleri {izerine literatiirde dénemli oranda kayitlara rastlanmistir. Onceki ¢alisma
sonuglar1 ugucu yag bilesimi ve biyolojik aktiviteleri, yaprak, meyve ve kabuk kimyasal
bilesimi ve ekstre ve saf metabolitlerin farmakolojik 6zellikleri olarak {i¢ baglik altinda
toplanabilir. Antepfistiginin ekstre ve saf metabolitlerinin antioksidan, antienflamatuar,

yara iyilestirici, antimikrobiyal, hipoglisemik, noroprotetif (ndron koruyucu), agri
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azaltic1 (analjezik), ates diisiirlicii (antipretik), antilipoksigenaz, antilipaz, sitotoksik,
antiprotozoal, nefrokoruyucu, antiviral gibi ¢ok farkli farmakolojik O6zellikleri daha
onceki arastirma sonuglari ile ortaya konmustur (Ozcelik ve ark., 2005; Orhan ve ark.,
2006a; Ballistreri ve ark., 2009; Tomaino ve ark., 2010; Fathalizadeh ve ark., 2015;
Mirian ve ark., 2015; Gokdemir, 2016; Kilic ve ark., 2016; Ehsani ve ark., 2017;
Paterniti ve ark., 2017; Rauf ve ark., 2017; Koyuncu ve ark., 2018; Seifaddinipour ve
ark., 2018).

Antepfistiginin ekstre ve saf metabolitlerinin 6nemli farmakolojik aktiviteler gostermesi
bizi bu tiir lizerinde yeni farmakolojik 6zelliklerini aragtirmaya ve ortaya koymaya
yoneltti. Antepfistiginin hasadi esnasinda 6nemli bir atik madde olan, hos re¢ine kokulu
sap kismimin kimyasal bilesenleri ve farmakolojik o6zellikleri iizerinde ciddi bir
arastirmaya rastlanilmadi. Bu bilgiler 1s1ginda mevcut ¢alismada Antep fistiginin atik
sap kisimlarinin kimyasal bilesiminin ortaya konmasi hedeflendi. Hos kokulu Antep
fistig1 sap kisimlarinin aroma bilesenleri headspace GC-MS yontemi ile analiz edildi.
Headspace GC-MS analiz yontemi sap kismin 19 adet aroma bileseni igerdigini ve bu
aroma bilesenlerinin ana bilesenlerinin a-pinen (% 39,03), kamfen (% 18,36), B-pinen
(% 12,76), trisiklen (% 9,24), borneol asetat (% 4,62) ve kamfor (% 3,04) oldugunu
gosterdi. Headspace GC-MS analizine gore sap kisimlarin aroma maddelerinin
monoterpen hidrokarbon bilesenler bakimindan zengin oldugu ve monoterpen
hidrokarbon bilesenler aroma bilesenlerin % 85,60’ 1na karsilik geldigi goriilmektedir.
Sap kisimlarin hekzan ekstresinin aroma bilesenleri de ayrica GC-MS yontemi ile analiz
edildi ve analiz sonuglar kiigiik farkliliklar disinda ayni bilesenleri igerdgini gosterdi
(Cizelge 3.1). Hekzan ekstresi a-pinen (% 29,55), B-pinen (% 12,09), izositral (% 8,50),
kamfen (% 7,35), borneol asetat (% 6,41), limonen (% 4,73) ve kamfor (% 4,65) ana
aroma bilesenlerini icermektedir. Hekzan ekstresinde tespit edilen oksijenli monoterpen
isocitral bileseni headspace GC-MS yontemi ile tespit edilen aroma bilesenlerde tespit
edilmedi. Diger taraftan hekzan ekstresinin aroma bilesenleri de monoterpen
hidrokarbonlar bakimindan zengin olup toplam aroma bilesenlerin % 60,16’lik kismina
tekabiil etmektedir.

Literatiirde Antep fistiginin degisik kisimlarindan degisik yontemlerle elde edilen ugucu

yaglarin kimyasal bilesimlerinin GC ve GC-MS yontemleri ile analizi {izerine
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aragtirmalar mevcut olup bu arastirmalarda diinyanin degisik bolgelerinde yetisen P.
vera’ nin ugucu yaglarinin genellikle monoterpen hidrokarbon bilesenler olan a-pinen,
B-pinen, limonen, 3-karen, 4-karen, o-terpinolen ve mirsen bakimindan zengin
oldugunu géstermistir (Duru ve ark., 2003; Alma ve ark., 2004; Ramezani ve ark., 2004;
Tsokou ve ark., 2007; Chahed ve ark., 2008, 2012; Kalalinia ve ark., 2008; Kendirci ve
Onogur, 2011; Hashemi- Moghaddam ve ark., 2014; Mahmoudvand ve ark., 2016;
Smeriglio ve ark., 2017; D’Arrigo ve ark., 2019; Napoli ve ark., 2019). Cizelge 3.1 de
gorildiigli tizere mevcut ¢alisma sonuglart daha 6nceki ¢alisma sonuglari ile uyumlu
olup Antep fistiginin sézii gecen monoterpen hidrokarbon bilesenlerinin ¢ogu kez ana
oranda olup degisik oranlarda igerdigi goriilmektedir. Ornegin iilkemizde yetisen P.
vera reginesi ve yapraklarindan elde edilen hidrodestilasyon ugucu yaglarinin benzer
ana bilesenlere sahip olduklari iki ayr1 arastirma grubu Duru ve ark. (2003) ve Alma ve
ark. (2004) tarafindan ortaya konmus ve her iki ugucu yagin da ana bilesenler olarak o-
pinen (sirasiyla % 75,6 ve % 29,2), B-pinen (sirasiyla % 9,5 ve % 2,2), kamfen
(sirasiyla % 1,4 ve % 8,3) ve limonen (sirasiyla % 1,0 ve % 12,4) igerdigini
belirlemislerdir. Yine benzer sekilde Tirkiye’ de yapilan bir arastirmada Kendirci ve
Onogur (2011) sirastyla Uzun, Kirmizi, Halebi, Siirt ve Ohadi olarak siniflandirilan bes
farkli taze Antepfistigi varyetesinin ucgucu bilesenlerini SPME/GC-MS yontemiyle
incelemis ve tiim varyetelerin ana bilesenler olarak a-pinen (% 15,53-48,57), a-
terpinolen (% 1,66-3,06), limonen (% 3,15-30,04) ve mirsen (% 3,50-8,95) icerdigini
tespit etmislerdir. Kalalinia ve ark. (2008) tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada ise
Iran bolgesinde yetisen P. vera reginesi hidrodestilasyon ugucu yagi GC-MS ile analiz
edilmis ve ugucu yagin a-pinen, -pinen ve a-tujen ana bilesenlerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Onceki arastirma bulgular1 mevcut sonuglar ile tam bir uyum igerisinde olup
Antep fistig1 sap kisimlarinin hog aroma kokusunun a-pinen, B-pinen, limonen, 3-karen,
4-karen, a-terpinolen ve mirsen gibi monoterpen hidrokarbonlardan ileri geldigine igaret

etmektedir.

Antep fistiginin sap kloroform ekstresi iizerinde Kolon Kromatografisi, Ince Tabaka
Kromatografisi ve kristallendirme yontemlerini kullanarak yapilan izolasyon c¢aligmalari
ile PVSC-1, PVSC-2, PVSC-3 ve PVSC-4 olarak kodlanan toplam dort triterpen sinifi
metabolit saflastirildi. Saflastirilan bu molekiillerin kimyasal yapilari FT-IR, *H-NMR,
13C-NMR, 1D-NMR ve 2D-NMR yontemleri ile karakterize edildi. PVSC-1 ve PVSC-
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2 kodlu metabolitlerin spektroskopik verilerinin yorumlanmasi sonucu bu molekiillerin
ayn1 madde oldugu belirlendi. Bu nedenle Antep fistiginin kloroform ekstresinden
toplam ¢ adet triterpen siifi  molekiil saflastirildi ve kimyasal yapilari
mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2), tirukallol (PVSC-3) ve mastikadienolik
asit (PVSC-4) olarak karakterize edildi (Sekil 4.1). Bu molekiiller bilinen molekiiller
olup P. lentiscus, P. vera, P. terebinthus, P. atlantica, P. khinjuk gibi Pistacia tiirleri
igin (6zellikle regineleri i¢in) karakteristik triterpen sinifi molekiillerdir (Caputo ve ark.,
1978; Nicholson ve ark., 2011; Bozorgi ve ark., 2013; Vuorinen ve ark., 2015; Rauf ve
ark., 2017).

HO

2
%,
&

Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) Tirukallol (PVSC-3)

Mastikadienolik asit (PVSC-4)

Sekil 4.1. Sap kloroform ekstresinden saflastirilan molekiillerin kimyasal yapisi

Pistacia tiirlerinin 6zellikle regineleri dort- veya bes halkali triterpenler bakimindan
zengin tiirlerdir (Bozorgi ve ark., 2013; Rauf ve ark., 2017). Mastikadienonik asit
(PVSC-1 ve PVSC-2), mastikadienolik asit (PVSC-4), moronik asit, oleanolik asit,
ursonik asit ve bu asitlerin tiirevleri, dammaradienon, tirukallol (PVSC-3), B-amirin ve
lupeol gibi dort ve bes halkali triterpen sinifi maddeler (Sekil 4.2.) P. lentiscus, P.
terebinthus ve P. atlantica reginesinde tespit edilmistir (Assimopoulou ve ark., 2005;

Assimopoulou ve Papageorgiou, 2005; Sharifi ve Hazell, 2012; Bozorgi ve ark., 2013;
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Rauf ve ark., 2017). Mevcut ¢alismada ise regine i¢eren meyve sap kisimlarindan dort
halkal1 triterpenlerden mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2), mastikadienolik asit
(PVSC-4), tirukallol (PVSC-3) gibi tirukallan iskeleti igeren molekiiller saflastirild
(Sekil 4.1). Moronik asit, ursonik asit, oleanolik asit gibi triterpenler (Sekil 4.2) ise
saflastirilamadi veya ornekte bulunamadi. Ciinkii kromatografik yontemlerle izolasyon
calismalarimiz sirasinda bazi triterpen tipi maddelerin yakin polaritelerinden dolay1

kromatografik yontemlerle birbirinden ayrilamadi.

Tirukallan iskeleti Dammaradienon
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Oleanolik asit B-amirin

Sekil 4.2. Pistacia tiirlerinden izole edilen diger triterpenlerin kimyasal yapisi
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Bununla beraber, Antep fistiginin sap hekzan ekstresinin keskin aroma kokusunu veren
ucucu bilesenler ekstrede diisiik oranda bulunup ekstrenin daha ziyade yukarida sozii
gecen triterpen bilesenler bakimindan zengin oldugu mevcut ¢caligmada belirlendi. Hem
hekzan ekstresi, hem de kloroform ekstresi ITK’da hekzan-EtOAc (8:2) kontrol edildi
ve Rf degerlerine gore ayni maddeleri igerdigi tespit edildi (Sekil 4.3). Hekzan
ekstresinde ayrica bir ¢oken madde saflastirildi ve saflastirilan  maddenin
mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2) oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.3. Hekzan ve kloroform ekstrelerinin ITK sonuglar

Antep fistiginin sap kisminim etanol ekstresi iizerinde Kolon Kromatografisi ve Ince
Tabaka Kromatografisi yontemleri ile PVSE-1 ve PVSE-2 olarak kodlanan toplam iki
metabolit saflagtirildi. Saflastirilan bu molekiillerin kimyasal yapilar1 FT-IR, *H-NMR,
BC-NMR, 1D-NMR ve 2D-NMR vyéntemleri ile pistasionik asit (PVSE-1) ve
inulobioz (PVSE-2) olarak karakterize edildi (Sekil 4.4). Pistasionik asit (PVSE-1)
molekiilii literatiir i¢in yeni bir molekiil iken, inulobioz (PVSE-2) difruktan disakkariti
ilk kez bu ¢alismada P. vera tiiriinden izole edildi. inulobioz (PVSE-2) disakkarit
molekiilii baz1 baharat bitkilerinin yan1 sira bir ¢ok bitki tiirlinde daha yaygin olarak
bulunan bir molekiildiir (Ishiguro ve ark., 2011; Jan Mei ve ark., 2010; Fujishima ve
ark., 2009). Inulobioz (PVSE-2) Artemisia absinthium (aci pelin otu, pelin otu)
bitkisinin yapraklarmin ve Artemisia dracunculus (tarragon, tarhun) bitkisinin

koklerinin de 6nemli bir bilesenidir (Ishiguro ve ark., 2011).
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Pistasionik asit (PVSE-1) molekiiliiniin FTIR spektrumunda (Sekil 3.25) 3334,96 cm™?
deki fazla sayida —OH grubundan ileri gelen ¢ok kuvvetli absorbans bandi da molekiiliin
polar bir oligosakkarit molekiilii olabilecegini gostermektedir. Molekiildeki fazla
sayidaki C-O titresim band1 1050,98 cm™ de kuvvetli bir bant olarak gozlemlenirken,
C=0 titresim band1 ise 1697,93 cm™’de biraz daha zayif bant olarak gozlemlendi
(Erdik, 1998; Fessenden ve Fessenden, 2001). Pistasionik asit (PVSE-1) molekiiliiniin
'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.26) 6=3-5 ppm araligindaki kalabalik sinyaller de
molekiiliin bir oligosakkarit oldugunu dogrulamaktadir. Diger taraftan 0=6,56 ppm deki
s sinyal ile 0=1,99 ppm ve 0=2,40 ppm civarindaki iki ayr1 d (J=17,69 Hz ve J=11,86
Hz) sinyal oligosakkarit molekiiliiniin shikimic asit tiirevi oldugunu gostermektedir.
PVSE-1 molekiiliiniin sudaki ¢ozeltisinin pH degerinin 2,56 olarak Olgiilmesi de
molekiiliin asidik karakterli olduguna delil olusturmaktadir. Pistasionik asit (PVSE-1)
molekiiliiniin shikimic asit tiirevi oldugu molekiilin **C-NMR spektrumunda (Sekil
3.27) 0=168,6 ppm (C-7), 0=138,9 ppm (C-2), 0=129,0 ppm (C-1) ve 6=30,4 ppm’de
(C-6) gozlenen C sinyalleri ile de uyumludur. Pistasionik asit (PVSE-1) molekiiliiniin
'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.26) =4,27 ppm ve 6=4,91 ppm’de iki adet anomerik H
atomlarina ait sinyal gozlemlenmistir. Anomerik H atomlarina ait 6=4,27 ppm ve
0=4,91 ppm’de gozlenen iki d sinyal i¢in etkilesme sabitleri sirasiyla J=7,80 Hz ve
J=2,96 Hz olarak hesaplandi. Etkilesme sabitlerinden monosakkaritin kuvvetli ihtimal
glikoz oldugu ve birinin a- bagi digerinin ise - bag: ile baglandig1 sonucu ¢ikarildi.
Pistasionik asit (PVSE-1) molekiiliiniin **C-NMR spektrumunda (Sekil 3.27) 6=104,5
ppm, 0=102,2 ppm ve 0=98,4 ppm’de gozlenen ii¢ adet kuarterner C sinyali bizde
molekiiliin ii¢ adet fruktoz birimi igerdigi diislincesini olusturdu. Glikoz birimlerine ait
anomerik C sinyaller ise 6=97,1 ppm ve 0=92,5 ppm’de gozlemlendi. Pistasionik asit
(PVSE-1) molekiiliinin DEPT-135 ve DEPT-90 *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.28)
molekiilde sekiz adet metilen (-CH»-) ve degisik siddetlerde yirmi adet metin (-CH-)
sinyali gozlemlenmesi verisine dayanarak molekiiliin iki glikoz birimi ii¢ adet de
fruktoz birimi igerdigi sonucuna varildi. Molekiiliinin ‘H, *H-COSY spektrumunda
(Sekil 3.29) 6=6,55 ppm’deki sinyalin (H-2), 6=1,99 ppm ve 6=2,40 ppm deki shikimic
asitin H-6 atomlarina ait sinyallerin yan1 sira 0=4,27 ppm’deki anomerik H atomuna ait
sinyal ile zayif korelasyonu (uzak bag etkilesimleri) glikoz biriminin shikimic asitin ii¢

nolu C atomundan - bag: ile baglandigin1 gdstermektedir. Literatiirde oligosakkarit
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smifi bilesiklerin yapisinda bulunan D-fruktoz monosakkarit birimlerinin birbirine
genellikle 1—2 pozisyonunda, D-glikoz ve D-galaktoz gibi monomer birimlerinin ise
1—4 pozisyonunda baglandigi bildirilmistir (Calub ve ark., 1990; Yun ve ark., 1997;
Fujishma ve ark., 2009; Jan Mei ve ark., 2010). Bu bilgiler 1s18inda molekiildeki D-
fruktoz monosakkarit Dbirimleri birbirine 1—2 pozisyondan baglanmis olacagi
disiiniildii. Pistasionik asit (PVSE-1) molekiiliiniin DNS testinde konsantrasyon artisina
bagli olarak renk siddetindeki artis molekiiliin indirgen bir seker olduguna delil
olusturmaktadir. Ancak mevcut spektroskopik veriler monosakkarit birimlerinin
birbirine tam baglanma pozisyonlarini belirlemede yetersiz kaldigindan tahmini bir yap1

Onerilmistir (Sekil 4.4).

HO

B-glikoz

/— a—glikoz

O,

HO
OH

Inulobioz (PVSE-2)

Sekil 4.4. Sap etanol ekstresinden saflastirilan molekiillerin kimyasal yapisi
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Enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi hastalik taniminda olduk¢a 6nemli bir siiregtir ve bu yolla
pek cok kalitsal bozuklugun tanist konulabilmekte ve hastaligin gelecegi ile ilgili
bilgiler elde edilebilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010; Onat ve Emerk, 1996).
Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin degisik etkenlerle azaltilmasi
veya tamamen durdurulmasi olayina inhibisyon ad1 verilir. Enzim inhibisyonu, biyolojik
sistemlerde basli basina bir kontrol mekanizmasi olusturdugundan bir¢ok ilag veya
toksinler etkilerini bu yol iizerinden gosterirler. Inhibitdrler hem enzim etki
mekanizmalarinin, hem de metabolik yollarin aydinlatilmasinda olduk¢a ©Onemli
araglardir (Keha and Kiifrevioglu, 2010; Sunguroglu, 2014). Diyabetes mellitus veya
diyabet hem insiilin iiretimi yetersizligi hem de insiiline direngten kaynaklanan ve de
yiiksek kan glikoz diizeyi ile karakterize edilen yaygin kronik bir hastalik olarak bilinir
(Ceylan, 2015). Diyabet ekonomik gelisme ile beraber beslenme diizenindeki degisime
bagli olarak diinyada her gecen giin artan bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Diyabet hastalarinin biiyiik bir ¢ogunlugu (% 80-90) insiiline bagli olmayan tip 2
diyabet hastalart olup etiyolojisinde insiilin direnci esastir. Ancak insiilin direnci
olmayan hem tip 1 hem de tip 2 diyabet hastaliginda nefropati, ateroskleroz ve iskemik
kalp hastaliklarinin riskinin daha fazla oldugu iyi bilinmektedir (Bayraktar, 2001;
Mazzone ve ark., 2008; Ceylan, 2015.). Giiniimiizde Tip 2 diyabet tedavisinde en
yaygin yaklagim sindirim sistemindeki iki onemli enzim olan a-glikozidaz ve a-amilaz
enzimlerinin inhibisyonu sonucu beslenme sonrasi hiperglisemiyi azaltmaktir (Laube,
2002; Singh ve ark., 2010; Caligskan, 2011; Ceylan, 2015; Laube, 2002; Ceylan, 2015).

Antep fistig1 sap kisimlarinin antidiyabetik potansiyelini ortaya koymak {izere mevcut
calismada meyve sap kisimlarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etanol ekstreleri
ile bu ekstrelerden saflastirilan mastikadienonik asit (PVSC-1 ve PVSC-2), tirukallol
(PVSC-3), mastikadienolik asit (PVSC-4), pistasionik asit (PVSE-1) ve inulobioz
(PVSE-2) molekiillerinin a-glikozidaz ve a-amilaz enzim aktivitesi {izerine etkileri in
vitro sartlarda test edildi. Tim test edilen reaktiflerin antidiyabetik 6zelligi diyabet
tedavisinde kullanilan akarboz ila¢ etken maddesinin antidiyabetik 6zelligi (Bayraktar,
2001) ile mukayese edildi. Uygulanan tiim ekstreler ve saf metabolitler konsantrasyon
artisina bagli olarak degisik konsantrasyonlarda a-glikozidaz enziminin aktivitesi
lizerine degisik oranlarda anlamli inhibisyon etkileri sergiledi. Test edilen diger tiim

ekstreler ve saf metabolitler akarboza nazaran daha diisiik konsantrasyonlarda
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inhibisyon etkisine sahiplerdi. Akarboz ilag etken maddesi 5-80 mg/mL konsantrasyon
araliginda a-glikozidaz enziminin aktivitesini % 37,37-89,65 araliginda inhibe etti. Saf
maddelerin ve ekstrelerin a-glikozidaz enzimine karsi inhibisyon etkinligini kendi
aralarinda mukayese etmek icin ICso ve 1Cq degerleri hesaplandi (Cizelge 3.12). Diisiik
ICs0 veya ICqy degerleri yiiksek inhibisyon etkiyi gostermektedir. Bu degerlere gore en
etkin 6rnekler olarak ekstreler arasinda 0,09 mg/mL ICsq degeri ile hekzan ekstresi, saf
metabolitler arasinda ise 0,03 mg/mL ICsy degeri ile mastikadienolik asit (PVSC-4)
belirlendi. Bununla beraber kloroform ekstresinin (1C5,=0,98 mg/mL), mastikadienonik
asit (PVSC-1 ve PVSC-2) (IC5=0,13 mg/mL) ve tirukallol molekiilin (PVSC-3)
(IC50=1,07 mg/mL) akarboza (IC5,=10,30 mg/mL) gore ¢ok daha etkin reaktifler oldugu
gozlendi. Mevcut arastirmada, ayrica kloroform ekstresi ile bu ekstreden saflagtirilan saf
metabolitlerin birbirine yakin inhibisyon etkilerine sahip olduklar1 tespit edildi. Diger
taraftan, cok etkin olan hekzan ekstresinin de kloroform ekstresi ile ITK analizine gore
sadece miktarlar1 farkli olmak iizere aynm1 maddeleri icerdigi tespit edildi (Sekil 4.3).
Etanol ekstresi (IC5=0,52 mg/mL) ile bu ekstreden saflastirilan pistasionik asit (PVSE-
1) (ICs0=4,44 mg/mL) ve inulobiozun (PVSE-2) (IC5,=1,87 mg/mL) ICs, inhibisyon
degerleri dikkate alindiginda etanol ekstresinin saf metabolitlerden daha aktif oldugu
gorinmektedir. Bu durum ekstrede bulunan diger minér metabolitlerin bu enzime kars1
aktif oldugunu ya da metabolitler arasinda sinerjik bir etkilesimin oldugunu
gostermektedir. Bu verilere dayanarak mevcut calismadaki test edilen tiim ekstre ve
metabolitlerin antidiyabetik 6zelliginin a-glikozidaz inhibisyonu agisindan akarbozdan
daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bizim ¢alisma sonuglarimiza benzer olarak Uddin ve
ark. (2012) yaptiklar1 ¢aligmada mastikadienonik asitten (PVSC-1 ve 2) kimyasal yap1
bakimindan sadece bir ikili bagin pozisyonunun degistigi izomeri pistagremik asidin
(isomastikadienonik asit) a-glikozidaz enzimine karsi gii¢lii bir inhibitér oldugunu
belirlediler. Vuarinen ve ark. (2015) antidiyabetik olarak kullanilan P. lentiscus
recinesinden (mastic) (Triantafyllou ve ark., 2007) saflastirilan mastikadienonik
(PVSE-1 ve 2) ve izomastikadienonik asitin diyabet tedavisinde onemli olan 11p-

hydroksisteroid dehidrogenaz 1 enziminin segici inhibitorleri oldugunu rapor ettiler.

a-Glikozidaz enzim aktiviteleri ¢aligmalarinda oldugu gibi hekzan ekstresi hari¢ diger
ekstre ve tiim metabolitler o-amilaz enzimin aktivitesini degisik oranlarda

konsantrasyona bagimli olarak inhibe ettikleri gézlendi. Bununla beraber, aktif olan
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ekstre ve saf molekiiller a-glikozidaz enziminin aksine a-amilaz enzimini daha yiiksek
konsantrasyonlarda inhibe ettikleri belirlendi. P. vera sap hekzan ekstresi ise inhibisyon
etkisinin aksine aktivasyon etkisi sergileyerek a-amilaz enziminin aktivitesini artirdi.
ITK analizine gore kloroform ekstresi ile benzer kimyasal bilesime sahip olan hekzan
ekstresinin o-amilaz enzimini aktive etmesi ilging bir sonu¢ olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu durum ekstredeki diger mindr ve de farklit maddelerin majér maddelerle
sinerjik veya antagonisttik etkilesimlerine atfedilebilir. Mevcut ¢alisma sonuglar1 ayrica
antidiyabetik ila¢ etken maddesi akarbozun a-amilaz enzimine karsi a-glikozidaz
enzimine gore ¢ok daha giiclii bir inhibitdr oldugunu gosterdi. Saf molekiillerin ve
ekstrelerin o-amilaz enzimine karsi inhibisyon etkinligini kendi arasinda mukayese
etmek lizere ICsyp ve 1Cqy degerleri hesaplandi (Cizelge 3.22). Cizelge 3.22’den
goriildiigli iizere a-amilaz enzimine karst en diisiik 1Cso degeri antidiyabetik ila¢ etken
maddesi akarboz igin (IC50=0,07 mg/mL) belirlenirken, ekstre ve saf metabolitler
arasinda ise 1Cs0=5,17 mg/mL ile etanol ekstresi i¢in sonra da 1Cs=7,58 mg/mL ile
tirukallol (PVSC-3) molekiilii i¢in tespit edildi. Etanol ekstresinden saflastirilan
pistasionik asit (PVSE-1) molekiilii 1C50=7,35 mg/mL ile o-amilaza karsi etanol
ekstresine gore (ICs50=5,17 mg/mL) daha zayif bir inhibitor olarak davrandi. Mevcut
calisma sonuglar1 ayrica sap kloroform ekstresine (IC5,=55,89 mg/mL) nazaran bu
ekstreden saflastirilan mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2) (1C5=39,45 mg/mL),
tirukallol (PVSC-3) (ICs0=7,58 mg/mL) ve mastikadienolik asit (PVSC-4) (1C5,=8,22
mg/mL) gibi saf metabolitlerin daha diisiik ICsp degerleri ile daha aktif oldugunu
gosterdi. Bu sonuglar ekstre ile ekstrelerdeki metabolitlerin farkli biyolojik aktivite
sergileyebileceklerini  gostermekte olup  bilimsel ¢alismalarda  ekstrelerdeki
metabolitlerin saflagtirilarak aktivite caligmalarinin yapilmasi gerektiginin Onemine
isaret etmektedir. Yapilan literatiir taramalarina gore Pistacia tiirleri ekstre ve saf
metabolitlerinin a-amilaz enzimine kars1 inhibisyon etkileri {izerine sinirli sayida bir
kayda rastlanmis olup s6z konusu calismalarda genellikle ekstreler test edilmis ve etken
maddeler saflastirilarak test edilmemistir (Hamdan ve Afifi, 2004; Kasabri ve ark.,
2011, Foddai ve ark., 2015; Kilic ve ark., 2016; Mehenni ve ark., 2016; Ben Ahmed ve
ark., 2018; Noguera-Artiaga ve ark., 2018). Bu yonii ile mevcut sonuglar literatiir igin

yeni bilgiler igermektedir.
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Alzheimer ileri yastaki insanlarda karsilasilan bir beyin hastaligi olup diinyada 20
milyona yakin insanin Alzheimer hastaligindan muzdarip kisi oldugu tahmin
edilmektedir. Norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer hastaliginin goriilme sikligi,
yas ile orantili olarak artmaktadir. Alzheimer hastaliginda beynin bazi boélgelerindeki
hiicrelerin yavas yavas kaybolmasi sonucu hafiza, konusma, insanlari tanima gibi
fonksiyonlar zayiflar ve kisilerde davranis bozukluklar1 goriilmeye baslar (Aynaci, ve
ark., 2014). Alzheimer hastalifinin diger bir sebebinin de, beyindeki kolinerjik kayip
oldugu gosterilmistir. Kolinerjik kavsak ve sinapslardan salinan asetilkolin miktarinin
Alzheimer hastalarinda azaldiginin saptanmasi ile, 1970’lerde asetilkolini hidroliz
yoluyla pargalayan bir enzim olan AChE inhibe edilerek asetilkolin miktarinin
artirilmasi seklinde bir tedavi yolu ortaya konmustur (Francis ve ark. 1999; Quinn,
1987). Son zamanlarda yapilan arastirmalarda, BChE miktarinin da AChE gibi
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde normal beyinlerden daha fazla oldugu belirlenmistir
(Massouile ve ark., 1993). AChE enzimi, viicutta merkezi ve periferal, kolinerjik ve
adrenerjik, sinir ve kas dokusunda, eritrositlerde ve plasental dokuda; BChE enzimi ise
karaciger ve plazma dahil bir ¢ok doku ile merkezi ve periferik sinir sisteminde daha
yaygin olarak bulunmaktadir (Quinn, 1987). Dolayisiyla, BChE enziminin
inhibisyonunun da asetilkolinesteraz inhibe eden ilaglarla dogrudan ilgili olabilecegi
diistiniilmiis ve takrin, huperzin A, donepeil, rivastigmin, neostigmin, galantamin gibi
kolinesteraz inhibitorleri 1990°‘lardan itibaren Alzheimer hastaliinin tedavisinde

kullanima sunulmustur (Aynaci ve ark., 2014; Tiirkoglu ve Giiloglu, 2004).

Diger taraftan bilim diinyasinda yeni kolinesteraz enzim inhibitdrlerinin bulunmasina
yonelik bilimsel ¢alismalar hala artarak devam etmektedir. Bu baglamda mevcut
calismada P. vera sap kismindan elde edilen hekzan, kloroform ve etanol ekstreleri ile
kloroform ve etanol ekstrelerinden elde edilen mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2),
tirukallol (PVSC-3), mastikadienolik asit (PVSC-4), yeni molekiil pistasionik asit
(PVSE-1) ve inulobioz disakkarit molekiilii (PVSE-2) hem AChE hem de BChE enzim
aktiviteleri tlizerine inhibisyon etkilerini belirlemek iizere test edildi. Ekstreler ve saf
molekiillerin inhibisyon etkileri ticari kolinesteraz enzimleri inhibitorleri olan
neostigmin ve galantamin molekiilleri ile ayrica mukayese edildi (Karuncula, 2013;
Obara ve ark., 2017; Saeed ve ark., 2017; llie ve ark., 2018). Kolinesteraz enzim

inhibitorleri neostigmin ve galantamin disiik konsantrasyonlarda (0,25-5 mg/mL)
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AChE enzimini % 42,92-91,25 oraninda inhibe ettikleri belirlendi. Diger taraftan, P.
vera sap hekzan ve kloroform ekstreleri diisilk konsantrasyonlarda (0,1-10 mg/mL)
etkisiz iken daha yiiksek konsantrasyon araliginda (20-160 mg/mL) % 25,14-91,16
oraninda inhibisyon etkileri sergiledikleri tespit edildi. Sap etanol ekstresi ve bu
ekstreden saflastirilan pistasionik asit (PVSE-1) ve inulobioz (PVSE-2) 10-80 mg/mL
konsantrasyon araliginda dahi AChE enzimine kars1 aktif olmadig1 gozlendi. Etkin saf
molekiillerin ve ekstrelerin AChE enzimine kars1 inhibisyon etkinligini kendi aralarinda
mukayese etmek tizere ICsq ve ICqyy degerleri hesaplandi (Cizelge 3.33). Bu ¢izelgeden
goriilecegi tizere neostigmin ve galantamin igin ICsy degerleri sirasiyla 0,41 mg/mL ve
1,08 mg/mL olarak belirlendi. Diger taraftan hekzan ve kloroform ekstreleri ile saf
metabolitler i¢in ICsq degerleri yiiksek olup 42,55-96,92 mg/mL araliginda tespit edildi.
Saf metabolitler arasinda en aktif molekiiliin IC5,=42,55 mg/mL ile tirukallol (PVSC-3)
oldugu gozlendi. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2) ve mastikadienolik asit (PVSC-
4) i¢in ICsq degerleri sirasiyla 71,49 mg/mL ve 63,27 mg/mL olarak hesaplandi. Benzer
ancak farkli oranlarda ayni bilesikleri i¢eren hekzan ve kloroform ekstreleri kendi
arasinda mukayese edildiginde kloroform ekstresinin daha diisiik ICso degeri ile
(IC50=65,86 mg/mL) hekzan ekstresine gore (1C50=96,92 mg/mL) daha aktif oldugu
belirlendi (Cizelge 3.33).

AChE enziminin aksine BChE enzimi hem pozitif kontrol olarak kullanilan neostigmin
ve galantamin molekiillerine hem de P. vera sap ekstreleri ile kloroform ve etanol
ekstrelerinden saflagtirilan metabolitlere daha hassas bir enzim olarak davrandi.
Beklenildigi gibi neostigmin ve galantamin molekiilleri ¢ok diisiik konsantrasyon
araliginda (0,05-1 mg/mL) dahi BChE enziminin aktivitesini % 29,0-93,84 oraninda
azalttig1 gozlendi. Diger taraftan P. vera sap ekstreleri ve ekstrelerden saflagtirilan saf
metabolitler daha yiiksek konsantrasyon araliginda (5-160 mg/mL) BChE enzimine
kars1 degisik oranlarda inhibisyon etkisi sergilediler. Etkin saf molekiillerin ve
ekstrelerin BChE enzimine karsi inhibisyon etkinligini kendi aralarinda mukayese
etmek tizere ICsg Ve 1Cqyg degerleri hesaplandi (Cizelge 3.44). Bu cizelgeden goriilecegi
tizere ekstreler ve saf metabolitler BChE enzimine karsi AChE enzimine nazaran daha
diisiik ICsp degerleri ile daha aktif olduklar1 agik¢a goriinmektedir. Ekstre ve saf
metabolitler i¢in ICsq degerleri 3,72-131,67 mg/mL araliginda belirlendi. Ekstre ve saf

metabolitlerin 1Csy degerlerine gore BChE enzimin aktivitesinin azaltilmasina yonelik
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en etkin uygulamanin ICs=3,72 mg/mL ile mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2)
molekiiliiniin oldugu goriinmektedir. Mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2) harig
kloroform ekstresi diisiik ICso degeri ile (IC50=15,20 mg/mL) bu ekstreden saflastirilan
metabolitlere gore daha iyi bir inhibitor oldugu dikkat ¢ekmektedir. Diger bir dikkat
ceken sonug ise kloroform ekstresinden saflagtirilan diger metabolitlere gére AChE
enzimine karsi en etkin olan tirukallol (PVSC-3) molekiiliiniin BChE enzimine karsi
daha az etkin bir inhibitér olmasidir. Bununla beraber BChE enziminin aktivitesine
kars1 etanol ekstresi ile bu ekstreden saflastirilan pistasionik asit (PVSE-1) ve inulobioz
(PVSE-2) molekiillerinin inhibitér 6zellikleri mukayese edildiginde ekstrenin 42,47
mg/mL 1Cso degeri ile daha iyi bir inhibitor oldugu goriinmektedir (Cizelge 3.44). Bu
durum ekstredeki saflastirilamayan diger metabolitlerden ya da ekstredeki bilesenler
arasindaki sinerjik ve antagonisttik etkilesimler ile aciklanabilir. Mevcut sonuglar ayrica
bize biyolojik aktivite ¢alismalarinda ekstre ve ekstredeki saf metabolitlerin farkl

ozellik sergileyebilecegini acik¢a gostermektedir.

Baz1 Pistacia tiirlerinin ve bu tiirlerden izole edilen bazi metabolitlerin kolinesteraz
enzimleri lizerine inhibisyon etkilerini belirlemeye yonelik literatiirde bazi bilimsel
makalelere rastlanmistir (Jazayeri ve ark., 2014; Kilic ve ark., 2016; Ammari ve ark.,
2018; Zahoor ve ark., 2018). Jazayere ark. (2014) yaptiklari ¢alismada Iran’da
geleneksel tipta kullanilan bir ¢ok bitkinin yani sira P. vera bitkisinin metanol-su (1:1)
ekstresinin de antikolinesteraz ozelligi bakimindan arastirmis ve ekstrenin zayif bir
inhibitér oldugunu bildirmislerdir. Ammari ve ark. (2018) P. lentiscus yaginin
lipopolisakkaritlerce uyarilmis beyin hasarina karsi neroprotektif 6zelligini arastirmis ve
yagin karacigerde kolinesteraz enzimlerinin diizeyini azalttigin1 rapor etmislerdir.
Zahoor ve ark. (2018) P. integerrima tiiriiniin etil asetat ekstresinin AChE ve BChE
enzimlerini sirasiyla % 80,80 ve % 82,56 oraninda inhibe ettiini bulmuslardir. Bu
calismalarin yani1 sira P. vera’ nin kabuk metanol ekstresinin AChE enziminin
aktivitesine karsi dikkate deger bir inhibitor etki sergiledigi literatiirde kayit altinda
alimmustir (Kilic ve ark., 2016). Sozii gecen tiim ¢aligmalarda P. vera’ nin sap kisimlari
calisilmamig olup sap kisimdan elde edilen ekstrelerin ve bu ekstrelerden saflastirilan
masticadenonic asit (PVSC-1 ve 2), tirukallol (PVSC-3), mastikadienolik asit (PVSC-
4), yeni molekiil pistasionik asit (PVSE-1) ve inulobioz (PVSE-2) saf metabolitlerinin
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AChE ve BChE enzimlerine karst inhibitdr etkileri ilk defa bu calismada ortaya

konmustur.
Sonug olarak bu ¢aligma ile literatiire asagida bahsi gegen onemli katkilar saglanmastir:

» P. vera sap kisimlarmin kimyasal bilesimi kromatografik ve spektroskopik
yontemlerle ilk defa bu ¢alisma ile aragtirilmis ve bu kisimlarin ana bilesenler
olarak tirukallan iskeleti i¢eren mastikadienonik asit (PVSC-1 ve 2), tirukallol
(PVSC-3), mastikadienolik asit (PVSC-4) i¢erdigi tespit edilmistir.

» P. vera sap kisimlarindan polar yapili pistasionik asit (PVSE-1) olarak
adlandirilan yeni bir molekill izole edilmis ve kimyasal yapist kismen

karakterize edilmistir.

> Inulinin hidrolizi ile sentezlenen inulobioz bébregin normal ¢alisip ¢alismadigini
belirlemek tizere medikal uygulamalarda glomeriiler siizme hiz1 testi (GFR) i¢in
kullanilan bir molekiil olup P. vera bitkisinde ilk defa bu ¢alismada izole edilmis

ve kimyasal yapis1 karakterize edilmistir.

» P. vera sap kisimlarindan elde edilen ekstre ve saf metabolitler ilk defa bu
caligmada dort farkli enzime (a-glikozidaz, a-amilaz, AChE ve BChE) kars test
edilerek antidiyabetik ve antikolinesteraz 6zellikleri ortaya konmustur. Calisma
sonuglar1 ekstre ve metabolitlerin a-glikozidaz enziminin aktivitesi lizerine ¢ok
giicll, a-amilaz enzimi aktivitesi lizerine ise orta derecede inhibitér oldugunu
gostermistir. Bu sonucglar P. vera sap kisimlarinin hem ekstreler hem de saf
metabolitlerinin  antidiyabetik ajanlar olarak kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir. Ancak hem ekstreler hem de saf metabolitlerin antidiyabetik
ozelligi, giivenilirligi ve toksisitesi yeni bilimsel caligmalarla ortaya konmalidir.
Bu yonii ile mevcut ¢alisma sonuglart yeni projelere ve arastirma konularina

basamak olusturmaktadir.

» Mevcut calisma sonuglart ekstreler ve ekstrelerden saflastirilan  saf

metabolitlerin farkli 6zellikler sergileyebildigini ekstredeki bilesenler arasinda
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sinerjik ve antagonisttik etkilesimlerin olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle
bilimsel caligmalarda ekstrelerin biyolojik aktivitelerinin yanm sira ekstredeki
bilesenlerin kromatografik yontemlerle saflastirilmasi, kimyasal yapilarinin
spektroskopik yontemlerle karakterize edilmesi ve saf molekiillerin biyolojik

aktivitelerinin arastirilmast 6nem arz etmektedir.

Mevcut c¢alisma  sonuclart  ekstrelerin @ ve  metabolitlerin  diisiik
konsantrasyonlarda inhibitér olarak davranmazken, yiiksek konsantrasyonlarda
inhibitér olarak davrandigini gdstermistir. Bu durum mevcut calismada
kolinesteraz enzimleri i¢in belirgin olarak gézlemlenmistir. Bu sonuglar yiiksek
konsantrasyon veya dozlarda kimyasal maddelerin toksik ozellikler

gosterebilecegine isaret etmektedir.
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