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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

ViCcid CRACCA L.’ NiN BAZI METABOLIK ENZIMLER UZERINE
INHIBITOR POTANSIYELININ BELIRLENMESI VE BiYOAKTIF
BILESIKLERININ ANALIZi

Fatma SAVAS

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Ziileyha ALMAZ

V. cracca L. geleneksel ilag tedavisinde onemli potansiyele sahip bir bitkidir. Baklagiller
ailesinden olan bu bitkinin diger tiirleri ile bir¢ok calisma yapilmis ve veriler literatiire sunulmus
olmasina ragmen V. cracca L. bitkisi yeterince arastirilmamustir. Bu c¢alismada, farkli
coziiciilerle ekstraksiyonlar1 yapilan V. cracca L. bitkisinin LC-MS/MS ve QTOF-LC/MS
analizleri yapilarak fitokimyasal bilesikleri ve bunun yaninda enzim inhibitor etkileri tespit
edilmistir. Bitki ekstraklarmin igerik analiz sonuglari incelendiginde toplamda en fazla fenoligin
etanol ekstratlarinda oldugu anlagilmistir. Etanol, aseton ve su ekstratlarinin igeriklerinde sirasiyla
en fazla siyanidin-3-o-glikozit, kerasiyanin klorid ve naringin oldugu belirlendi. Ayrica bitkinin
enzim inhibitdr 6zellikleri kolinesterazlar (AChE ve BChE) ve ksantin oksidaz’a (XO) karsi test
edildi. Elde edilen sonuglara gore, Oziitlerin AChE ve BChE enzimlerine karsi inhibisyon
kapasiteleri incelendiginde bitkinin dal ekstraktlarinin sirastyla 0.346 mg/mL (R? 0.916) ve 0.110
mg/mL (R% 0.924) I1Cso degerleri ile en yiiksek inhibisyon yetenegine sahip olduklari belirlendi.
V. cracca L. ekstraktinin XO enzimini inhibe etme kapasitesi incelendiginde en yiiksek
aktivitenin sirastyla; 0.675 mg/mL (R?: 0.937) yaprak oziitii > 0.745 mg/mL (R?: 0.974) dal 6ziitii
> 1.397 mg/mL (R? 0.933) tohum o&ziitii oldugu belirlenmistir. Elde edilen bulgular V. cracca
L. bitkisinin farmasétik ve gida endiistrileri igin onemli bir kaynak oldugu ve bu bitki tizerine
yapilacak ileri ki ¢alismalara yeni ufuklar saglayabilecegi diistiniilmektedir.

2024, 94 Sayfa

Anahtar Kelimeler: AChE, BChE, X0, V. cracca L., LC-MS/MS, QTOF-LC/MS



ABSTRACT

MS THESIS

DETERMINATION OF THE INHIBITOR POTENTIAL OF V. CRACCA L. ON
SOME METABOLIC ENZYMES AND ANALYSIS OF ITS BIOACTIVE
COMPOUNDS

Fatma SAVAS

Mus Alparslan University
Institute of Science and Technology
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ziileyha ALMAZ

V. cracca L. is a plant with important potential in traditional medicine therapy. Although
many studies have been conducted on other species of this plant from the legume family and the
data have been presented in the literature, the V. cracca L. plant has not been sufficiently
researched. In this study, LC-MS/MS and QTOF-LC/MS analyzes of the V. cracca L. plant,
which was extracted with different solvents, were performed to determine its phytochemical
compounds as well as its enzyme inhibitory effects. When the content analysis results of plant
extracts were examined, it was understood that the most phenolics in total were in ethanol extracts.
It was determined that the highest contents of ethanol, acetone and water extracts were cyanidin-
3-0-glucoside, keracyanin chloride and naringin, respectively. Additionally, the enzyme
inhibitory properties of the plant were tested against cholinesterases (AChE and BChE) and
xanthine oxidase (XO). According to the results obtained, when the inhibition capacities of the
extracts against AChE and BChE enzymes were examined, it was determined that the branch
extracts of the plant had the highest inhibition ability with ICso values of 0.346 mg/mL (R2: 0.916)
and 0.110 mg/mL (R?: 0.924), respectively. When the capacity of V. cracca L. extract to inhibit
the XO enzyme was examined, the highest activity was respectively; It was determined that 0.675
mg/mL (R2 0.937) in leaf extract, > 0.745 mg/mL (R?: 0.974) in branch extract, and > 1.397
mg/mL (R?: 0.933) in seed extract. The findings obtained indicate that the V. cracca L. plant is
an important resource for the pharmaceutical and food industries and may provide new horizons
for future studies on this plant.

2024, 94 Pages

Keywords: AChE, BChE, X0, V. cracca L., LC-MS/MS and QTOF-LC/MS.
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MRG : Manyetik rezonans goriintiileme
AChEI : Asetilkolinesteraz enzimi inhibitori
FDA : Gida ve Ilag Idaresi
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1. GIRIS

Eski ¢aglardan beri insanlar beslenme ve saglik sorunlarindan dolay1 bitkisel
kaynaklara yonelmislerdir. Ik zamanlar tibbi olarak kullanilan bitkilerin miktar1 az olsa

da zamanla artarak 19. yiizyilda 13.000 civarma ulasmistir (Kayacik, 2019).

Eski Misir metinlerinde yiizyillar 6nce ¢esitli rahatsizliklar1 tedavi etmek igin
doktorlar tarafindan recgete edilen bitkiler ve yiyecekler hakkinda cesitli raporlar yer
almaktadir. Bu konu ile ilgili Hipokrat, gida ve saglik arasindaki giiclii iliskiye dikkat
cekerek “Yiyecekleriniz ilaciniz ve ilaglariniz yiyecekleriniz olsun” soziiyle hastaliklarin

beslenme ile iliskili oldugunu vurgulamistir (Ak, 2020).

Insanlarin &nceleri beslenme amaciyla tiikettikleri bitkileri daha sonra hayvan
davraniglarin1 gézlemleyerek ve deneyimleri sonucunda iyilestirici etkilerini kesfetmis ve
ilag olarak tiiketmeye baslamiglardir. Bu deneyimler sonucunda ge¢miste kullanilan
bitkilere bakildiginda  giiniimiizde kullanilan bitkilerle bir farklilik olmadigi
goriilmektedir (Afife, 2020).

‘Gilinde bir elma doktoru uzak tutar’ ifadesi hastaliklarin bitkilerdeki biyoaktif
molekiiller yardimiyla Onlenebilecegini ifade eder (Olivas-Aguirre ve ark., 2016).
Ornegin meyveler sahip olduklari flavonoidler, fenolikler, kumarinler ve tanenler gibi
fenolik asit acisindan zengin olduklari i¢in gii¢lii radikal temizleyicilerdir. Meyve ve
sebzelerin tiiketimi ile kanser, kronik hastalik vakalarinin azalmasi arasinda ters bir iliski
bulunmustur. Bu durumun besinlerin igerisindeki fenolik bilesiklerden kaynaklandigi ve
uygun beslenme degisikliklerine yonelik bir strateji izlenirse kanser, kronik rahatsizliklar
ve dejeneratif hastaliklarin azaltilabilecegi rapor edilmistir (Malta ve ark., 2013).

Bitkilerin insanlik tarihi boyunca hastalik tedavisinde kulanildigi bilinmektedir.
Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO), bildirisine gére diinya niifusunun %80’ (yaklasik 4
milyar insan) hastaliklarini ilk etapta bitkiler ile gidermeye ¢aligmaktadir (Faydaoglu ve
Siiriiciioglu, 2011). Ozellikle kirsal kesimde yasayanlarin %80’inin tedavi amaciyla

sadece bitkisel tibb1 kullandig1 gosterilmistir (Adeleye ve ark., 2011).

Son yillarda insanlarin ucuz ve kolay tedavi elde etmek istemeleri, sentetik
ilaglarin kullaniminda ortaya ¢ikabilecek yan etkiler, tibbi bitkilere olan ilginin artmasi

ve alternatif tibbin yayginlasmasinin baslica sebepleri arasindadir (Kogtiirk, 2009).



Gilintimiizde ilag endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ilaglarin biiylik cogunlugu ile
geleneksel olarak kullanilan bitkiler arasinda pozitif korelasyon oldugu goriilmektedir.
Diinya iizerindeki bitkilerin biiylik c¢ogunlugunun tibbi degeri oldugu tahmin
edilmektedir. Bunlarin yaprak, govde, kok gibi kisimlarinin tedavi amagh kullanildig:
bilinmektedir (Sarkar ve ark., 2015).

Bitkilerin 1iyilestirici ve tedavi edici yOniiniin nereden kaynakli oldugu merak
konusu olmustur. Bilim ilerledik¢e bilim insanlar1 bitkinin etkin bilesiklerini
aragtirmiglardir. Bu konudaki ilk kesif ise 1805 yilinda Alman eczaci W. Sertiirner
tarafindan gerceklestirilmistir. Kimya biliminin gelisimiyle bilesiklerin Kimyasal
yapilarinin aydinlatilmasi ve sentezi gergeklestirilmistir. Boylece giiniimiizde kesin ve
hizli tedavi saglayan ilaglar ile ila¢ endiistrisi olusmustur (Afife, 2020). T1bbi bitkiler, ¢ok
sayida biyoaktif bilesenleri iireten en dogal kaynaklardir. 19. ylizyilin ortalarindan bu
yana birgok biyoaktif bilesen izole edilip modern ila¢ endiistrisinde kullanilmaya
baslanmistir. Karakterize edilip kullanilan bu bilesikler yeni ilag kesiflerinde dncii bilesik
olma niteligi tasimaktadir (Uddin ve ark., 2011). Bitkisel kaynaklardan elde edilen
eksratlar ve izole edilmis bilesikler, enzimler i¢in inhibitdr kaynagi oldugundan bitkisel
ilaglara olan talebi arttirmaktadir (Zengin ve ark., 2018). Modern ilag endiistrisine
bakildiginda regeteli ilaglarin yaklasik %25’inin vimbilastin, rezerpin, kinin, aspirin vb.
gibi bitkisel kokenli oldugu bilinmektedir (Faydaoglu, E., Siiriiciioglu M, S. 2011).

Bitkiler tarafindan iiretilen sekonder bilesikler arastirildiklari ilk yillarda islevsiz
bir madde oldugu gerekgesiyle tartismalara sebep olmustur. Sonraki yillarda bu
bilesenlerin organizmanin biiylime, gelisme ve ¢ogalmasinda dogrudan yer almasa da
bitkinin savunma sisteminde; hastaliklara, zararlilara ve olumsuz ¢evre kosullarina karsi
rol oynadigr sonucuna varilmistir. Sekonder metabolitlerin giiniimiizde ilaclarda,
aromalarda, parfiimlerde ve Covid-19 ilaglari arasinda gosterebilecegi bilinmektedir
(Tiring ve ark., 2021).

Sekonder metabolitler; terpenler, fenolikler, kiikiirtlii bilesikler ve alkaloitler
olarak dort grupta incelenir. Sekonder metabolitlerin antiinflamatuar, antioksidan
hipoglisemik, hipolipidemik etki gdstermesi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere karsi
koruyucu olmasi ve saglik ilizerine farkli birtakim olumlu etkilerin bulunmasi ilag
yapiminda sekonder metabolitlerin kaynagi olarak gosterilen bitkilere olan ilginin her

gecen giin artmasina sebep olmaktadir (Ulger ve Ayhan, 2020).



Sekil 1. 1 Sekonder metabolitlerin genel siniflandirilmast

Birgok Vicia tiirtiniin saghga yararli oldugu bilinen &zelliklere sahip biyoaktif
bilesiklere sahip oldugu ¢aligmalarla kanitlanmistir (Yagi ve ark., 2024). Yapilan bir
arastirma Vicia faba’da dokuz wyeron (Furano-asetilenik tiirevler) tespit edilmistir
(Bakir, 2020). Vicia sativa’nin yapilan HPLC analizi sonucu; ferulic asit, 4-Hidroksi-3-



Metoksibenzoik asit ve p-Kumarik asit olmak {izere ii¢ 6nemli fenolik bilesik tespit
edilmistir (Zohaib ve ark., 2014). Vicia cinsi bitkiler birgok biyoaktif bilesigin kaynagi
olarak biyiik ilgi goérmektedir. Vicia cinsinin antiparkinson, antikolinesteraz,
antidepresan, antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar, antidiyabetik gibi aktivitelere
sahip oldugu bilinmektedir (Salehi, 2021).

Bitkilerin sahip oldugu antioksidanlar hiicreleri singlet oksijen, siiperoksit, peroksil,
hidroksil ve peroksinitrit radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusturacag: zararl
etkilere kars1 koruyabilir. Antioksidanlar ve reaktif oksijen tiirleri arasindaki dengesizlik
oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres ise hiicresel hasar ile sonuglanir. Oksidatif stres
ile iligkilendirilen kanser, yaslanma, inflamatuar ve Alzheimer gibi norodejeneratif
hastaliklardan korunmada rol oynayabilir. Fabacea familyasindan, yenebilir bir bitki olan
Vicia cracca L.’ nin (Orhan, 2009) orta derecede antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve
giicli hepatoprotektif 6zelligi bulgularla gésterilmistir (Shokrzadeh, 2018).

Asya, Avrupa ve Amerika’nin 1liman bolgelerinde yayilis gosteren Fabaceae
familyasina (Rousi, 1961; Hanelt ve Mettin,1989; Salehi, 2021; Jaaska, 2005) ait Kus figi
olarak bilinen V. cracca L. ¢ogunlukla ¢ayirlarda, yol kenarlarinda, tarlalarda yetisen,
Anadolu’ nun bitki ortiistiniin dogal tiyesidir (Karakurt, 2013).

Cift yaprakli olan bitkinin yapraklar siiliiklii ve tirmanici 6zellikte olup boyu 200
cm kadar uzar ve bu bitki toprak alt1 siirgiinleri ile yayilis gdsterir. ilkbahar aylarinda
mavimsi-mor ¢iceklenen, hasat olgunluguna Temmuz-Eyliil aylarinda ulasan bu baklagil
bitkisi hayvan yemi olarak kullanildig1 gibi ge¢miste insanlarin tiikettigi bir gida olarak
bilinmektedir (Karakurt, 2013).

Bitkilerde mevcut olan fenolik bilesiklerin serbest radikallerin neden olduklari
zararli etkilerini engelleyerek kanser, diyabet, Alzheimer ve kalp hastaliklar1 gibi pek ¢ok
hastaligin olusumuna engel olmaktadir (Bacanli, 2015). Gilinlimiizde Alzheimer
hastaliginin kesin bir tedavisinin olmamasi ve hastaligin ¢ok faktorlii patogenezi goz
oniinde bulunduruldugunda tek hedefli yaklasimlarin yetersiz oldugu goriilmektedir.
Etkin bir tedavi i¢in hastaligin ¢ok yonli ve biitiin faktorlerin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Norodejenerasyona sebep olan etkilerin cogunun polifenollerin flavonoid
grubu igerisinde bulunan antosiyaninler ile yok oldugunu gosteren bircok calisma
mevcuttur. Bu calismalarin sonuglar1 antosiyaninlerin oksidatif ve nitrosatif stres,
eksitotoksisite, glial inflamasyon, protein agregasyonu ve apoptotik sinyal proteinlerinin
indiiksiyonu gibi etkilerinin oldugunu gostermektedir (Gilicer ve Goktas, 2023).

Polifenollerin demans iizerindeki etkileri yeterince arastirilmamustir. Mevcut veriler



polifenollerin demansi1 6nleme ve tedavi amaciyla kullanimi i¢in yeterli degildir. Ancak
yapilan bir arastirmada 1.329 yaslh birey 12 yil boyunca izlenmis olup, polifenol alimi
diisiik olan bireylerde demansin gelisme riskinin polifenol alimi daha yiiksek olanlara
gore % 50 daha fazla oldugu gozlenmistir (Alkan ve Rakicioglu, 2020).

Metabolik hastaliklardan biri olan gut hastaligi anormal ksantin oksidaz (XO)
aktivitesi ve yliksek serum iirik asit konsantrasyonlarna bagli olarak ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Bitkilerin XO regiilasyonu ve serum iirik asit konsantrasyonlar1 lizerinde
bircok biyoaktif bilesenin etkisi arastirilmaktadir. Gut hastaliginin tedavisinde kullanilan
allopurinol sentetik bir ksantin oksidaz inhibitoriidiir. Ancak ilag maliyetli olmasinin
yaninda yan etkilere de sahiptir. Alternatif bir inhibitdr kaynagi potansiyeline sahip olan
V. faba’ nin arastirildigi caligmada bitkide fenol ve flavonoidlerin mevcut oldugu, ksantin
oksidazi inhibe etmesinden dolay1 anti-gut 6zellik sergiledigi bildirilmistir (Choudhary
ve Mishra, 2019). Dolayisiyla V. cracca L. bitkisinin Alzheimer ve gut hastaligi lizerinde
etkisini inceleyen yeterli ¢calisma olmadigi i¢in bu tez ¢aligmasinin literatiire ¢ok 6nemli
katkida bulunacagi ve yapilacak olan calismalara veri saglayarak yon verecegi

diistinilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Alzheimer

Demans genellikle yasli niifusta farkli sebeplerden dolay1r goriilen kognitif
(bilissel) yetiler, yargilama, muhakeme (akil yiiriitme), i¢ gorii kayb1 gibi semptomlar ile
ortaya c¢ikan ciddi bir saglik sorunudur. Kognitif yetiler dikkat, algi, hafiza, 6grenme,
diistinme gibi biligsel becerilerin geneline verilen isimdir (Taneli, 2017).

Demans; santral sinir sistemi etkileyerek 6grenme, bellek, oryantasyon, konusma
ve mental bozulmalara neden olan dolayisiyla sosyal ve is hayatim1 etkileyen
norodejeneratif bir hastaliktir (Cankurtaran, 2004). Demans; otopsi sonrasi norofibriler
yumaklar (NFT), sinaps kaybi, graniilovakiiolar dejenerasyon, ndrotik senil amiloid
plaklar, Meynert’in bazal niikleusunda kolinerjik hiicre kaybi, Hirano cisimcigi,
kongofilik anjiyopatiler gibi patolojik bulgular Alzheimer hastaliginin tanisinda belirte¢
olarak kullanilmaktadir. Ancak demansin 6zellikle erken doneminde higbir radyolojik,
noropsikolojik, veya in vitro ortamdaki arastirmalar hasta hakkinda bilgi veremez.

Hastalik tanisi yalnizca klinik aragtirmalar sonucu konulabilir (Karaman, 2002).

Alzheimer hastalig1 biitiin demanslarin %50-70 ini olusturan en yaygin demans

tiirli olarak ele alinmaktadir (Hill ve ark., 2009).

Glinlimiizde bir¢ok faktore bagli olarak hastaliklar kiiresel anlamda artmistir. Son
yillarda Onemli artis goOsteren Alzheimer bu hastaliklarin basinda gelir. Yapilan
arastirmalara gore Amerika’da her 67 saniyede bir kisi Alzheimer’ a yakalanmaktayken
bu durumun 2050 yilinda 33 saniyeye diismesi beklenmektedir (Uysal ve ark., 2016).
Demans hastalarinin ¢ogunun gelismis {ilkelerde oldugu icin artis oraninin gelismis
tilkelerde %100 artmasi beklenmektedir (Ferri ve ark., 2005). Demansin kiiresel olarak
yayilmasi her 20 yilda bir ikiye katlanarak, 2020’ de 42.3 milyona, 2040'ta ise 81.1
milyon kisiye ulagsacagi tahmin edilmektedir (Hill ve ark., 2009).

2020 verilerine gore Alzheimerdan dolay1 hayatini kaybeden kisi sayisi, 2015
yilinda 12 bin 59 iken 2019 yilinda 13 bin 498'e yiikselmistir (EYIBASHB, Eyliil, 2022).
Cinsiyete gore yapilan analize gore 2021 yilinda Alzheimer hastaligindan 6len yash
erkeklerin oran1 %2,2 iken yash kadinlarin oran1 %3,8 olmustur (EYIBASH B, Nisan,
2023). Bu durum Alzheimer hastaliginin gelecekte en 6nemli saglik sorunlarindan biri
olacagimi diisiindiirmektedir (Oztiirk ve Karan, 2009). Tiim durumlar birlikte

degerlendirildiginde bu hastalifin Tirkiye icinde ¢ok onemli bir sorun haline gelecegi,



gercek anlamda bir tedavinin tam olarak olmamasindan dolayi, hasta ve yakinlarinin
yasadiklart maddi ve psikolojik biitiin sorunlar hastaligin tedavisinin gerekliligini ve
onemini gdstermektedir (Ozkay, 2009). Ulkemizde Devlet Istatislik Enstitiisiiniin
verilerine gore yaklasik olarak 250.000 Alzheimer hastasinin oldugu bu durum da tedavi
gelistirmenin gerekliligini vurgulamaktadir (Demir ve Tiirkan, 2022).

Alzheimer hastalig1 65 yas ve lstli bireylerde yaygin olarak goriilen ve zihinsel
birtakim deformasyona sebep olan ndrolojik bir hastaliktir (AK, 2020). Ogrenmedeki
ciddi eksiklikler genellikle Alzheimer hastaliginin en erken ve en belirgin 6zelligidir
(Christensen ve Birrell, 1991). Alzheimerin 65 yas {istiiniin %10’unu, 85 yas stii
bireylerin ise %50’sini etkiledigi diisiiniilmektedir (Hartman, 2009). Hastaligin ortaya
cikma riski yasa bagli olarak logaritmik bicimde artmaktadir (Oztiirk ve Karan, 2009).
Yasin ¢cok dnemli bir faktor oldugu Alzheimer hastaligiyla ilgili yapilan calismalara gore
65 yasindan 90 yasma ilerlerken 5-6 yilda bir hastaligin insidansi ikiye katlanmaktadir
(Taneli, 2017).

Hastalik i¢in risk faktorii olarak yaslilik (Farrer ve ark., 1997), kafa travmasi,
genetik faktorler, kadin olmak, diisiik egitim diizeyi, cevresel kosullar, damar hastaligi,
(Castellani ve ark., 2010), ailede demans 6ykiisii (Van Duijn ve Stijnen, 1991; Farrer ve
ark., 1997), gen haritasinda ApoE e4 alelinin bulunmas1 (Farrer ve ark., 1997), (Messier,
2003), diyabet hastaligi (Messier, 2003) , menopoz (Ganguli ve ark., 2000), depresyon,
Down sendromu (Ozkay ve ark., 2011) ve uzun siireli alkol ve sigara kullanimi
gosterilebilir (Doll ve ark., 2000). Arastirmalar hem diyabet hem de ApoE e4 aleli olan
kisilerde Alzheimer hastaligina yakalanma riskinin her iki durumun da olmayan kisilere
gore iki kata daha fazla oldugunu gosteriyor. Alzheimer ve diyabet hastaliginda benzer
patolojik durumlar olamamasina ragmen diyabetin ApoE (apolipoprotein E) genotipli
bireylerin norofibril yumak ve amiloid birikimini 6nemli olgiide arttirdigi yapilan
arastirmalar gostermektedir (Messier, 2003). Apolipoprotein E4 (E4 aleli) karaciger,
astrosit, dentrosit ve Shwan hiicreleri tarafindan sentezlenen (Tosun, 2014), kolesterol
tasinmasinda rol oynayan bir proteindir. Alzheimer hastalarinda yiiksek oranda oldugu
tespit edilmistir (Strittmatter ve ark., 1993). Proteinin merkezi sinir sistemi iizerindeki
lipaz aktivitesini bozarak yaslanan beyin bolgelerinde kolesterol ve lipit seviyelerinin
degisimine neden olmaktadir (Tosun, 2014). Oksidatif strese neden oldugu ve Alzheimer
hastalig1 i¢in risk faktorii oldugu disiiniilmektedir (Choi ve Park, 2001). Sonug¢ olarak
ApoE-e4, bilissel yaslanma icin risk faktorii olmakta ve daha zayif islevsel durumla

birlikte diisiik bilissel performans ile iliskilendirilmistir (Seeman ve ark., 2005).



Presenilin 1 (PS1), Presenilin 2 (PS2) ve Amyloid Precursor Protein (APP) adli
tic genin alzheimer ile iliskili oldugu ve norotoksik AP iretimini tesvik ettigi
diistiniilmektedir (Mesulam, 2004). kromozomlarda gergeklesen mutasyonlar 21., 14. ve
1. kromozomlarda anormal proteinlerin olusmasina neden olmaktadir. Gergeklesen bu
mutasyonlar 21. kromozomda anormal APP, 14. kromozomdaki mutasyon anormal PS1
ve 1. kromozomdaki mutasyon ise anormal PS2 genine neden olmaktadir. Genlerin kigide
mevcut olmasi Alzheimer olasiliginin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir. Clinkii 21.
kromozom tizerinde bulunan APP geni normalde hiicre zarinda bulunmakta ve sinir
hiicrelerinin biiyiime ve hareketine yardimer olmaktadir. Presenilin 1 ve 2 genleri ise
APP’ nin gorevini dogru yapmasi i¢in gerekli proteinleri iiretmektedir. Bu genlerden
birinin mutasyonu durumunda ise APP hiicre disinda amiloid beta proteinlerinin
birikimine sonug¢ olarakta amiloid plaklarin olusmasina neden olmaktadir. Amiloid
plaklar hastaligin tan1 Ozelliklerinden olup bu durum Amiloid Hipotezi olarak
bilinmektedir (Taneli, 2017). Bu hipoteze gore de AP proteinlerinin fazla uzamasi ve
yanlis katlanmasi sonucu birikim gerceklesmektedir. Amiloid plak birikimleri veya
kismen toplanmis amiloid beta nérotoksik kademeyi baslatir ve AH’ ye yol agan
norodejenerasyona neden olur. Bdylece olusan toksik ve ¢oziinmeyen plaklar birikerek
noronlarm iglevlerini kaybetmesine neden olmaktadir (Mesulam, 2004; Singh ve ark.,
2013 ; Mann, 1989). Beynin 6zellikle amigdala, hipokampus ve neokorteksinde goriilen
senil amiloid plaklar ve norofibril yumaklarin agrege olmasi ndron kaybima yol
agmaktadir (Budak ve Aydin, 2016 ; Lambracht-Washington ve Rosenberg, 2013;
Oztiirk ve Karan, 2009). Hastaligin sorumlusu goriilen amiloid birikiminin Alzheimer
hastaliginin teshisinden ¢ok once basladigi, tau birikiminin ise birkag yil dncesinden
olustugu bildirilmistir (Yapici ve izol, 2023).

AH’nin patofizyolojisi ndrotransmitter maddelerin oldugu kompleks bir siirectir
(Budak ve Aydin, 2016). Enzime bagh olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilen bu hastaliklarin
tedavileri arasinda en ¢ok kabul goreni anahtar enzim inhibisyonudur. Hastaligin
tedavisinde kullanilan bu strateji hastaligin patolojisinde rol oynayan enzimin inhibe
edilerek ortaya ¢ikan demansin azaltilmasini saglamaktir. Alzheimer hastalarinda fazla
aktif olan asetilkolinesteraz adl1 enzim sinaptik boslukta asetil ve kolinin par¢alanmasini
katalizleyerek bilissel fonksiyonlarin bozulmasina neden olur. Ancak asetilkolinesteraz
enziminin inhibe edilmesi durumunda hastaliktan kaynakli semptomlarin azaltilmasi
saglanir. Kullanilan bu strateji kolinerjik hipotez olarak adlandirilir (Uysal ve ark., 2016
; Isik ve ark., 2022).
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Sekil 2. 1 Alzheimer hastaliginin risk faktorleri

Alzheimer hastaliginin kesin bir nedeni bulunamamakla birlikte kabul edilen en
onemli hipotez beyindeki kolinerjik aktivitenin azalmasidir. Kolinerjik hipotez
kolinernerjik kavsak ve sinapslarda asetilkolin miktarinin azalmasiyla gerceklesir.
(Dickson, 1997). Tedavi yontemi olarak izlenecek yol ise AChE enzimini inhibe edecek
ve asetilkolin miktari (Yesilkir Baydar, 2020) ve kognitif fonksiyonlar1 ve néronlarin

fonksiyonlarimi artirmaktir (Brufani ve Filocamo, 1997).
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Biyokimyasal ¢alismalar asetilkolinesteraz enziminin amiloid plak olusumunu
tetikledigini, sonrasinda ise olduk¢a toksik AChE-AP komplekslerini olusturdugunu
gostermektedir (Inestrosa, 2005). AChE’ nin senil plaklarla ayn1 ortamda bulunmasi
enzimin aslinda anormal 6zelliklerinin oldugunun kanitidir. Ayrica amiloid bilesenlerinin
norotoksisitesi asetilkolinesteraz enziminin varliiyla pozitif korelasyon gdstermektedir

(Talesa, 2001).

Brain Atrophy in Advanced Alzheimer’s Disease

. .‘.u.-.&
-

Sekil 2. 2 Normal beyin-Alzheimerli beyin  https://akademiksunum.com

Alzheimerli beyinlerin 6liim sonrasinda incelenmesi sonrasinda karakteristik
plaklar ve diigiimlere ek olarak mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, inflamasyon,
astrogliosis , mikroglial aktivasyon, sinaptik kayip, noronal hasar, apoptoz (Hartman,
2009), bozulan kalsiyum homeostazisi, oksidatif stres varligi da kanitlanmistir (Giiger ve
Goktas, 2023). Ozellikle oksidatif stresin de norodejeneratif hastaliklarda onemli bir
faktor olduguna dair bulgular her gecen giin artmaktadir (Kaymak ve Aydin, 2021).

Basindan bu yana AChE’ nin tek islevinin kolinerjik ndrotransmisyonun
sonlandirilmasi olarak bilinmekteydi. Bu nedenle kolinerjik dengesizliklerin neden
oldugu semptomlarin tedavisi olarak AChEI” nin kullanilmas1 en mantikli strateji olarak
diistiniilmekteydi. Ancak AChE’ nin daha genis etkilere sebep oldugu anlasilmistir.
Amiloid 6ncii proteinlerinin iglenmesinden sorumlu ve tau fosforilasyonunu azaltan
kolinerjik reseptorler araciligiyla iletimi saglayan sinyal transdiiksiyon yollarinda AChE’
m AP peptidinin toplanmasindaki (Lane, 2004) ve tau fosforilasyonundaki rolii ¢ok
onemlidir (Kim ve Lee, 2013). Asetilkolinesteraz enziminin amiloid B plaklar ile tau
proteininin fosforilasyonu sonucu olusan norofibril yumaklarin olusumunda aktif olarak

rol almasa da etki ettigi ancak mekanizmasinin agiklanamadigr bildirilmistir.



11

Kullanilacak inhibitorler ile hastalik etkenlerinin Onlenebilecegi diisiiniilmektedir

(Bourne ve ark., 1999).

ACh’yi parcalayan ve AB’nin birikimini tetikleyen asetilkolinesteraz enzimini
inhibe etmeyi hedefleyen galantamin, takrin, donepezil, rivastigmin gibi ilaglar AH ‘nin
gelisim riskini azaltmak izlenen stratejilerdir. Yapilan c¢aligmalar fitokimyasal
bilesiklerin, antioksidanlarin AH’nin ¢esitli yonlerini etkiledigini gosteren bir¢cok kaynak
bulunmaktadir. Gergekten de mevcut olan farmasotigin kokleri geleneksel bitkisel

ilaglara dayanmaktadir. Ornegin galantamin ilaci farmasétik bir maddedir. Ayrica yapilan

bir calisma ginkgo biloba ekstratlarinin donepezil kadar etkili oldugunu gostermistir

(Hartman, 2009).

Saghkh Beyin AH i Bevyvin

Sekil 2. 3 Saglikli beynin ve alzheimerli beynin yapis1 (Sivrikaya, 2022)

AH tiim tedavi ve terapilere ragmen durmaksizin ilerler. AH baslangicta sinsi bir
hafiza bozukluguyla kendini gosterirken zamanla, kisilik ve muhakeme bozuklugu, 6z
bakim yapamama, konusma anormallikleri, oryantasyon bozuklugu gibi belirtilere
dontigir. Hastalarda fonksiyonel —goriintileme teknikleri kullanilarak yapilan
incelemelerde hipokampalkorteksin, medial-temporal, parietal ve temporal yapilarin
etkilendigini gostermektedir. Bu alanlarda meydana gelen hasarlarin sézel yetenek,
dikkat, bellek gibi islerin bozulmasina neden oldugu goriilmektedir. Daha sonraki
donemde ise Alzheimer hastasi son zamanlarini bitkisel hayatta, zatiirre olarak, yataga

bagimli ve sakral dekiibit seklinde gecirirler (Castellani ve ark., 2010).

2.1.1. Hastalhigin Tarihcesi

Alois Alzheimer Tiibingen, Berlin, Aschaffenburg Universite’sinde gordiigii
egitimden sonra ve 1887’de doktor diplomasini alarak Frankfurt’ ta psikiyatri ihtisasin

yapmistir. Frankfurt’ ta bir kurumda psikiyatri ve ndropatoloji alaninda {inlii ndrolog
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Franz Nissl ile taninmig bir psikiyatrist olan Emil Sioli adli bu iki doktorla ¢alisarak
serebral korteksin normal ve patolojik anatomisi hakkinda arastirmalar yapmislardir.
Sinir sistemindeki tahribatlar ile ilgili yaptig1 aragtirmalarin sonucunda bir birgok bulguyu
tanimlamistir.

1901 yilinda Frankfurt ‘ta ¢alistig1 hastaneye kabul edilen 51 yasindaki Auguste
DETER ile karsilasti ve yaptigi muayenede kendine bakamayacak durumda olan
hastasinin bellek bozuklugu, okuma yazma zorlugu gibi biligsel degisikliklerin oldugunu
gozlemlemistir (Selekler, 2010).

Belirtilerin zamanla arttigi hastanin 1906 yilinda vefatindan sonra hastasina yaptigi
otopside korteksin normalde daha ince oldugunu, hafiza, dil ve diisiinmeyi kontrol eden
bolgeler ciddi zarar gormiis, plaklar ve norofibril yumaklarin oldugunu goézlemlemistir
(Yang ve ark., 2016). Alzheimer kortekste gordiigii lekelenmeleri ve direngli olagandisi
birikintilerin varligin1 tanimlamistir. Boylece Alzheimer 1911 yilinda yayinladigi
kapsamli makalesi ile senil demansin yaslanmayla iliskili normal bir olaydan ziyade bir
hastalik oldugunu ve klinik olarak tedavi edilebileceginin anlagilmasini saglamistir

(Small ve Cappai, 2006).

Sekil 2. 4 Doktor Alois Alzheimer ve hastas1 Auguste DETER
www.argia.eus/en/argia-astekaria/2861/ahanzturaren
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2.1.2. Amiloid-p Proteini

Amiloid beta, 21. kromozomda kodlanan (Akalin ve ark., 2004), 40-42 aminoasitten
olusan bir proteindir (Ozpak ve ark., 2017). Bellek ve bilise hizmet eden bu proteinin
ilerleyici birikimi Alzheimer hastaliginin tanimlayic1 6zelliklerinden biridir. Demansa
sahip olmayan insanlarda beyin yaslanmasina eslik ettigi bilinmektedir (Masters ve
Selkoe, 2012).

Alzheimer hastaliginda amiloid beta proteini seviyesinin artmasina neden olan APP
(Amiloid prekiirsér protein), PS2 (presenilin 2) ve PS1 (presenilin 1) genlerinde
meydana gelen mutasyonlar toksik A iiretimini saglayarak Alzheimer hastaligina neden
olmaktadir (Ozkay ve ark., 2011). Beyinde AP birikimi, 40’11 yaslarin ilk yarisinda, yani
Alzheimer hastalarinda bilissel bozuklugun baslangicindan 15-20 yil dnce basladigi
diisiiniilmektedir (Ishida ve ark., 2017). Alzheimer hastaliginin zebra balig1 iizerinde
arastirildigl bir calismada diizensiz fosforile edilmis tau proteininin ve ¢oziinmeyen
amiloid proteininin noéronal birikiminden kaynakli oldugu savunulmaktadir (Topal,
2023).  Alzheimer hastaliginin patogenezi incelendiginde B-amiloid proteini (AP)
birikiminin birinci neden oldugunu gosteren kanitlar vardir. Ancak Alzheimer
hastaliginda AP Dbirikiminin biligsel olarak gerilemeye nasil neden oldugu
aciklanamamustir. AP etkileri ve norotoksisite mekanizmasi in vitro olarak incelenmis ve
bircok biyokimyasal yol ve mekanizma tanimlanmistir. Ancak bilinen bu yollardan
hangisinin hastaligin asil sebebi oldugunu ve tedavi icin gelistirilecek terapdtik ajanlarin

gelistirilmesi miimkiin goriinmemektedir (Small ve ark., 2001).

Sekil 2. 5 Amiloid Beta Proteini (www.alzheimer-europe.org)
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2.1.3. Tau Proteini

Tau, esas olarak aksonlarda bulunan ve ileriye dogru aksonal tasinmada rol oynayan
(Ballatore ve ark., 2007) sitozolik bir proteindir (Hernandez ve Avila, 2007). Tau
proteininin en énemli gérevi mikrotiibiilleri stabilize etmektir. Normal kosullar altinda
tau mikrotiibiillerde dengeyi saglar ve merkezi bir role sahiptir. Tau proteinin mikro
tiibiillerden ayrilmasi sonrasinda yanlis katlanmalar ve tau toplanmasinin meydana
gelmesi tau’ya toksik fonksiyonlar kazandirmakta ve bununda nérofibril yumaklarin
olusmasmma neden oldugu savunulmaktadir. Tau proteininin normal bir sekilde
ayrilmamasinin nedeni olarak gen mutasyonlari, tau kinazlar ve fosfatazlar arasindaki
dengesizlik, oksidatif stres dogrudan ya da dolayli olarak ndrodejenerasyonu baglattigi
bilinmesine ragmen néron kaybina yol agan olaylar zincirindeki kesin rolii belirsizligini
korumaktadir (Ballatore ve ark., 2007).

Kromozomda yer alan presenilin 1 geni mutasyonunun (Ozkay ve ark., 2011)
hiicre iskeletinde bulunan mikrotiibiillerle baglantili olan tau proteininin
hiperfosforilasyonuna neden oldugu sonrasinda ise norofibril yumaklarin olusumunu
tetikledigi  bildirilmistir (Lambracht-Washington ve Rosenberg, 2013). Olusan
ndrofibriler yumaklar; ndronlarin biitiinliiglinii, yapisini, transportunu bozarak néronlarin
kaybina sebep olmaktadir (Poirier ve ark., 1993).

Tau birikimi Alzheimer hastaligi i¢in spesifik degildir. Yaslhiliga bagl olarak da
birikim olabilir. Ancak neokortikal alanda birikimi demans ile iliskilidir. Kesin tan1 igin
AP ile birlikte goriintiillenme saglanmasi gerekir (Budak ve Aydin, 2016). Tau
agregatlarinin aksoplazmik akis ve aksonal transportu engelledigi bilinmektedir. Bu

durumunda noron kaybiyla sonuglanacag diisiiniilmektedir (Adali, 2020).

Sekil 2. 6 Mikrotiibiil iligkili tau proteini (Alzheimers-and-its-helper-protein.aspx )
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2.1.4. Hastahi@in Tam Kriterleri

Hastaligin tanisinda yapilan in vitro testler genellikle hastaligin nedenlerini
bulmak i¢in kullanilmaktadir. Rutin degerlendirme olarak bu testler kan sekeri, Bi>
vitamini, folat, tiroid fonksiyonu, kan sayimi, elektrolitleri 6l¢gmeyi amaglamaktadir.
Ancak Bi, vitamininin eksikliginin disiikliigii bilissel performans diisiikligiine neden
olurken demansi olmayan kisilerde degerin diisiik olmas1 demans gelisimi agisindan risk
tasimamamaktadir. Yine yapilan bu testlerden tiroid testleri ile ilgili yapilan arastirmalar
TSH diizeyinin demans riskini arttirtigin1 géstermektedir. Depresyon ile birlikte biligsel
bozukluklarin demansa neden olma ihtimalini arttirmaktadir. Ancak hastalarin %5’inde
yapilan muayenelerde anlamli patolojik ve anormal degisiklikler bulundugu halde
hastaligi 6ngorecek hicbir 6zelligin olmadigi anlasilmistir (Knopman ve ark., 2001).

Dolayisiyla hastalikta yapilan laboratuvar testleri ile tani konulamamaktadir.
Noropsikolojik testler demansin tanisini belirlemek, hastaligin gidisatina ve tedaviye
yanit1 degerlendirmeye yardimci olur. Bu testler Alzheimer tanisinin konulabilmesi igin
ve diger demans nedenlerinin belirlenebilmesinde kullanilabilir (McKhann ve ark., 1984).
Alzheimer tipi demansta bellek bozuklugu ve hafif bilissel bozuklugun degerlendirilmesi
hastaligin tanisinda 6nemlidir. Hastaliin tanisinda bilinen bir yontem ya da laboratuvar
testi yoktur (Akdemir ve ark., 2007).

Hastaligin erken ve en dogru tanisint belirlemede kullanilan goriintiileme
biyomarkirlar ayrica demans ¢esitlerinin patofizyolojisini agiklama, yeni ve daha iyi
tedavi yontemlerini gelistirme agisindan da biiylik 6neme sahiptir. Demansta goriintiileme
yontemleri bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans goriintiileme (MRG), pozitron
emisyon tomografi (PET), tek foton emisyon bilgisayarli tomografi (SPECT)
kullanilmaktadir. Ancak pek cok dejeneratif hastalikta BT ve MRG gibi goriintiileme
teknikleri ile net bir bulgu elde edilemezken PET VE SPECT ile patolojiler
saptanabilmektedir. PET ile amiloid beta ve tau gibi patolojik proteinlerin birikimini,
norotransmitter maddenin aktivitesi ve noroinflamasyonun tespiti yapilabilinmektedir

(Budak ve Aydin, 2016).

2.1.5. Hastahigin Tedavisi

Alzheimer hastaliginin patolojisini anlamak ve bunun i¢in tedavi gelistirmek i¢in
oncelikle hastaligin mekanizmasini ve patogenezini anlamak, teshisini yapabilmek ve

uygulanan tedavi yoOntemleriyle birlikte ilaclar1 anlamak yeni tedavi stratejileri
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gelistirilmesi anlaminda fayda saglayacaktir. Hastaligin tedavisi i¢in bircok calisma
yapilmis olsa da kesin tedavi eden bir yontem bulunmamaktadir. Yapilan tedaviler genel
olarak hastaligin seyrini azaltmak ya da mevcut semptomlar1 yok etmektir (Tiwari ve ark.,
2019; Isik ve ark., 2022). Alzheimer hastalarindaki kusur kolinerjik iletimin
bozulmasidir. Bellek i¢in gerekli olan asetilkolin miktarinin azalmasi bu durumu
destekleyen bir bulgudur. Ustelik asetilkolini katalizleyen asetilkolinesteraz enziminin
ilaglarla inhibisyonunun asetilkolin miktarinin arttirilmasinin Alzheimer hastalarinda
biligsel performansi arttirdigi bildirilmistir. Alzheimer hastaliginin tek sorumlusu
kolinerjik iletim degildir. Ancak semptomlarin tedavisinde etkili olan tek yaklasimdir
(Small, 1998). Alzheimer hastaligina neden olan kolinerjik norotransmisyondaki
eksikligin giderilmesi i¢in AChEI’lerinin (Asetilkolinesteraz enziminin inhibit6rleri)
gelistirilmesi birinci tedavi yontemi olarak goriilmiistiir. Ancak bu inhibitorlerin sagladigi
faydalar, bilissel iyilesmeler ve stabilizasyon beklenenden daha az etki etmistir. Bu
sekilde AChE’ nin inhibe edilmesi, buna bagli olarak asetilkolin molekiillerinin miktarini
artmasi, asetilkolinin sinaptik yariklarda kalma siiresini uzatmak kolinerjik
norotransmisyonu ve kognitif fonksiyonlari arttirir (Lleo ve ark., 2006; Wilkinson ve ark.,
2004; Koganct ve Aslim, 2016). Giiniimiizde AH’nin semptomatik tedavisinde (Lah,
2020) kullanilan ilaglar asetilkolinin katalizini engellemeye ve arttirmaya yonelik
ilaglardir (Breijyeh ve Karaman, 2020; Gezici, 2022; Breijyeh ve Karaman, 2020). Bu
da sadece hastaligin ilerlemesini yavaslatir (Lah, 2020).

Demans tiirlerinin semptomlarmin tedavisinde bir¢gok ila¢ kullanilmaktadir.
AChE’ yi kismen inhibe eden bu ilaglar kan-beyin bariyerini agmaktadir. Ancak beyin
hasarmin daha fazla oldugu durumlarda inhibitorlerin etki yeteneginin azaldig
bildirilmistir. Hastalara etki diizeyinin kisiden kisiye degisiklik gosterdigi belirlenmistir
(Almaz ve ark., 2021). Alzheimer hastaligini tedavi amagli onaylanmis yalnizca iki sinif
ilag vardir. Ilki koliesteraz enzimi inhibitorleri ve ikincisi ise N -metil D -aspartat
antagonistleridir. Alzheimer tedavisinde ilag olarak kullanilan kolinesteraz inhibitorleri
galantamin, donepezil, takrin ve rivastigmin ve rekabet¢i olmayan NMDA reseptor
antagonisti memantindir (Bassil ve Grossberg, 2009; Matsunaga ve ark., 2018). Kapali
formiilii C12H21N.HCI ve TUPAC adlandirmasi1 3,5- dimetiltrisiklo[3.3.1.1*>"] dekan-
lamin olan memantin etken maddesinin, kapali formiilii C24H29NO3 olan ve 1UPAC
adlandirmasi ise 2 - [(1-benzilpiperidin-4-il) metil] -5,6-dimetoksi-2,3- dihidro-1 H-
inden-1-on yapisinda olan donepezil etken maddesi (Ertokus ve Akdumanli) ile kombine

tedavisinin Alzheimer hastalig1 i¢in en yararl tedavi yontemi oldugu diistiniilmektedir.
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Donepezil, oral rivastigmin ve galantamin monoterapilerinin bazi gastrointestinal
semptomlarda dahil yan etkide bulunacag riskinin var oldugu bilinmektedir (Matsunaga
ve ark., 2018).

Takrin 1993 yilinda Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan Alzheimer tedavisi igin
onaylanan ilk ilagtir (de Souza ve ark., 2016). Takrin, giiclii bir AChE inhibitoriidiir.
Diger ilaglarla birlestirmek, hibrit veya ¢ok hedefli bilesikler tasarlamak igin
kullanilmistir (Konakgi ve ark., 2022). Ancak sebep oldugu hepatotoksisiteden (Yiiksel,
2001; Yapic1 ve Izol, 2023) dolay1 ilacin kullanimina ABD’de son verilmistir. Daha sonra
ki yillar daha az toksisiteye neden olan donepezil FDA tarafindan onaylanan ikinci
inhibitér olmustur. FDA tarafindan onaylanan son ilag ise memantindir. Ancak
memantininde sinaptik bosluklarda ¢ok fazla nérotransmitter olusmasina dolayisiyla
toksisiteye neden oldugu bildirilmistir. Takviye olarak uygun bir diger madde,
antioksidan gbrevi géren ve sinir korumasini saglayan a-tokoferoldiir (E vitamini) (de
Souza ve ark., 2016).

Alzheimer i¢in kullanilan donepezil inhibitoriiniin yar1 dmriiniin uzun oldugu ve
besinlerle birlikte tiiketilme gerekliliginin bulunmadigi bilinmektedir (Lleo ve ark.,
2006).

Rivastigmin, AChE ve BChE’ni yavas ve en yaygin kullanilan inhibitordiir (Onor
ve ark., 2007; Yapici ve izol, 2023). Rivastigmin hem AChE hem de BChE’yi segici
olarak inhibe eder. Hafif ve orta dereceli Alzheimer hastaliginda Rivastigmin ile tedavi;
bilisi, glinliilk yasam aktivitelerini ve genel islevi iyilestirir. Rivastigminin oral alimindan
sonra emilim siiresi 0.8 ile 167 saat arasinda degiskenlik gosterebilmektedir. Es zamanli
gida aliminin ilacin emilimini ve konsantrasyonunu %30 oraninda azalttig1 bildirilmistir
(Onor ve ark., 2007).

Galantamin etki olarak zayif oldugu icin genellikle asetilkolin reseptdrlerinin
allosterik arttiricist olarak kullanilir. Sentetik inhibitorlerin ortaya ¢ikan yan etkilerinden
dolay1 yan etkisi olmayan, giivenilir ve etkili olan inhibitorlerin gelistirilmesi son yillarda
onem kazanmistir. Hastalik ile ilgili heniiz aydinlatilmamis faktorlerin bulunmasi
tartismalara neden olmakta ve giincel tedavi yontemlerinin hastanin rahatlamasina ve
kismi iyilesmesine neden oldugu i¢in kesin tam1 ve tedavi yontemlerine ihtiyag

duyulmaktadir (Yapici ve Izol, 2023).
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Sekil 2. 7 Alzheimer tedavisinde kullanilan ilaglarin yapist

Geri dontlistimlii bir inhibitdr olan takrinin karaciger toksisitesine neden oldugu
bildirildiginden kullanimi oldukg¢a azaltilmistir. Galantamin etki olarak zayif oldugu igin
genellikle asetilkolin reseptdrlerinin allosterik arttiricisi olarak kullanilir. Sentetik
inhibitdrlerin ortaya ¢ikan yan etkilerinden dolay1 yan etkisi olmayan, giivenilir ve etkili
olan inhibitdrlerin gelistirilmesi son yillarda 6nem kazanmistir. Hastalik ile ilgili heniiz
aydinlatilmamig faktorlerin bulunmasi tartismalara neden olmakta ve giincel tedavi
yontemlerinin hastanin rahatlamasina ve kismi iyilesmesine neden oldugu i¢in kesin tani
ve tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Yapici ve Izol, 2023).

Alzheimer tedavisinde kullanilan ilaglarin arastirildigi bir tez ¢alismasinda 3 ay
boyunca donepezil ve rivastigmin kullanan Alzheimer hastalarinda enzim inhibisyonu ile
oksidatif stres degisiminin incelenmesi hedeflenmistir. Bu caligma bir tip fakiiltesinin
Noroloji polikliniginde Alzheimer tanisi konulan 13 hastaya (8 kadm, 5 erkek),
rivastigmin, geri kalan 13 hastaya (8 erkek, 5 kadin) ise donepezil uygulanmaya baslandi.
Kontol grubu ise 17 saglikli kisiden (9 erkek, 8 kadin) olusturulmustur. Kontrol grubunun
ve hasta grubunun tedaviden Once ve sonra alinan Orneklerinde asetilkolinesteraz,

biitirilkolinesteraz, siliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz aktivitesi ve
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malondialdehit durumlar1 6l¢lilmiis olunup, mini mental durum incelemesi yapilip,
kognitif demans evrelendirilmesi ve giinlilk yasam becerileri belirlenmistir. Calismada
rivastigmin ve donepezil tedavisinin Alzheimer tan1 gruplarinda artmis olarak saptanilan
malondialdehit diizeylerini anlamli diizeyde azalttigi, hastalarda azaldigi saptanilan
eritrosit siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesini anlamli diizeyde arttirdig1 tespit
edilmigtir. Rivastigmin tedavisinin plazma biitirilkolinesteraz aktivitesini donepezil
tedavisinin ise eritrosit asetilkolinesteraz aktivitesini anlamlh diizeyde azalttigi ve
Rivastigmin tedavisi uygulanan hastalarin giinliik yasam becerilerinde olumlu etkilendigi
bildirilmigtir. Calismadan elde edilen sonuglar rivastigmin ve donepezil tedavisinin
Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde asetilkolin seviyesini  artirarak
kolinerjik iletinin diizenlenmesine yardimci1 olabilecegini ve ayn1 zamanda oksidatif stres
tizerindeki olumlu etkileri ile tedavinin etkinliginin arttirilmasinda etkili olabilecegini
gostermektedir (Temel, 2008).

Donepezil inhibitorii i¢in asetilkolinesteraz enzimi biitirilkolinesteraz enzimine gore
1000 kat daha segici iken galantamin inhibitérii i¢in asetilkolinesteraz enzimi
biitiirilkolinesteraz enzimine gore 50 kat daha secicidir. Rivastigmin inhibitoriine ise her
iki enzimde esdeger afiniteyle inhibe eder (Lleo ve ark., 2006).

Beyinde bulunan temel ndrotransmitterlerden biri de glutamattir. Néronlarin %70’
inde glutamat reseptorii bulunmaktadir. Memantin, glutamat reseptorii olan N-metil-D-
aspartat (NMDA) ile antagonist ¢alismaktadir (Danysz, 2012). Alzheimer hastaliginda
birikmis olan amiloid-f’nin glutamat salinimini arttirdigi, glutamat reseptorlerinin
aktivitelerini etkiledigi ve glutamat alimmi azalttigi bilinmektedir (Jalbert, 2008).
Memantinin en sik goriilen yan etkisinin bas donmesi oldugu bilinmektedir. Haliisinasyon
ve konfiizyon daha az goriilen yan etkilerdir (Castellani ve ark., 2010) Antosiyaninlerin,
glutamat sinyallemesinin neden oldugu hiicre iginde kalsiyum artiglarin1 onleyici ve
boylelikle noronlart eksitotoksisiteden koruyacagina dair ¢alismalar mevcuttur. Ciinkii
antosiyaninlerin  kalsiyum konsantrasyonunu azalttigt ve glutamat kaynakli
mitokondriyal depolarizasyonun ve serbest radikal iiretiminin baskiladig1 bildirilmistir.
Sonug olarak antosiyanidinlerin nérodejenerasyona neden olan hiicre 6liimii ile baglantili
olan impuls iletiminde etkili oldugu gosterilmistir. Bir ¢alismada antosiyanin bakimindan
zengin olan visne suyunun verildigi Alzheimer hastalarinin kisa ve uzun siireli
belleklerinde iyilesmeler oldugu gézlemlenmistir (Giicer ve Goktas, 2023). Memantinin
en sik goriilen yan etkisinin bas donmesi oldugu bilinmektedir. Haliisinasyon ve

konfiizyon daha az goriilen yan etkilerdir (Castellani ve ark., 2010).
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Cizelge 2. 1 Alzheimerda kullanilan inhibitor ilaglar

iNHiBITOR AD|

MOLEKUL FORMULU

OZELLIKLERI

Takrin

NH2>

—
N

ilk onaylanan ilagtir. (de Souza, Renné et al. 2016)
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Giiglii AChE inhibitoriidiir.(Konakgi, Misir et al.,2022)
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FDA tarafindan onaylanan ikinciilagtir. (Lah, 2020)
Diyet ile birlikte kullanilma zorunlulugu yoktur. (Lleo, Greenberg et al. 2006)

Rivastigmin

Hem AChE hem de BChE’ yi segici olarak inhibe eden yavas ve geri doniisiimli bir inhibitoriidiir.
Rivastigmin ile tedavi; bilisi, giinlik yasam aktivitelerini ve genel islevi iyilestirir.
Hafif ve orta dereceli Alzheil h hginda kullanilir. (Onor, Trevisiol et al. 2007)

Galantamine

FDA tarafindan onaylanan son ilagtir.
birikimine neden oldugund
(Lah, 2020)

Sinaptik boslukl; cok fazla iteye neden ol

Hiicreleri, beta-amiloid protein gibi sitotoksisiteye karsi koruma yetenegi vardir.

Huperzin A kabetgi ve geri doniistimlii bir ilkoli az inhibitorudir.
P Sahip oldugu 6zellikler alzheimer tedavisinde umut verici bir ajan oldugunun gostermektedir. (Li, Wu ¢
al. 2008)
Fizostigmin bir kolinesteraz inhibit6riidiir.
. . Glokomda kullanilan ilk etkili ilag (1877'de kullanildi) ve mynestiagravis“teki ilk etkili tedavidir(Liebelt|
Fizostigmin
2007)
R
Tetraalkil | A o hasl | -
R—N—R y kisma ak onler.
amonyum P .
R | Tersinir bir inhibisyon gergeklestirir (Aktay, 2017).
iyonlan R

Alzheimer hastalig1 ile karakterize olan amiloid beta plaklar1 ve sonrasinda

baslayan norofibril yumaklar hastaligin patofizyolojik isaretleridir. Ancak bu isaretlerin

mevcut olmasi durumunda tedavi i¢in ¢ok gec kalindig1 yaygin bir inanistir. Erken

miidahalenin etkili oldugu bildirilmistir (Lambracht-Washington ve Rosenberg, 2013).
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Bir Alzheimer hastasi teshisten sonra ortalama 3-10 yil yasayabilir (Sertkaya, 2022).
Ancak yine de hastaligin seyri semptomlarin baglamasindan itibaren birkag yildan 20 yila

kadar degiskenlik gosterebilmektedir (Smith, 1998).

2.2. Gut

Ilk olarak MO 2640 yilinda Misirlilar tanimlanan podagra daha sonra M.O.5.
yiizyilda Hipokrat gut hastalifini ‘yiirinemez hastalik’ olarak adlandirmistir. Gut
hastaliginin adi Latince gutta (damla) kelimesinden tiiretilmistir. Tarih boyunca gut
hastaliginin zengin beslenme tarzi ve asir1 alkolle baglantili oldugu diisiiniildiigli i¢in
krallarin hastalig1 olarak anilmistir. Hatta gutun sosyal ve siyasal anlamda gii¢clii olan
insanlarda sik rastlanmasi hastanin sosyal daha st sinifta ait bir hastalik gibi
algilanmasina hatta arzu edilen bir hastalik olmasina neden olmustur. Sonrasindaki
donemlerde hastalig1 yine rahatlik ve asirilik ile iligkilendiren Galen hiperiirisemi ve ileri
donemde kristalize monosodyum {irat birikintisi olan tofiisii tanimlamistir. Hastalig1 gut
olarak adlandiran ilk kisi ise Dominikli bir kesis olan Randolphus’ tur. Hastaligin
tanimin1 yapan bir baska kisi de gut hastaligindan dolay1 sakat kalan Ingiliz hekim
Thomas Sydenham’dir. Diinya iizerinde piring ve sebze tiiketimine dayali beslenme
kiiltiirlerinde gut daha seyrek goriilmektedir. Gut hastalig1 tarihten bu yana bir erkek
hastalig1 oldugu diisiiniilse de giiniimiizde 6zellikle menopozdan sonra kadinlarda da sik
gorildigi belirtilmektedir (Nuki ve Simkin, 2006). Gut vakalarinin ¢ogunlugunun erkek
hastalar oldugu bilinmektedir. Ancak hipertansiyon, diyabet, kalp hastaligi, alkol
kullanimi gibi durumlar incelendiginde cinsiyete bagl bir farklilik goriilmemistir. Buna
ragmen erkeklerde hastalik kadinlara gore 7 yi1l daha erken baslar. Kadinlarda tofiis
birikiminin iist ekstremite eklemlerinde daha sik goriildiigi bildirilmistir (Demir ve ark.,
2007). Kadin cinsiyet hormonlarinin idrarla iirik asidin atilimini artirdigi igin, menopoz
oncesi donemde gut hastaligimin goriilmesinin erkeklere oranla daha az oldugu
bildirilmistir. Hastaligin goriildiigli diger bolgeler tarsal eklemler, ayak bilekleri, dizler
ve dirsekler olarak gdsterilebilir. Yine iirat kristallerinin diger hastalik durumlarini taklit
edebildigi (omur, deri, yumusak dokular vb.) hatta tofiislerin yumusak doku tiimorleri ile
goriildiigii vakalarin oldugu da bildirilmistir (Hainer ve ark., 2014).

Gut hastaligi, hiperiirisemi sonrasinda bazi doku ve eklem bdlgelerinde
monosodyum iirat (MSU) kristallerinin birikmesine bagl olarak yaygin olarak goriilen
inflamatuar eklem hastaliklarindan biridir (Richette, 2014). Hiperiirisemi zamanla

eklemlere ciddi zarar veren, genellikle deri altinda monosodyum iirat birikimi ile
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(Martillo, 2014) sakat birakabilen bir hastaliga doniisebilir (Fu, 2017). Hastalik diger
eklem bolgelerinide etkileyebildigi halde genellikle ayak bagparmagindaki eklemlere
(metatarsofalangeal eklemlere) yerlesir (Hainer ve ark., 2014). Hastaligin bobrek ve
kardiyovaskiiler hastaliklara neden olmasindan dolay1 ciddiye alinmalidir (Richette,
2014). Hastalig1 tetikleyen en onemli faktorler olarak obezite, hipertansiyon, cerrahi
girigsim, kandaki iirik asit oranini yiikselten ilaglar, yiiksek yagli beslenme, kirmizi et,
deniz triinleri, fazla alkol alimi (Tetik ve ark., 2012), kursuna maruz kalma,genetik ve
cevresel kosullar (Kuo ve ark., 2015) hareketsiz yasam tarzinin olmasi gosterilebilir
(Limon, 2022). Yapilan bir aragtirmanin sonucuna gore gut hastaligin goriildiigii kisilerin
diyetlerine baglh olarak kilolarinin fazla oldugunu ve hastaligin niiksetmesiyle birlikte
daha agrili, zor gut ataklarinin olmasi hastanin kilosuyla pozitif korelasyon gosterdigi
sonucuna vartlmistir (Kegecioglu, 1988). Bazi ¢caligsmalarin sonuglart iirik asit seviyesinin
oksidatif stresi tetiklemesinden kaynakli olarak kardiyovaskiiler hastaliklar ic¢in risk
faktorii olusturmaktadir. Urik asit seviyesini diisiiren bir ksantin oksidaz inhibitdrii olan
allopurinol hastaliklara kars1 koruyucu etki gostermektedir (Glantzounis ve ark., 2005).
Urik asit, 168 Da molekiil agirhigma sahip molekiil formiilii CsHsN4Os olan
heterosiklik yapida bir bilesik olarak insanlarda piirin metabolizmasinin son {iriintidiir.
Hayvansal proteinlerin biiyiik rol aldigi piirin metabolizmasinda, iirik asidin canlida
iretimi karaciger, bagirsaklar, kaslar, bobrekler ve damar endotelyumundan
karsilanmaktadir. Tiim hiicreler i¢in biiylimek, enerji metabolizmasini ve sinyal iletimini
saglamak, hayatta kalmak i¢in piirine ihtiya¢ duyarlar. Piirin metabolizmas1t DNA ve
RNA olusumu agisindan ¢ok biiyiikk &neme sahiptir. Urik asit olusuncaya kadar
gerceklesen karmasik asamalarda hipoksin ve ksantin olusur. Daha sonra hipoksantin,
ksantinoksidaz (XO) ile oksitlenerek ksantin olusturur. Olusan ksantin, ksantin oksidaz
tarafindan tekrar oksitlenir ve son iiriin iirik asit olusmaktadir. Urik asit viicuttan {irat
seklinde atilir. Bu form {irik asidin tuz formudur ve ¢oziiniirliigii diistiktiir. Zay1f bir asit
olan iirik asidin pKa degeri 5,8 dir. Urik asidin serum konsantrasyonu araligi kadinlarda
1,5-6 mg/dL; erkeklerde ise 2,5-7 mg/dL’ dir. Urik asidin serum konsantrasyonu 6,8
mg/dL’ den yiiksek oldugunda monosodyum iirat olusarak hiperiirisemi olugsmaya baglar
(Maiuolo ve ark., 2016). Esas olarak karacigerde sentezlenen iirik asit normal diizeyde

iken antioksidan ve proinflamatuvardir (Ayyildiz, 2016).
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Gut Hastaligi

Urik asit
kristalleri

Sekil 2. 8 Gut hastaliginin eklemlerde neden oldugu iltihaplanma
https://doktorfizik.com

Gut hastaliginda yaygin olarak hipertrigliserdemi de goriiliir (Pamukgu ve Duran,
2021). Hipertrigtrigliserdemi gut hastalarinin  %75-80’nde  goriilen bir lipit
anormalligidir. Gut hastalifinda hipertrigliserdeminin yanisira hipertansiyon, insiilin
direnci, hiperiirisemi ile de karakterizedir. Hastaligin tedavisinde kullanilan yontemler
stirhdir.  Dolayisiyla gut ile iligkili biitin metabolik anormalliklerin birlikte
degerlendirildigi tedavi yontemlerine ihtiyag vardir (Lee ve ark., 2006).

Hastaligin asemptomatik hiperiirisemi, akut gut artriti, ara donem ve kronik gut
artriti olmak iizere dort asamasi vardir. Hastaligin ilk asamasi iirik asit seviyesi 6,8 mg/dl
oldugu durumdur. Hastaligm tedavisi bulunmakla birlikte NSAII ve kolsisin ilaclari
kullanilmaktadur. Ilaglarin beraberinde iirik asidi diisiiriicii piirin icerikli diyetlerin tercih
edilmesi hastaligin tekrarin1 6nlemek i¢in gereklidir (Limon, 2022).

Sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde {i¢ milyondan fazla kisinin sahip oldugu
gut hastalif1 diinya geneli giderek artmakta ve kiiresel bir saglik problemi haline
gelmektedir. Rapor edilen vakalarin incelenmesi sonucu gut neredeyse viicudun her
boliimiinii  etkileyebilecegi bildirilmistir. Hastaligin normalde eklem bdlgelerini
etkiledigi bilinsede pankreasta, kalp kapak¢iginda ve bir hastada meme nodiilii olarak

ortaya ¢ikmistir (Ning ve Keenan, 2010).
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Sekil 2. 9 Gut hastasi birey https://www.mecev.org

Tedavi i¢in kullanilan ilaglarda izlenen iki farkl strateji vardir. Birincisi tirik
asit yapimini azaltan ilaglardir (Limon, 2022). Ikincisi ise iirik asit atilimii arttiran
ilaglardir (Limon, 2022). Giiniimiizde gut tedavisinde potansiyel bir antikanser ajani olan
allopurinolun ksantin oksidaz inhibitorii olmasindan dolay1 kullanildigi bilinmektedir
(Borges ve ark., 2002). Hastaligin en etkili tedavisinde kolsisin, nonsteroid
antiinflamatuar ilaglar (NSAID) ve kortikosteroidler kullanilmaktadir. Hastaligin {irat
diisiiriicti tedavi yonteminde ise iirik asit alimini azaltan ksantin oksidaz inhibitorleri ve

tirik asit atimini arttiran tirikoziirik ilaglar yer almaktadir (Atakul ve Demir, 2014).

2.3. V. cracca L.

Fabaceae familyas1 ekonomik 6nemi olan ¢igekli bitki familyalarindandir. Bu
familyanin tipik ¢icek yapisi, legiimen ve lolentum tipte meyvesi ve spitiillii yapraklariyla
taninir. Fabaceae familyasina ait Vicia cinsinin tiirleri genellikle sarilici, bir veya ¢ok
yillik bitkilerdir. Diinya’ nin genelinde yaygin olan Vicia ve Vicilla olmak iizere iki gruba
ayrilir (Kog, 2020).

Fabaceae, yaklasik 750 cinsi ve 19.500 tiir gesitliligi ile diinyanin ii¢ biiyiik
familyasindan biridir (Christenhusz ve Byng, 2016). Yaygin olarak baklagil, bezelye veya
fasulye ailesi olarak bilinen Fabaceae ¢icekli bitkilerin énemli bir kismini1 olusturur.
Genis bir alana yayilan bu familya yapraklarindan kolayca taninan agaclari, ¢alilart ¢ok
yillilk ya da yillik otsu bitkilerden olusur (Rahman ve Parvin, 2014). Fabaceae
familyasinin Vicia L. tiiri insanlar ve hayvanlar i¢in bir protein kaynagi ve maliyetinin
diisiik olmasindan dolay1 baz tiirlerinin tarimi1 yapilmaktadir (Tewatia ve Virk, 1996).

Fabaceae familyasindan olan Vicia cinsinden Diinya iizerinde yaklasik olarak 166 kadar
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tir bulunmaktadir (Maxted, 1993). Bu tiirlerden 59 tanesi Tiirkiye’ de dogal olarak
yetismektedir (Davis, 1970). Vicia genel itibariyle dort ana seksiyonda gruplandirilmistir.
Bunlar; Cracca, Ervum, Vicia ve Faba’ dir (Yamamoto, 1973).

V. cracca L. zayif, ¢ok yillik, dik ve tirmanici dzellige sahiptir. Ulkemizde en fazla
yetisen Vicia tiirii tek yilliktir (Kog, 2020).

Sekil 2. 10 V. cracca L.nin yesil ve kurutulmus hali

Vicia tiirlerinin tohumlarinin protein agisindan zengin olmasindan dolay1 insan ve
hayvanlar tarafindan kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Ancak 20’den fazla tiiriin
insanlar tarafindan kullanildigi halde bunlardan sadece V.faba’nin insanlar tarafindan
yaygin olarak tiiketildigi bilinmektedir (Bryant ve Hughes, 2010). V. cracca L. ise tarimi
yapilmayan, Anadolu’da dogal olarak yetisen ve kaba yem olarak kullanilan bir tiirdiir
(Karakurt, 2013). Bu cinsin tanimlanmasinda morfolojik 6zelliklerine (6rnegin; ¢igek
salkim1 basina ¢igek sayisi) (Haider ve ark., 2012), (sapin ve alt yapragin goreceli
uzunluklarina) bakilarak ayirt edilir. Vicia cinsinin Diinya tizerinde Avrupa, Asya ve
Kuzey Amerika’ dan Giliney Amerika ya ve Tropikal Afrika’ ya iliman bolgelerinde
yetistigi bilinmektedir (Maxted, 1993). Anadolu’ da 6zellikle Vicia cracca cinsinin dogal

olarak bulunmasi, arilar i¢in nektar kaynagi olmasi ve kurutulduktan sonra kaliteli kaba
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yem olarak kullanilmasi Onemini artirmaktadir. Kitlik doneminde bile insanlarin
beslendigi bu bitki tohumu, otuyla iyi bir hayvan giibresi olsa da yeterince faydalanildig:
sOylenemez (Tamkog ve Avci, 2004).

Birgok Vicia tiiriinde aminoasitler, sekonder metabolitler, glikozitler, yag asitleri,
seker alkolleri, organik ve inorganik bilesikler mevcut oldugu bildirilmistir (Bell ve
Tirimanna, 1965).

Baklagillerde bulunan lektin immiin kékenli olmayan ve herhangi bir enzimatik
aktiviteye sahip olmayan, karbonhidrat baglayan proteinler olarak tanimlanir.
Baklagillerdeki bu lektinler yapilarina gore tek zincirli ve gift zincirli olarak iki ana gruba
ayrilir (Megias ve ark., 2019). Baz tiirlerde her iki lektin tiirii mevcut olabilir. Ornegin;
V. cracca ‘daki lektinlerde her iki zincirde mevcuttur (Megias ve ark., 2019; Baumann ve
ark., 1982). Lektinlerin karbonhidratlara olan ilgisi birbirinden farklilik gosterir. Tek
zincirli lektinler genel olarak N-asetil-galaktozamine (GalNAc) baglanirken, gift
zincirlilerin lektinlerin ise mannoz ve glikoza baglandig: bilinmektedir (Megias ve ark.,
2019). Yine V. cracca L. bitkisinden lektinin saflastirilmas1 ve karakterizasyonunun
yapildigi bir ¢alismada bitkinin tohumunda iki tiir lektin i¢erdigi bildirilmistir (Baumann
ve ark., 1982).

Yapilan arastirmalar genellikle sekere baglanan lektinlerin immun sistemi
uyararak hiicre sayisini ve aktivitesini artirdigini ve tiimorlii hiicrelere taninirlik saglayip
daha kolay yok edilebilecegi one siiriildiigii i¢cin kanser tedavisinde kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir (Oztabak, 2005). Bitki savunmasida gorevli olan lektin bazi bitki
tiirlerinde karbonhidratlara veya protein iceren karbonhidratlara baglanan savunma
proteinleri olarak bilinmektedir. Lektinlerin mikrobiyal saldir1 ve benzer durumlardan
sonra sentezlenen ve S metabolitleri bakimindan zengin olup, depolanmayan proteinler
oldugu bilinmektedir (Bakir, 2020). Alzheimer tipi demansin arastirildig1 bir ¢alismada
Vicia Villosa bitkisinden elde edilen lektinin, memelilerin serebral korteksindeki spesifik

noronlar karakterize etmede kullanildig: bildirilmistir (Kobayashi ve ark., 1989).

2.4. Enzimler ve Ozellikleri

“Enzimler, canli organizmadaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan
iriin olmasma firsat vermeden %100’lik bir {rlin verimi saglayan biyolojik
katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu hari¢ olmak {izere biitiin
enzimler protein yapisindadir.”” (Keha ve Kiifrevioglu, 2020). Yapilarinin protein

olmasindan kaynakli enzimlere metabolik proteinler de denmektedir. Canli hiicrelerin
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biitiin fonksiyonlar1 enzimlerle gerceklestiginden canliliga, birbirini izleyen enzimatik
tepkimeler biitiinii de denebilmektedir. Enzimlerle ayni yapilara sahip olan proteinler
agirlikca %60 C, %16 N, %8 H igeren molekiillerdir. Proteinlerin alt birimi olan
aminoasitler birbirlerine peptid baglariyla baglidir. Bu baglarla dallanmis olan aminoasit
zincirine polipeptid olarak adlandirilir. Bir enzim ¢esidi tek polipeptidten olusabilecegi
gibi polipeptid kiimesinden de olusabilir (Saloglu, 1985).

Enzimler in vivo katalizor olmanin yani sira endiistride de in vitro katalizor olarak
kullanilabilmektedir. Su ana kadar katalize ettikleri reaksiyon tiiriine gére siniflandirilmis
yaklagik 5500 enzimin oldugu bilinmektedir. Enzimler etki ettikleri maddeye gore
isimlendirilir. Ornegin proteine etki eden enzime proteaz denir. Enzimlerin diger
kimyasallara gore daha basit kosullarda bile reaksiyon vermemeleri ne kadar spesifik
olduklarin1 gosterir (Jegannathan ve Nielsen, 2013). Enzimler aktivasyon enerjisini
diisiirerek tepkime hizin1 10°-10Y7 biiyiikliigiinde arttiran katalizorlerdir (Durmaz, 2022).
Benzer sartlar olusturuldugunda enzimin oldugu bir tepkimenin gergeklesme olasilig
yoklugundaki tepkime oranina gore birka¢ milyon kat daha yiliksek olabilmektedir
(Seving, 2010).

Kimyasal reaksiyonlar canli yasami i¢in biiyiik 6nem tasir. Ancak reaksiyonlar
aktivasyon enerjisinin asilmasi durumunda gerceklesir. Aktivasyon enerjisinin asilmasini
saglayan katalizorler (Klibanov, 1983), reaksiyon esnasinda kullanildiktan sonra
kaybolmamaktadir (Atasagungil, 1965). Canlilik geregi tiim organlar ve organeller ayni
zamanda ve bir arada ¢alismaktadir. Bu da 6zgiin katalizorlerin varligiyla gergeklesebilir
(Nelson ve Cox, 2016). Canlilarin yasamlarini devam ettirebilmesi i¢in gerekli olan
kimyasal reaksiyonlar kataliz varliginda saniyeler icinde gerceklesirken, kataliz
yoklugunda yillarca siirebilmektedir. Enzimler benzer substratlar arasinda sec¢im
yapabilen, reaksiyon hizin1 10'” kadar hizlandirabilen 6zgiil biyokimyasal katalizérlerdir.
Enzimlerin 5.000 kadar biyokimyasal reaksiyonun hizlanmasini gerceklestirdigi
bilinmektedir (Oztekin, 2016). Ornegin; kan hiicrelerimizde bulunan karbonik anhidraz
enzimi karbon dioksiti karbonata ¢evirerek zararsiz bir hale getirmektedir. Bu enzim bir
molekiilii 1 saniyede 10° molekiil CO2 in doniisiimiinii saglar. Yiiksek aktiviteli bir diger
enzim olan katalaz ise dokularda olusan zararli hidrojen peroksidi suya ve oksijene
doniistiiriir. Sadece bir molekiil katalaz gerceklestirdigi bu reaksiyonu 1 saniyede 107 kez
tekrarlar (Gegkil, 2012).

Enzimler ortamdaki substrat miktari, pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu,

inhibitdr, aktivator konsantrasyonu, iyonik siddet ve varsa kofaktor konsantrasyonu gibi
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faktorlerden etkilenirler (Keha ve Kiifrevioglu, 2020). Enzimlerin aktivitelerin bagl
oldugu faktorlerden biri olan pH degeri biitiin enzimler i¢in ayn1 degildir. Her enzimin
maksimum aktive gosterdigi bir pH noktas1 bulunur (Kiran ve ark., 2006). Hiicrelerde
enzimler araciligl ile gerceklesen kimyasal olaylar kendiliginden kolayca reaksiyon
vermez. Clinkii biyomolekiiller kinetik yonden kararlidir. Buradan ¢ikarilabilecek sonug,
biyomolekiillerin  kararliligi hiicrede enzimin yoklugu durumunda neredeyse
ger¢eklesmemektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2020).

Protein yapili bu katalizorler kimyasal reaksiyonu gerceklestirirken kendisi
degisikliklige ugramaz. Enzimler reaksiyon hizini artirdig1 sirada bir molekiilii digerine
doniistiirmede kullanilir. Enzimlerin ayn1 ortamda bulunan ve kimyasal olarak birbirine
cok benzeyen substratlardan sadece birini katalize eder. Bu onemli 6zelligi enzimlere
substrat spesifikligi kazandirmaktadir. Arastirmalara gére enzimlerin substrata karsi
spesifik olma &zellige sahip olmasinin nedeni enzimin protein kismi kabul gérmiistiir
(Zeren, 2015).

Enzimler, substratlara kars1 oldukga spesifiktir. Substratlarinin sadece belli bir
bolgesini etkileyerek bu bolgeden atom ya da atomlart veya fonksiyonel grubu
almaktadir.  Enzimlerin bir dakikada 36 milyon molekiilde degisiklik
gerceklestirmektedir. Asetilkolinesteraz enzimi ise bir dakikalik siirede 1.500.000
molekiilii etkilemektedir. Enzimler saniyede 100 ile 1000 arasinda molekiilii iiriine
doniistiirebilir. Birim zamanda bir mol enzimin doniistiirdiigli substratin molekiil sayisina
“turnover sayist’’ denir (Aktay, 2017).

Enzimlerin aktif bolgelerinin olusmasinda protein yapisindaki amino asit sayist,
cesidi ve dizilisleri rol oynamaktadir. Amino asitlerin olusturduklar1 polipeptidlerin
fonksiyonel yap1 kazanmalari i¢in {i¢ boyutlu bir yap1 olusturmalar1 gerekmektedir. Bu
proteinler yliksek 1sidan, pH dan ve yapisin1 bozabilen c¢oziiciilerden etkilenip
bozulabilmektedir. Bu bozulmaya denaturasyon denir. Enzimlerin molekiil agirliklari
13.000 ile 1.000.000 kDa araligindadir (Saloglu, 2001).

Enzimlerin genel 6zellikleri 6zetlenirse:
1.Canl1 hiicreler tarafindan sentezlenir.
2.Etki gosterebilmek igin hiicre iginde olmak zorunda degildir, in vitro ortamda da etki
gosterirler.
3.Is1ya dayaniksizdirlar, yiiksek 1s1 ile denatiire( bozulurlar) olurlar.
4.Protein yapisindadirlar ve proteinler gibi primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner

yapilar1 vardir.
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5.Biyolojik reaksiyon hizlandiricilaridir (Giines, 2013).

Genetik kusurlar sonucu az veya asirt enzim aktivitesi sonucu bazi hastaliklarin
ortaya ¢ikmasindan dolayr canliyr olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle enzim
aktivitesinin agiklanmasi hastaliklarin teshisinde 6nemli bir biyobelirte¢ olabilir. Ciinkii
ilag molekiilleri etkilerini enzimleri inhibe ederek ya da aktive ederek gostermektedir
(Nelson ve Cox, 2016). Yapisal olarak enzimler biiylik, substratlar ise kiiglik
molekiillerdir. Substrat enzime baglandig1 zaman substrat1 degistirerek baska bir bilesige
donlismesini saglayan bolgeye “’aktif bolge’ denilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu,
2020).

Ligand terimi enzimler ile etkilesime giren bilesikler i¢in kullanilmaktadir.
Enzimler DNA, RNA, proteinler, polisakkaritler gibi makromolekiiller ve substratlar,
inhibitorler, enzimler ile etkilesime girer. Enzim inhibitorleri ligandlarin biiyiik kismini
olusturur (Schomburg ve ark., 2012). Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarda kimyasal
enerji kaybolmaz. Enerji ya korunur ya da bagka bir yapiya donistiiriiliir (Lehninger ve
ark., 2005). Protein yapisi ve reaksiyonlardaki segici 6zelliklerine sahip olan enzimler
reaksiyon hizini artirmaktadir. Bu biyomolekiillerin 6zelikleri girinti ve yariktan olusan,
substratin tam oturabildigi, ii¢ boyutlu, karmasik yapilarindan kaynaklanmaktadir (Keha
ve Kiifrevioglu, 2020). Var olan biitiin enzimler protein yapisindadir. Ancak biitlin
proteinler enzim degildir. Segici 6zelliginden dolayr her enzim sadece bir reaksiyonu
katalizleyebilir. Biitiin biyolojik reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler reaksiyona 6zgii
olmasindan kaynakli birgok enzim gesidinin var oldugu sdylenebilir. Biyokimyasal bir
reaksiyonda enzimin etki ederek katalizledigi ve iiriine doniistiirdiigii maddeye substrat
denir. Enzim ile substrat arasindaki kompleks enzim-substrat kompleksi denir. Enzimin
substrata etki ederek iiriin olusabilmesi icin esik seviyesi (kararli yap1) ve ge¢is noktasi
arasindaki enerji farki olan (Gegkil, 2012) aktivasyon enerjisi ad1 verilen enerji engelini
asmas1 gerekmektedir. Belirli bir sicaklikta 1 mol reaktanin aktiflesmis durumu
kazanmalar1 i¢in gerekli olan enerji miktarina aktivasyon enerjisi denir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2020).

2.4.1. Enzim Reaksiyonlarimin Mekanizmasi

Enzimin oldugu bir reaksiyonda enzimin etki etti§i ve iirline doniistiirdigi
maddeye substrat adi verilmektedir. Her enzimin spesifik, kendine 6zel bir substrati
bulunmaktadir. Enzim ile substrat arasindaki kompleks yapiya enzim-substrat kompleksi

denir. Enzimlerden bazilar1 aktivite i¢in bazi kiigiik maddelere gereksinim duyarlar.
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Bunlar kofaktdr (prostetik grup) olarak adlandirilir. Kofaktdrler Mg*? Fe*? gibi basit
inorganik iyonlar veya koenzim adi verilen daha kompleks organik molekiiller olabilirler.
Koenzimler memeli beslenmesinde onemli rol oynar. Aktivite i¢cin gerekli kofaktorii
olmayan enzime ise apoenzim denir. Enzim bu sekilde inaktif haldedir. Aktif halde

bulunan enzime ise (kofaktor+apoenzim) holoenzim denir (Gegkil, 2012).

Apoenzim + Kofaktor (Koenzim) — Holoenzim
(Protein kismi) (protein olmayan kisim) (aktif enzim)
(Giines, 2013).

Substratlar Enzim Enzim
aktivasyonu

Enzimin tekrar Aktif bdlge
kullanilmasi

- ¥

Enzim-substrat

Uriin C kompleksi

Sekil 2. 11 Enzim-substrat iliskisi (Giines, 2013).

Enzim ile katalizlenen bir reaksiyonda sisteme enzim ilave edilmesi, ES (enzim-
substrat) bilesiginin olusmasi ve daha diisiik enerji gereksinimi ile {iriin olusmasi
saglanmaktadir. Substratlarin {irline doniisiimiinden sonra serbest kalan enzimler
ortamdaki diger substratlara baglanacak, onlarinda aktivasyon enerjilerini diisiirerek
{irline doniisiimiinii hizlandiracaktir. Ozet olarak enzimler kimyasal reaksiyonlarmn

aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyonlarin hizini artirmaktadir (Giines, 2013).
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A Aktivasyon enerijisi

. > Enzimsiz

-

. > Enzimli
— \

Urinler

Sekil 2. 12 Enzimli ve Enzimsiz Reaksiyonlarin Aktivasyon Enerjisi Degisimleri (Giines,
2013)

2.4.2. Enzimlerin isimlendirilmesi ve Siniflandirilmasi

Enzimler ilk olarak hangi maddeye etki ediyorsa ya da hangi maddeyi parcaliyorsa

o kelimenin sonuna -az eki getirilerek isimlendirilmistir. Ornegin peptidleri pargalayan
enzimlere peptidazlar, lipitleri pargalayanlara lipazlar, iireye etki eden enzime iireaz
seklinde isimlendirilmistir. Ancak enzim sayisinin artmasi bu pratik isimlendirmenin
karisikliklara neden olmustur. Daha kapsamli ve anlasilir bir isimlendirmeye gereksinim
duyulmustur. Uluslararasi Biyokimya Birliginin kurmus oldugu enzim komisyonu 1964
yilinda sistematik bir isimlendirme yapmistir. Enzimler alt1 ana enzim sinifina ayrilmistir.
Bu isimlendirme enzimin katalize ettigi ettigi reaksiyonlarin ozelliklerini belirgin
bi¢cimde tanimlayabilmektedir. Isimlendirmede enzimin, kod numaralari noktalarla
ayrilmis dort rakamdan olusacak bicimde olusturulmustur. Ilk rakam alti ana enzim
grubundan hangisine dahil oldugunu, ikinci rakam etki ettigi kimyasal yapiy1 ve bagini,
ticiincii rakam alicis1 olarak ifade edilen akseptoriinii yani ayrilan grubun neye baglanarak
ya da neyin yardimiyla tasindigini, dordiincii rakam ise belli bir sinifin igerinde o enzimin
sira numarasini belirtir.
Enzimler katalizledikleri reaksiyonlar tipleri ve bu reaksiyonlarin fonksiyonlarina gore
alt1 grupta incelenir. Enzimlerin alt1 ana grubu soyledir;

1. Oksidoretiiktazlar,

2. Transferazlar,

3. Hidrolazlar,
4. Liyazlar,
5

[zomerazlar,
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Ligazlardir.

Oksidoretiiktazlar: Oksidasyon rediiksiyon tepkimelerinin olusumunu saglayan
enzimlerdir. Redoks reaksiyonlarin1 katalizlemektedir. Ornek olarak laktat
dehidrojenaz (LDH) verilebilir.

Aocks + Bred - Ared  + Boks

Dehidrojenazlar: Hidrojen veya elektronlarin transferi ile substratin
dehidrojenasyonunu saglarlar. Alicilar, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD),
nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADP), flavin mononiikleotid (FMN)
veya flavin adenin diniikleotid (FAD)’dir. Ornek olarak alkol dehidrojenaz
verilebilir.

Oksidazlar: Oksijenin yardimi ile substratin oksidasyonunu saglar. Sitokrom
oksidaz 6rnek verilebilir.

Transferazlar: Fonksiyonel gruplar1 tasima gérevi yapan enzim sinifidir. Ornek

olarak aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) verilebilir.

Ax + B — A + Bx

a. Bir karbonlu gruplan transfer edenler, 6rnek, metil transferaz Aldehit veya
keton grubunu transfer edenler. Transketolazlar 6rnek verilebilir.

b. Agil gruplarini transfer edenler, aminoasit asetil transferaz 6rnek verilebilir.

c. Seker gruplarimi transfer edenler, siikroz.1.fruktozil transferaz ornek
verilebilir.

d. Diger gruplari transfer edenler, siilfiir transferaz 6rnek olarak verilebilir.

Hidrolazlar: Substratin ¢esidine gore etkide bulunan enzimlerdir. Ester, eter,
peptit gibi baglar {izerine etki ederek, su ile onlar1 par¢alayan enzimlerdir. Ornek

olarak amilaz, iireaz, arjinaz verilebilir.

AB + HHO — AOH + B + H

a. Basit esterazlara ornek olarak karboksilesteraz verilebilir.
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b. Lipazlara, 6rnek olarak lipoprotein lipaz verilebilir.

c. Fosfatazlara, ornek olarak fruktoz bisfosfat aldolaz verilebilir.

d. Kolinesterazlara, ornekolarak asetilkolin esteraz verilebilir.

e. Peptit hidrolazlara, 6rnek olarak peptidil glutaminaz verilebilir.

f. Niikleazlara 6rnek olarak Basillus subtilis niikleaz verilebilir.

g. Karbonhidratlarin hidrolizini saglayan enzimler, 6rnek; amilaz, selliilaz

h. Karbon azot bagini koparan, amino igeren gruplari ayiran enzimlere Ornek

olarak glutaminaz, ireaz verilebilir.

4. Liyazlar: Hidrolizden baska bir mekanizma ile organik molekiillerdeki gruplarin
ayrilmasini  saglayan enzimlerdir. Ornek olarak aspartat liyaz, piruvat

dekarboksilaz verilebilir.

AB — A+ B
a. Karbon-karbon liyazlara (dekarboksilazlar), 6rnek olarak piruvat dekarboksilaz
verilebilr.
b. Karbon-oksijen liyazlara 6rnek olarak treonin dehidrataz
c. Karbon-nitrojen liyazlara 6rnek olarak aspartatamonyak liyaz
d. Karbon-siilfiir liyazlara 6rnek olarak homosistein desiilthidraz

e. Diger liyazlara ise 6rnek olarak ferroselataz verilebilmektedir.

5. izomerazlar: Subsratin izomerizasyonunu katalizlerler. Ornek olarak glukoz

fosfat izomeraz verilebilir.

ABC — ACB

a. Rasemaz ve epimerazlara 6rnek olarak treonin rasemaz, metilmalonil. CoA
epimeraz verilebilir.

b. Cis ve trans izomerazlara 6rnek olarak retinal izomeraz verilebilir.

c. Intramolekiiler (molekiiller arasi) oksidorediiktazlara drnek olarak riboz.5.fosfat
izomeraz verilebilir.

d. Intramolekiiler transferazlara 6rnek olarak glukoz fosfomutaz verilebilir.

e. Intramolekiiler liyazlara 6rnek olarak tetrahidroksi pteridin liyaz verilebilir.

f. Diger izomerazlara 6rnek olarak DNA topoizomeraz verilebilir.
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6. Ligazlar: Daha biiyiik bir molekiilii olusturmak i¢in iki metabolitin baglanmasina
neden olurlar. C-O, C-N veya C-C baglarim kurarlar. Ornek olarak piriivat

karboksilaz, glutamin sentezaz, DNA ligaz verilebilir.

A + B + ATP — AB + ADP +Pi

a. Karbon- oksijen baginin olusumuna 6rnek olarak triptofan. RNA ligaz verilebilir.

b. Karbon-siilfiir baginin olusumuna 6rnek olarak asetat. CoA ligaz verilebilir.

c. Karbon-nitrojen bagmin olusumuna o6rnek olarak aspartat amonyak ligaz
verilebilir.

d. Karbon-karbon baginin olusumuna 6rnek piruvat karboksilaz verilebilir.

e. Fosforik ester bagmin olusumuna 6rnek olarak RNA ligaz verilebilir (Giines,
2013).

2.4.3. Enzim AKktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesine sicaklik, Ph, substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, iyonik
siddet, kofaktor konsantrasyonu, inhibitor ve aktivator konsantrasyonlar1 gibi faktorler

enzim aktivitesini etkiler.

a. Sicakhgin etkisi

Sicaklik biitlin kimyasal tepkimelerin hizin1 arttirir. Enzimli reaksiyonlarda sicaklik ile
hiz dogru orantilidir. Ancak sicakligin 50-60 °C {izerine ¢iktig1 durumda aktivite azalir.
Bunun nedeni yiiksek sicaklikta enzimlerin denatiire (bozulma) olmasindan kaynaklanir.
Canlilar sicakligin nispeten sabit oldugu izotermal sistemlerdir. Bu yiizden sicaklik

canlilarda aktivite diizenleme araci degildir (Keha ve Kiifrevioglu, 2020).

Y0ZDE AKTIVITE

20 L1 60 oo
SICAFLIK

Sekil 2. 13 Enzim reaksiyonunun hizi iizerine 1s1 etkisi (Kaya, 1993).
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b. pH ¢ mn etkisi

Her enzimin aktivitesinin en fazla oldugu pH degeri vardir. Bu degerlerin altinda ve
tizerinde olan degerlerde aktivite azalir. Bununla birlikte biitiin enzimlerin pH-aktivite

egrileri aymi sekilde farklilik gosterir (Keha ve Kiifrevioglu, 2020).

reaksiyon hizi

pH

Sekil 2. 14 Enzim reaksiyonunun hizi iizerine pH etkisi (Kaya, 1993)

c. Substrat konsantrasyonu

Enzim reaksiyonlarinda substrat konsantrasyonu belli bir noktaya kadar reaksiyon hizi
artttrmaktadir. Ancak hiz maksimum noktaya ulaginca substrat konsantrasyonun artmasi
ile reaksiyon hiz1 degismez (Yildirim, 2014).

Reaksiyon Hizi

Substrat konsantrasyonu

Sekil 2. 15 Substrat konsantrasyonuna gore reaksiyon hizinin degisimi

d. Enzim Konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonu sabit tutulur, enzim konsantrasyonunun arttirilirsa reaksiyon

hiz1 artar. Clinkii her enzim ayr1 ¢alisir (Yildirim, 2014).
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Reaksiyon Hizi
1‘ Enzim miktar1 artinca

.
>

Substrat miktari

Sekil 2. 16 Enzimin konsantrasyonuna gore reaksiyon hizinin degisimi
2.4.4. Enzim Inhibisyonu

Bazi1 maddeler enzimle uyumlu olup iliski kurma yetenegine sahip oldugu halde substrat
gibi hareket etmez ve bir triine doniisiimii saglamazlar. Bu tiirdeki maddelere enzim
inhibitérii denir (Bing6l, 1977). Enzim inhibisyonunun ger¢eklesmesi i¢in tepkime
hizinin inhibitér denilen maddeler tarafindan engellenmesi veya tamamen durdurulmasi
gerekir. Bir¢ok hastalik enzimin islevlerini yerine getirememesi veya enzimin dogal
olarak islevini gerceklestirmesiyle olusur. Enzim inhibisyonunda amag olarak enzimin
katalizledigi reaksiyonu bozarak hastaligi tedavi etmektir. Zaten hastaliklara karsi
kullanilan ilaglar enzimleri bu sekilde engelleyerek enzim inhibisyonunu saglar (AK,
2020). Enzim inhibitorleri kiigiik kimyasal molekiillerdir ve enzimin katalitik aktivitesini
inhibe ederek diisiirebilirler (Cakmak ve ark., 2017).

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde tek basina bir kontrol
mekanizmasi olusturdugu i¢in ¢ok 6nemlidir. Birgok ilag ve zehirli bilesiklerin etkileri
bu yollarla incelenmektedir. Inhibitorler enzimlerin etki mekanizmasinin incelenmesinde
cok Onemlidir. Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro ortamda aktivitesinin baz
bilesikler tarafindan yavaslatilmasi ya da tamamen durdurulmasi olayma inhibisyon
denir. Inhibisyona neden olana maddelere de inhibitér adi verilir. Inhibisyon geri

dontisiimlii ve geri doniisiimsiiz olmak iizere 1ki grupta incelenir.

2.4.4.1. Geri Doniisiimsiiz inhibisyon:

Enzimlere kovalent baglanan inhibitor zor ayrilabilen bir yap: olustururlar.

2.4.4.2. Geri Doniisiimlii inhibisyon:

Inhibitér ve enzim arasinda kovalent olmayan baglar bulunmaktadir. Geri

doniistimlii inhibisyon g¢esitleri; kompetitif (yarismali) inhibisyon, nonkompetitif
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(yarismasiz) inhibisyon, unkompetitif (yar1 yarigmali) inhibisyondur. (Keha ve
Kiifrevioglu,2020)

Bazi ilaglarin enzimlere geri doniislii veya doniissliz baglanmasi diger ilaglarin
enzime baglanmasini engelleyebilir. Reaksiyonlarin devami i¢in yeni enzim sentezi
gerekmektedir.Geri doniislii baglanmada ise enzimin temel substratt ortamda iken

inhibisyon olay1 ger¢eklesmez (Yiiksel, 2001).

2.4.4.2.1. Kompetitif (Yarismali) inhibisyon:

Inhibitérler, enzimin substrati ile enzimin aktif bolgesine baglanmak igin yaris
halindedirler. Eger enzimin aktif bolgesine inhibitor baglanirsa reaksiyon ger¢eklesmez.
Kompetitif enzim inhibisyonunda inhibitérden dolayr enzimin substrata ilgisi azalir

(Akin, 2012).

2.4.4.2.2. Nonkompetitif (Yarismasiz) Inhibisyon:

Inhibitér ve substrat, enzimin aktif bolgesine ayni anda enzimin farkli bir
bolgesine baglanabilir. Burada substrat ve inhibitor arasinda yarisma s6z konusu degildir.

Substrat konsantrasyonunu arttirmak inhibisyona engellemez.

2.4.4.2.3. Unkompetitif (Yar1 Yarigsmal) Inhibisyon:

Bu inhibisyon ¢esidinde inhibitor serbest enzime degil sadece enzim ve substrat
kompleksine baglanir (Keha ve Kiifrevioglu, 2020).

Enzim inhibisyon teorisi Alzheimer ve diyabet gibi hastaliklarin tedavisinde
izlenecek stratejiler arasindan en fazla tercih edilendir. Farmakolojinin ¢aligma alani olani
enzim inhibitorleri ila¢ olarak kullanilmaktadir. Dogal iirlinler enzimleri inhibe ederek

aktivitelerini kontrol etmeyi saglamaktadir (Cakmak ve ark., 2017).

2.5. Esterazlar

Esteraz enzimleri feromen ve hormon metabolizmasi, sindirim sistemi ve sinir
iletimi, iireme davranmisi ve insektisitlere diren¢ gibi bircok mekanizmada gorev
almaktadir. Esteraz enzimlerinin Asetilesterazlar, Arilesterazlar, Karboksil esterazlar
(CaE) ve Kolin esterazlar (ChE) olmak {izere 4 sinifi bulunmaktadir (Aktay, 2017).
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2.5.1. Kolinesterazlar

1914 yilinda Henry Dale’nin ortaya cikardigi ve 1930 yilindan beri detayli
caligmalar1 devam eden serin hidrolaz smifinin bu enzimlerinin aktif bélgesinin amino
asit dizilimi 1959 yilindan itibaren belirlenebilmektedir. 1987 yilinda Lockridge
tarafindan insan biitirilkolinesteraz enziminin tiim dizisi belirlenmistir (Massoulié ve ark.,
1993).

AChE ve BChE insan kromozomunda farkli genlerle kodlanmalarina ragmen aktif
bolgeleri, benzer molekiil yapilar1 ve aminoasit dizilimleri %65 homologtur (Giil¢in ve
ark., 2016). AChE ve BChE yapilari birbirleriyle oldukca benzer olduklari halde substrat
ozgilliikleri, dokulardaki dagilimlar1 ve inhibitorlere duyarliliklar: bakimindan farklilik
gostermektedir. Kolin esterleri arasindan asetilkolini en hizli par¢alayan AChE’ dir.
Biitiirilkolini ise en hizli par¢alayan enzim BChE’dir (Demir ve Tiirkan, 2022).
Birbirlerine yapisal olarak ¢cok benzeyen bu iki enzim ile yiiriitiilen ¢aligmalar i¢in zorluk
olusturmaktadir (Yapici ve Izol, 2023).

Viicudumuzda iki tip kolinesteraz enzimi vardir. Bunlardan asetilkolinesteraz
enzimi AChE beyinde 7. kromozomda kodlanmistir. 3. kromozomda kodlanan
biitirilkolinesteraz enzimi AChE (Darvesh, 1998) ile %65 ayni1 aminoasit dizilimlerine
sahip olamasma ragmen viicuttaki oranlari birbirinden farklidir. Beyinde AChE,
BChE’ye gore daha fazla bulunmaktadir (Sussman, 1991). AChE; beyin, sinir ve
eritrositlerde bol miktarda bulunan spesifik bir kolin esteraz iken, BChE ise serum,
pankreas, karaciger ve merkezi sinir sistemindeki bir kolin esterazdir (Rao ve ark., 2007).

Hem asetilkolinesterazin hem de biitirilkolinesterazin viicut sivilarinda bulunan ve
suda ¢oziinebilen formlar1 vardir. Kolinerjik sistem ile iligkili olan AChE beyinde bulunur
(Chatonnet and Lockridge 1989). 1991 yilindan beri yapilan genis ¢apli ¢alismalara insan
beyninde mevcut olan kolinesteraz enzimlerinden en fazla olan enzimin asetilkolinesteraz

enzimi oldugu gostermistir (de Souza ve ark., 2016).

2.5.1.1. Asetilkolinesteraz

Asetilkolin, merkezi sinir sisteminde kimyasal iletimde gorevli olup ilk tanimlanan
norotransmitter maddedir. Asetilkolin 1914 yilinda Henry Hallet Dale, 1921°de ise Otto
Loewi'nin kurbaga kalbi iizerinde yaptigt c¢alismalar ile ndrotransmitter oldugu
ispatlanmistir. Asetilkolin ile yaptigi bu calismalar Otto Loewi’nin 1936’da Nobel

odiiliinii kazanmasini saglamigtir.



39

Presimaptik i

NOoOromun
akson

> =4
[=>] C\
Mitokondri — N
Akson ucow ’
Sinaptik
escecikler Postsinaptik
NnSrom

ReseptSrier NSrotransmiitterr Postsimnaptik
Z<ar

Sekil 2. 17 Noronlarin diger noronlarla olan mesaj iletimini saglayan sinapslarin
gosterimi (Aktay, 2017)

Agik formiilii CH3COOCH2CH2NN * (CH3)3 olan asetilkolin bir sinir hiicresinden
baska bir sinir hiicresine impuls iletimini saglamak, sinir ve kas liflerinde biyoelektriksel
akim olusmasini saglamaktadir. Ayn1 zamanda ¢izgili kaslarda lifin kisalmasini saglamak
ve uyarilan parasempatik sinir sisteminde kalp atisinin yavaslamasi, tiikiiriik salgisinin
artmast gibi olaylarin da gerg¢eklesmesinde rol oynamaktadir (Cat, 2019).
Asetilkolinesteraz  (AChE, EC 3.1.1.7), kolinerjik sinapslarda ve ndromiiskiiler
kavsaklarda norotransmitter madde olan asetilkolini hidrolize ederek bir¢cok hayvan
tirtinde kolinerjik sinir sisteminde sinaptik iletimi sonlandirir (Kim ve Lee, 2013). AChE
saniyede 250.000 kadar asetilkolin molekiiliinii pargalayabilen 537 aminoasitten olusan
peptid monomeridir (Tripathi , 2010).

Asetilkolinesteraz enzimi 14 alfa sarmal ile ¢evrili 12 beta levhadan olusmaktadir
(Sussman ve ark., 1988).

AChE o6zellikle korteks beyinde ndronlar arasi sinir uglar1 ve sinaptik bosluklarda
bulunan asetilkolini “asetat” ve “kolin”e pargalayarak uyarimnin post-sinaptik nérona
gecisini engelleyen bir enzimdir (Singh, 2013; Yapic1 ve izol, 2023; Tripathi , 2010).

Asetilkolin mitokondrilerde hiicresel solunumun {iriinii olan koenzim A dan ve
lipit metabolizmasinda énemli gérevleri olan kolinden sentezlenir. Oncelikle ACh igin
ChAT’a ihiya¢ vardir. ACh, ChAT tarafindan sentezlenir ve VAChT (asetilkolin
tasiyicisi) tarafindan sinaptik vesikiillerde konsantre edilir. ACh sinaptik vesikiiller

sayesinde ACh i sinaptik bosluga saldiktan sonra AChR’e (ACh reseptorleri) baglanir.
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Hedef norona baglanan ACh, sinir uyarisinin bir ndérondan digerine iletimini
tamamladiktan sonra reseptorden ayrilir (Koganci ve Aslim, 2016).

Asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz enzimleri Alzheimer ve tip-2 diyabet ile
karakterizedir. Arastirmalar bu hastaliklarin kolinesteraz enzimlerinin plazma ve
dokudaki konsantrasyonlarinin yiikselmesi ile ortaya ¢iktigim1i gostermektedir.
Asetilkolin esteraz ve biitirilkolinesteraz enzimlerinin yiiksek konsantrasyonlari canlida
inflamasyonu tetikleyerek asetilkolin seviyesinde azalmaya yol agacaktir. Bu durum goz
oniinde bulunduruldugunda iki enziminde Alzheimer ve tip-2 diyabet hastaliklarinin

gelisiminde belirteg olarak kullanilabilecegi tahmin edilmektedir (Rao ve ark., 2007).

Mitokondri

1. Asetilkolin'in kolin ve asetil
COA’dan yapim

e LR
T Asetil
~COA

Asetilkolin

2. Sinapslarda asetilkolinin
hizlica asetilkolinesteraz ile
yikimi

3. Kolinin geri aksona taginimi
ve yeniden asetilkolin sentezi
i¢in kullanimi

Kolin e 68 Kolinerjik
\@ & reseptor —
Asetat 4. Asctilkolinesterazin
\\ D inhibisyonu ile sinaptik
boslukta asetilkolinin artisi

Asetilkolinesteraz

Sekil 2. 18 Asetilkolinesteraz metabolizmasi (Kayacik, 2019)

Alzheimerli beyinlerde korteks ve hipokampiiste AChE nin aktivitesinin
artmasinin ACh miktarin1 ve aktivasyonunu azalttigi tespit edilmistir. Glinlimiizde
yapilan c¢aligmalara bagli olarak Alzheimerin en gecerli tedavisinin asetilkolin
inhibitorlerinin kullanim1 oldugu bilinmektedir. Yapilan bir¢ok deneysel ¢alismanin
sonucunda izlenen bu tedavinin en gegerli ancak fayda bakimindan minimal oldugu tespit
edilmistir. Son yillarda hastalik i¢in tedavi edici 6zelligin yaninda daha az yan etkili ve

kesin tedavi edici yeni stratejilerin planlanmasidir. Bunun icin hastaligin genel
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mekanizmasinin ve hastaligin en biiyiik sebeplerinden biri oldugu diisiiniilen AChE nin
yapisi ve fonksiyonlarinin ortaya konularak inhibitorler araciligiyla yetersiz olan tedavi
yontemlerine karst bitkilerle tedavi olusturmaktir (Kog¢anci ve Ashim, 2016).
Asetilkolinesteraz1 inhibe eden ilaglarin ilaglarin yan etkilerinden dolayr dogal
inhibitorler ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir (Scozzafava ve ark., 2015).

AH ‘de AChE %45 azalirken BChE %90’a kadar artmaktadir. Yani BChE,
AChE’ nin eksikligini telafi etmektedir. AChE ile birlikte BChE ‘ye etki eden ¢ift hedefli
ChE inhibitorlerinin  gelistirilmesi gerekmektedir (Almaz, 2021). Giiniimiizde
Alzheimerin tedavisi i¢in enzim inhibisyonu ile asetilkolin seviyesinin artmasi sonucunda
semptomlarin azaltilmasi hedeflenmektedir. Bundan dolayr Alzheimerin tedavisi igin

asetilkolinesteraz enzimi tizerinde durulmustur (Mohsen ve ark., 2015).
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Sekil 2. 19 Asetilkolin Sentezi

Kolinerjik ndronlarda asetilkolin sentezinde kullanilan kolin hiicre membraninin
yap1 tas1 olan fosfolipidlerin sentezinde de kullanilir. Siganlarla yapilan bir deneyde
ortama serbest kolin eklenmedigi halde membrandaki fosfolipitler kataliz edilerek
asetilkolin sentezinin devam ettigi bildirilmektedir. Buradan membrandaki fosfoliplerin
koline katalizi saglanarak asetilkolin yapildig1 anlasilmaktadir. Otokannabilizm olarak
bilinen bu olay kolinerjik néronlarin kaybinin olasi Alzheimer nedeni oldugu

diistiniilmektedir (Ulus, 2010).
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Sekil 2. 20 Asetilkolinin hidrolizi (Aktay, 2017)

AChE ‘nin 6nemi Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin

hedefi olmasindan kaynaklanmaktadir. Enzimin néronal olmayan dokularda dikkate
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deger varligit ve dagiliminin degiskenlik gostermesi bu enzimin canlidaki roliinii

aragtirmak i¢in uygun tema olusturur (Tripathi, 2010).

2.5.1.2. Biitirilkolinesteraz Enzimi

Biitirilkolinesteraz (BChE, E.C.3.1.1.8) karacigerde sentezlendikten sonra kana
karisan (Chatonnet and Lockridge 1989), yaklasik 342 kDa agirliginda olan tetramerik
bir glikoproteindir (Barta ve ark., 2001). Biitirilkolinesteraz enzimi biitirilkolini biitirat
ve koline hidroliz eder. Bunun yaninda asetilkolinesteraz enzimine yardimci olur. AChE
ile birlikte kolinerjik sistemi dengede tutmak en 6nemli gorevleridir. Stresi azaltmak ve
hiicre yenilenmesini saglamakta da rol oynamaktadir (Yapici ve izol, 2023).

Beyindeki kolinesteraz aktivitesinin kii¢iik bir kismindan sorumlu olan BChE
viicutta kan serumu, pankreas, karaciger ve merkezi sinir sisteminde, kalpte, kaslarda,
akcigerde, ince bagirsakta ve yag dokusunda bulunan bir kolin esterazdir. Sinaptik bosluk
disina yayilan ACh’nin hidrolizini yaparak asetilkolinesteraz enzimi ile ayni islevi
paylasarak tamamlayici olarak gorev yapar (Das, 2012; Yapici ve izol, 2023). Ancak
Biitirilkolinesteraz enziminin insandaki gorevi hala tam olarak anlasiimamamistir (Lleo
ve ark., 2006).

BChE’nin amiloid plaklarlarda ve nérofibril yumaklarda tespit edilmesi AH’nin
patogenezinde rol oynadigini disiindiirmektedir. BChE beyinde AChE’nin olmadigi
bolgelerde yani noron ve glial hiicrelerde bulunabilir (Chatonnet ve Lockridge, 1989).
Ayn1 zamanda beyinde hipokampus, amigdala ve talamustaki ndronlarla iliskilidir.
BChE’nin amiloid plaklarda ve nérofibril yumaklarda tespiti Alzheimer hastaliginin
patogenezinde rol oynadigini diisiindiirmektedir. Insan ve sempanze arasindaki BChE 1
arasindaki tek fark sitozin ve tirozinin yerlerinin birbirinden farkli olmasindan

kaynaklanir (Jasiecki ve Wasag, 2019).
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Sekil 2. 21 Biitirilkolin in katalizi Kaynak: https://dergipark.org.tr
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Ancak BChE’ nin gorevleri arasinda AChE ile birlikte sinaptik boslukta ACh’1
parcalayarak asetat ve kolin olusturmanin oldugu da disiiniilmektedir. BChE’ m
beyindeki konsantresi AChE’ den daha az bulunmaktadir (de Souza ve ark., 2016).
BChE’ nin roliiniin tam anlamiyla belirsiz olmasinin yaninda AChE ile katalizlenmemis

ACh’ lerin temizlendigi 6ne siiriilmiistiir (Chuiko ve ark., 2003).

2.6.Ksantin Oksidaz (XO)

Ksantin oksidorediiktaz (XO) enzimi hipoksantinin {irik asite doniismesinde rol
oynamaktadir. BOylece insanda ve yiiksek primatlarda piirin katabolizmasinin son
oksidasyon iirlinii olan iirik asit olusturulur. XO’nun ana kaynaklarinin karaciger ve ince
bagirsak oldugu bilinmektedir (lliesiu ve ark., 2010; Pritsos, 2000). Yapilan ¢aligmalar
ksantin oksidazin beyin 6demi, iskemi ve damar gegirgenligindeki degisiklikler gibi
oksidatif hasarlara neden oldugunu géstermektedir (Turan, 2019).

Ksantin oksidaz enzimi hipoksantinin ksantine daha sonra ksantininde {irik aside
donlismesini saglayarak piirin katabolizmasinda gorev alan bir enzimdir. Hidroksilaz
enzim sinifinda yer alir. Molibden igeren bu enzim piirin metabolizmasinin son iki
basamaginda kataliz gorevinin olmasi ve hiz belirleyici bir enzim olmasi1 dolayisyla
onemli bir enzimdir. Substrat spesifikligi genis oldugu icin katalizledigi reaksiyon
tizerinde oksijeni indirgeyerek siliperoksit ve hidrojen peroksit gibi radikallerin
olusmasma neden olabilmektedir (Sar1 ve ark., 2017). Piirin metabolizmasinin son
basamagi olan ksantin oksidaz allopurinol tarafindan inhibe edilir (lliesiu ve ark., 2010).

Hipoksantinin ksantine, ksantinin ise tirik aside doniistimii sirasinda ortaya ¢ikan
hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonunun olusumuna neden olan ksantin oksidaz
tizerinde ¢esitli flavonoidlerin inhibitor etki gosterdigi bulunmustur (Nagao ve ark.,
1999). Ornegin V. cracca L. bitkisinin analizi sonucunda yapisinda mevcut olan
naringinin, ksantin oksidaza orta derecede etki eden bir flavonoid oldugu yapilan bir
calisma ile tespit edilmistir (lio ve ark., 1985).

Ksantin oksidaz (EC 1.1.3.22) ve ksantin dehidrojenaz (EC 1.1.1.204) (McCord,
1987) ayni genlerin farkli formlardaki iiriinleridir (Pritsos, 2000). Ancak iki formun
kinetikleri ve oksidasyon-rediiksiyon durumlart farklidir (Hille ve Nishino, 1995).
Ksantin dehidrogenazin oksidaz karsiligi ksantin oksidazdir (Pritsos ve Gustafson, 1994).
Ksantin oksidaz, ksantin dehidrojenaz ve aldehit oksidazlar birbiriyle yakindan iliskili
olan (Bray ve ark., 1996) canlilarda yaygin olarak bulunan ¢ok yonlii bir flavoproteindir
(Borges ve ark., 2002).
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Sekil 2. 22 Piirin Metabolizmasi (https://acikbilim.yok.gov.tr)
2.7. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitki biiylimesi sirasinda patojen, bocek saldirisi, enfeksiyon,
yaralanma, UV radyasyonu gibi streslere karsi koruma saglayarak hiicre duvarinda
onemli rol oynar. Fenoliklerin temel yapis1 bir veya daha fazla hidroksil grubu tasiyan
aromatik halkalardir. Molekiildeki fenol sayisina bagli olarak basit fenoller ve
polifenoller olarak siiflandirilir (Khoddami ve ark., 2013).

Bitkilerde biiyiime ve gelismede ¢ok dnemli rolii olmayan ve bazi tiirlerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunabilen fenolik bilesikler sekonder metabolitler olarakta
adlandirtlir. Gliniimiizde sayisinin 8000’in tizerinde oldugu bildirilmistir. Flavonoidler ve
flavonoid olmayanlar olarak siniflandirilan fenolik bilesikler yapisinda en az bir hidroksil
grubu tasiyan ve en az bir aromatik halka iceren fenolik bilesikler yapisal olarak genis
kimyasal bir grup olup; flavonoller, flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar, antosiyanidinler,
flavon-3-oller, dihidrokalkonlar gibi birgok grubu kapsamaktadir (Del Rio ve ark., 2013).

Bitkilerdeki fenolik bilesikler ilk kez 19.ylizyilda yap1 ve fonksiyon olarak

incelenmistir. Boylece bu faydali bilesikler kullanilmaya baglanmis ve yeni bir
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biyoteknoloji alan1 olusmustur. Bitkisel yag, boya, plastik, insektisit, pestisit, parfiim,
sabun vb. gibi endiistri malzemelerinin iiretiminde kullanilmasi (Oskay ve Oskay, 2009)
cesitli fenolik bilesiklerin, oksidatif hasardan koruma, enzim inhibisyonu, biyokimyasal
reaksiyonlarin inhibisyonu, membranlarin korunmasi ve kanser hiicrelerine kars1 anti-
proliferatif aktivite gostermektedir. Serbest radikal temizleme 6zellikleri, metal selasyon
yetenegi, enzimatik aktiviteleri uyarmasi (aktivasyon, inhibisyon, diizenlenme),
osteoporoz, oksidatif stresin neden oldugu kanserler ve kardiyovaskiiler hastaliklara
olumlu etkilerinden dolayi insan saglhigini destekledigi diisiiniilmektedir. Kisaca fenolik
bilesiklerin antioksidan ,antiinflamatuar, antikanser ve yaslanma karsitt 6zellikleriyle
yaygin olarak bilinmektedir (Bayrambas ve ark., 2019).
Fenolik maddeleri;

. Fenoller, fenolik asitler, fenil asetik asitler,

. Sinnamik asitler, kumarinler, izokumarinler ve kromanlar,

. Lignanlar,

1

2

3

4. Flavonoitler,
5. Ligninler,

6. Taninler,

7. Benzofenonlar, ksantonlar ve stilbenler,
8

. Kuinonlar, betasiyaninler olmak iizere sekiz gruba ayirmak miimkiindiir (Harborne,
1989).

Bir¢ok bitkide mevcut olan fenolik bilesiklerin hastaliklar {izerinde olumlu
etkilere sahip oldugu ve kesin tedavi edebilecegi ile ilgili bir¢ok arastirma bulunmaktadir.
Stachys lavandulifolia adli bir bitkinin fitokimyasal analizi, antioksidan ozelligi ve
asetilkolinesteraz enzimi tzerindeki inhibitor etkisini arastiran bir ¢alismanin LC-
MS/MS analiz sonucuna gore luteolin, fumarik asit, gallik asit, tespit edilmistir.
Flavonoidlerden biri olan luteinin antikolinesteraz 6zellige sahip oldugu bildirilmistir.
Bitkinin 6zellikle metanol ekstresinde luteolin, fumarik asit, gallik asit gibi fenoliklerin
mevcut oldugu ve AChE iizerinde giiclii inhibisyon gosterdigi bildirilmistir (Gtizel,
2023).

Birgok hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olan oksidatif stresi dnlemesi 6zelligi
bitkilerin sahip olduklar1 fenolik bilesiklere 6nem kazandirmaktadir. Tez ¢alismamizda
incelemis oldugumuz V. cracca L. bitkisininde, hastaliklar tizerinde etkili olabilecegi

diistiniilen fenoliklere sahip oldugu yapilan analizler sonucu tespit edilmistir. Yukarida
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belirtilen arastirma sonucuna gore Stachys lavandulifolia bitkisiyle benzer fenoliklere

sahip olmasi V. cracca L. hastaliklarin tedavisinde kullanilabilirligini gostermektedir.

2.7.1. Fumarik Asit

Adin1 Fumaria cinsine ait bitkilerden alan fumarik asit (Goldberg ve Rokem,
2009) “Etilendikarboksillik asit” olarak adlandirilir (Cetin ve Kurbal, 2018). Fumarik
asit, mitokondride enerji iireten temel bir hiicreler siire¢ olan sitrik asit dongiisiindeki ara
maddelerden biridir (Balak, 2015). E297 kodlu fumarik asit doymamis dikarboksilli
asitlerin en 6nemlileri olan bu asit (Cetin ve Kurbal, 2018) antibiyotik, antibiyozis ve
antitimor gibi etkilere sahip olup (Zheng ve ark., 2003) sebze ve meyvelerin birgogunda
bulunur (Cetin ve Kurbal, 2018). Fumarik asit yaglama yagi, miirekkepler, cilalar
stirenbitadien kaugugu, kisisel bakim tirtinleri giincel kullanimlar1 arasindadir. Organik
asit liretme yetenegine sahip olan mantarlar fumarik asit liretimindeki fermantasyon
stireglerinde kullanildiklari bilinmektedir (Roa Engel, 2008).

Cok yonlii biyoaktiviteye sahip olmakla birlikte noroprotektif, antioksidan,

immiinomodiilator ve antiinflamatuar etkileri vardir (Glizel, 2023).

O
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O

Sekil 2. 23 Fumarik Asitin Kimyasal Yapis1

Fumarik asidin sedef hastaliginda tedavi amagl kullanilmaktadir (Roa Engel,
2008). Fumarik asidin esteri olan dimetil fumaratin néroinflamasyon, nérodejenerasyon
ve toksik oksidatif stresin etkilerine kars1 savunma gerceklestirmektedir. Ayni zamanda
antiinflamatuar ve sitoprotektif 6zelligi de deneylerle kanitlanmistir (Gold ve ark., 2012).
Fumarik asit ila¢ endiistrisinde kullanilmaktadir (Goldberg ve Rokem, 2009). Ciinkii
fumarik asit esterlerinin immiinomodiilator, anti-inflamatuar ve anti-oksidatif etkilere
sahip olmasi sedef hastalig1 basta olmak {izere cilt hastaliklar1 ve Avrupa ilag Ajansi

tarafindan multipl skleroz tedavisi olarak onaylanmistir (Balak, 2015).
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2.7.2. Kerasiyanin Klorid

Fenolik bir madde olan kerasiyanin klorid (Cn-3-Rut) antosiyanin g¢esididir
(Yorulmaz ve Tekin, 2009). Yapilan bir ¢alismada AChE ile kerasiyanin klorid arasinda
yiiksek baglanma afinitesinin bulundugu tespit edilmistir (Giiven ve ark., 2024).

2.7.3. Siyanidin

Siyanidin 3-0-galaktosid (Cy3Gal) canlilarin daha saglikli olmalarini saglayabilen en
yaygin antosiyaninlerden biridir. Antosiyaninler bitkinin kok, govde, yaprak, cicek,
meyve gibi farkli dokularinda bulunur. Antosiyaninler bitki fizyolojisi agisindan da
onemlidir. Ornegin bitkide asir1 sicakliga kars1 koruyucu etki saglamaktadir. Bunu da
bitkinin aktif dokularin 15181 absorbe etmesini diizenleyerek yapar. Antosiyaninin tek
basina tiikketiminin kanser, ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklara ve diyabet gbi
hastalik riskinin azaltilmasinda endike oldugu, diger polifenoller ile beraber
degerlendirildiginde  antiinflamatuar,  antikanser,  antidiyabetik,  antitoksisite,
kardiyovaskiiler ve en dnemlisi sinir koruyucu kapasiteye sahip oldugu vurgulanmaktadir
(Liang ve ark., 2021).

Antosiyaninler bazi bitkilerde bulunan hidrofilik, antioksidatif, inflamatuvar
flavonoidlerdir. Tiim antosiyaninler arasindan en yiiksek biyoaktiviteye sahip olan
Siyanidin 3-o-glikozittir (Ercan, 2016).

Antosiyaninler suda ¢oziinebilen pigmentlerdir ve bitkinin mavi, mor ve kirmizi
rengini olusturan sekonder metabolitlerdir. Antosiyaninler ksantin oksidazin (XO) biiyiik
Olclide inhibisyonunu sagladig1 gosterilmistir. Bu sonuglar antosiyaninlerin antioksidan
ozellik gosterdigini ve serbest radikallerin sebep olduklar1 hastaliklarin tedavisinde umut
verici bilesikler oldugunu diisiindiirmektedir (Acquaviva ve ark., 2003).

Yapilan bir ¢aligmada nar meyvesinden elde edilen antosiyanidinlerin sican
beyninde hidrojen peroksidin neden oldugu lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Noda ve ark., 2002). Yapilan bagka bir arastirma ise kirazdan elde edilen
antosiyanin ve siyaninin lipit peroksidasyonunun inhibisyonuna etkisi 2 mM
konsantrasyonlarda % 75’lere kadar aktivite gosterdigi hatta ayni1 konsantrasyonda E
vitamininden bile daha iistiin performans gosterdigi bildirilmistir (Wang ve ark., 1999).
Morus Alba L. (dut)’ dan elde edilen Siyanidin 3-rutinosid ve siyanidin 3-o-glukozit ile

yapilan baska bir ¢alismanin sonucu ise antosiyaninlerin kanser hiicrelerinin in vitro
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ortamda dagilmasimi ve zarar verici Ozelliklerinin azaltabilecegini bunun da kanser
tedavisi i¢in ¢ok biiyiik deger tasidigini ortaya koymustur (Chen ve ark., 2006).
R,

OH

HO O

ORj
OR,

Sekil 2. 24 Yaygin antosiyaninlerin yapisal formiilii. Siyanidin: R1 = OH; R2, R3, R4 =
H

Diger flavonoidler gibi antosiyaninlerin gii¢lii serbest radikal temizleyici 6zelligi
kanitlanmistir. Antosiyaninlerin radikal temizleme aktivitesinin tayininde DPPH radikal
yontemi kullanilabilir (Kdhkonen ve ark., 2003). Hiicre sitoplazmasinda glikozit formda
bulunan antosiyanidinler seker ve seker olmayan (aglikon) kisimlardan meydana
gelmistir. Aglikon kismi1 antosiyanidinleri olusturur. CeC3Cs seklinde temel yap1 gosteren
antosiyanidinler flavonoidlerin alt grubunda yer almaktadir. Gilinlimiizde 22 tane
antosiyanidin ve 275 antosiyanin bilinmektedir. /n vitro ortamda antioksidan aktivitesi en
fazla olan siyanidindir. Antosiyanidinler yapilarindaki elektron eksikliginden dolayi
serbest radikallere karsi ¢cok aktiftir (Koca ve ark., 2006).

Antioksidan aktivite, DPPH, ABTS, DMPD, FRAP, KUPRAK ve Fe3+
indirgeme testleri dahil olmak tizere c¢esitli testler kullanilarak degerlendirilen bir
calismada elde edilen fenolik bilesiklerden siyanidin-3-0-glukozitin 0.778 pg/mL,
kerasiyanin klorid 0.374 ug/mL, kinik asit 11.004 pg/mL, fumarik asit 0.301 pg/mL,
gallik asit 0.204 pg/mL konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Ekstrelerin, antioksidan
aktivite ve asetilkolinesteraz enzimi de dahil olmak iizere gesitli birgok enzim inhibisyonu
ve ¢esitli biyolojik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bitkilerin antioksidan
aktiviteleri fenolikler, flavonoitler gibi sekonder metabolitler 1ile iligkilidir.
Antioksidanlarin, oksidasyon siirecini ve serbest radikalleri olusumunu engelleme
yetenekleri metabolizmay1 oksidatif stresin zararli etkilerinden korumaktadir. Beynin
belirli bolgelerinde gergeklesen oksidatif stres, iltthaplanma ve asetilkolin eksikligi ile

karakterize , norodejeneratif bir hastalik olan AH’da antioksidan bakimindan zengin
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olan besinler ve tibbi degeri olan bitkilerin kullanilmasi hastalifin ilerlemesini
yavaglatabilir (Giiven, 2023).

Polifenollerin demans tizerindeki etkisi arastirilan bir ¢alismada antosiyaninlerin
kan beyin bariyerini gegerek Ogrenme ve hafiza ile ilgili kisimlara etki ederek
inflamasyon ve bunun sonucunda gerceklesen noéron Olimlerini engelledigi

distintilmektedir (Alkan ve Rakicioglu, 2020).
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3.MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismamizda sigir siitiinden ekstrakte edilmis olan XO enzimi, at serumundan
saflagtirilmis olan BChE ve Elektrophorus electricus’ tan (elektrikli yilan baligi) elde
edilen AChE kullanildi. Reaksiyonda substrat olarak kullanilmak {izere
asetiltiyokoliniyodat, biitirilkoliniyodat, ksantin ve EDTA, Tris-HCI, sodyum fosfat,
sodyum sitrat, Ellman reaktifi olarak 5,5’ ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB),
dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanildi.

3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagida verilen alet ve cihazlar kullanildu.

Spektrofotometre : Agilent Cary 60

pH metre : Hanna Instrument

Karistiricr (Shaker) : Isotex Magnetic stirrer

Karistirict (Vorteks) : Brosan vortex V-1 plus

Hassas terazi : Kern ABJ-NM/ABS-N

Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayic : Midi Dual 14

Magnetik karistirict : Wise Stir-MSH-20A

Saf su cihaz1 : BarnsteadEasyPure UV/UF

Su Banyosu : Apex instruments

Kar makinesi : Scotsman AF-80 (Authomaticicemachines)
Gii¢ kaynagi : 1-Bio RadPowerPac 3000
Buzdolaplari : Vestel

Derin dondurucu : Esco Lexicon ULT Freezer (-80°C)

UV-VIS  Spektrofotometre:Thermo  Scientific  Multiskan Go  (Mikrohacim
Spektrofotometre, Mus Alparslan Universitesi (MERLAB), Mus.

Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi

Zorbax SB-C18 (4.6x100mm; 3.5 Mikron) kolonu ile donatilmig Agilent 6460 Triple
Quadrupole LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Tandem Mass/Mass Spectrometer,
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Agilent Technologies) : Dogu Anadolu Ileri Teknolojiler Arastirma ve Uygulama
Merkezi (DAYTAM), Atatiirk Universitesi, Erzurum.

3.1.3. Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi

V. cracca L. bitkisinin O&rnekleri Elazig ili  Asagiyabanli  koOyiinden
(38°57'47.0916" N; 38°38' 7.5588" D) 2021 yilinda toplanmustir. Toplanan bitki érnekleri
Tiirkiye florasina gore simiflandirilmas: Dr. Murat KURSAT (Bitlis, Tiirkiye) tarafindan
yapilmustir. Bitki 6rnegi herbaryum materyali haline getirilmistir. Bitki g6lgede olacak
sekilde dal, yaprak ve tohum olarak kurutulmaya birakildi. Kurutulan bitkiler toz haline
getirildi. V. cracca L. bitkisinin boliimleri Mus Alparslan Universitesi merkez
laboratuvarinda soxhlet ekstraksiyon yontemiyle her biri 350 mL olacak sekilde su, etanol
ve aseton kullanilarak hazirlandi. Daha sonra su, etanol ve aseton buharlastirilarak
elimine edildi. Numuneler su yaprak (V.C.L(H20)), su dal (V.C.L(H20)), su tohum
(V.C.L(H20)), etanol yaprak (V.C.L(EtOH)), etanol dal (V.C.L(EtOH), etanol tohum
(V.C.L(EtOH), aseton yaprak (V.C.L(C3Hs0)), aseton dal (V.C.L(C3HsO)) ve aseton
tohum (V.C.L(C3Hs0O)) olmak {izere etiketlendi.

3.1.4. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Biyokimyasal caligmalarda kullanilacak c¢ozeltiler ve bu c¢ozeltilerin hazirlanisi,

kullanilma durumlart asagida oldugu gibidir.

1. AChE enzim  aktivitesi icin  gerekli olan 60,54 g Tris
(trihidroksimetilaminometan) ve 0,74 g EDTA 400 mL saf suda ¢6zdiiriilerek pH
8¢ esitlenene HCI ile titre edildi. Daha sonra ¢ozeltiye 500 mL oluncaya kadar
saf su eklendi.

2. Enzimin aktivesinin  belirlenmesi i¢in  kullanmilacak olan 100 mL
asetiltiyokoliniyodat (10Mm) 0,29 g tartilarak ve saf su eklenerek 100 mL’ye
tamamlandi.

3. Giinliik olarak hazirlanan ve enzimin aktivite tayini i¢in kullanilacak olan ¢ozelti
i¢in 1 g sodyum sitrat (%1) ve 0,02 g DTNB (0,5mM) tartildiktan sonra saf su ile
100 mL ye tamamlandi.

4. BChE enzim aktivitesi i¢in 6 g sodyum fosfat (NaH2PO4, 50 mM) tartildiktan
sonra 900 mL suda ¢oziildi. Cozelti pH’1 8’ e ayarlandiktan sonra toplamda 1

L’ye tamamlamak iizere saf su eklendi.
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5. Biitirilkoliniyodat ¢ozeltisi igin 0,29 g asetilkoliniyodat (AChl) tartildiktan sonra
saf su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

6. Ksantin oksidaz enzim aktivite tamponu i¢in (NaH2POs, 50 mM, pH 7.4): 3 g
sodyum fosfat tartildiktan sonra 450 mL suda ¢o6zdirilerek pH 7,6’ya
ayarlandiktan sonra toplam hacmi 500 mL’ye saf su ile tamamlandi.

7. Substrat ¢ozeltisi i¢in 1,52 mg ksantin (ImM), 5 mL’de suda ¢ozdiiriildiikten

sonra 1 N NaOH ile 10 mL’ye tamamlamak iizere saf su eklendi.
3.2. Yontemler

3.2.1. LC-MS/MS Analiz (S1vi Kromatografisi Tandem Kiitle /Kiitle
Spektrometresi)

Fenolik bilesiklerin tespiti, Zorbax SB-C18 (4,6x100mm; 3,5 Mikron) kolonu ile
donatilmis Agilent 6460 Uglii Dért Kutuplu LC-MS/MS (Sivi Kromatografi-Tandem
Kiitle/Kiitle Spektrometresi, Agilent Technologies) ile gergeklestirildi. Analiz modu
coklu reaksiyon izleme modudur (MRM). Mobil faz 0,45 um Millipore membran filtre
ile filtrelenerek kullanima hazir hale getirildi. Sonrasinda numuneler 5 mg.mL?
konsantrasyon seviyesinde tutuldu ve ekstrakt bilesenlerinin tanimlanmas1 standartlarla
karsilastirilarak yapildi. Calisma siiresi 20 dakika olarak alindi ve 6rnek ekstraktlarin
enjeksiyon hacmi 5 pl olarak belirlendi. Mobil faz A ve mobil faz B, sirasiyla sudaki
(¢coziicii A) %0,1 (h/h) formik asit ve asetonitrildeki (¢oziicii B) %0,1 formik asitten
olusur. LC-MS/MS analizleri DAYTAM laboratuvarlarinda (Dogu Anadolu ileri
Teknolojiler Arastirma ve Uygulama Merkezi) yapildi.

3.2.2. Asetilkolinesteraz ve Biitirilkolinesteraz enzim aktivitesi iizerine bazi

kimyasal maddelerin 1Cso degerlerinin bulunmasi

AChE’nin  asetiltiyokoliniyodat ~ (AChEI)  substratina ve  BChE’nin
biitirilkoliniyodat (BChI) subtratina bagli kalarak, ICso degerlerinin tespit edilmesi
amaciyla optimum sicaklik ve pH’da doygun olmayan asetiltiyokoliniyodat ve
biitirilkoliniyodat konsantrasyonlarinda enzim aktivitesine etki eden maddelerin bu
etkilerini belirlemek tizere 5 farkli konsantrasyonda 6ziitlerin aktivite degerleri belirlendi.
Bu oziitlerden % aktivite-[I] grafikleri olusturuldu ve egri denkleminden ICso degerleri

hesaplandi.



53

3.2.3. Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi aktivite 6l¢ciim metodu

Kolinesterazlar, asetilkolinin tiyokolin ve asetata ayrilmasi tepkimesini
katalizlemektedirler. AChE enzimi ticari olarak temin edildi. AChE asetiltiyokolinin
tiyokoline hidrolizini saglar. Tiyokolinin olusum orani, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin
olusumundan dolay1 sar1 rengi ortaya ¢ikaran ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile
tiyokolinin tepkimelerinin takibi ile 6l¢tim yapildi. Sar1 anyonun olusum orani 412 nm’
de 5 dk siiresince Ol¢iildii (Ellman, 1961).

Asetiltiyokolin iyodat — Tiyokolin + Asetat

Tiyokolin + DTNB  — 5-Tiyo-2-nitrobenzoik asit + Okside tiyokolin

AChE’nin DTNB ve asetilkoliniyodat olmak tizere iki substrat1 vardir. Giinliik
olarak hazirlanan DTNB ¢6zeltisi 0.02 g DTNB ve 1 g sodyum sitrat tartilip, 100 mL saf
suda ¢ozdiiriildi. Asetilkoliniyodati hazirlamak igin 0,29 g asetilkolin 100 mL saf suda
¢Ozdiirtildii. Enzimin aktivitesini belirlerken Tris/HCl tamponu kullanilir. Tampon igin
60,54 g Tris ve 0,74 g EDTA toplamda 460 mL saf suda ¢ozdiiriildii. pH 8 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra son hacmi 500 mL’ye tamamlandi. 412 nm’de 96 kuyucuklu plakalar
kullanilarak yapilan Ol¢timlerde kullanilan maddelerin miktarlar1 asagida verilen

cizelgedeki gibi yapildi.

Cizelge 3. 1 Ksantin oksidaz enzimi aktivite dl¢iimii i¢in kullanilan miktarlar

Kullanilan Maddeler Numune Tiipii (uL) Kontrol tiipii (uL)
Tris/HCI 20 20
Saf su 155 160
DTNB 10 10
Enzim ¢ozeltisi 5 -
Asetilkoliniyodiir 10 10

Toplam Hacim 200 200
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Cizelge 3.17 deki gibi karisim hazirlandiktan sonra 25°C’ de 412 nm’de 1. dakikada
spektrofotometrede absorbans degerleri okundu ve sonrasinda 5. dk daki degerlerde
belirlendikten sonra aralarindaki fark alindi. Deney her bir 6ziit i¢in tekrar yapildi. ICso

degeri hesaplandi.

AOD VC
A = —X—Xf
13,6 VE

A =mL basina enzim iinitesi

AOD =412 nm’de optik dansitenin dk. baGina degisimi

VC = Kiivet hacmi

VE = Kiivetteki saf enzim ¢ozeltisi hacmi

f = Seyreltme faktorii

13.6 = OD, 412 nm’de ve 37°C’de 3 mM asetiltiyokoliniyodiiriin indirgenmesi okunan
sabit degerdir.

3.2.4, Biitirilkolinesteraz (BChE) enzimi aktivite 6l¢iim metodu

Hazir olarak temin edilen biitirilkolinesteraz, kolinin tiyokolin ve asetata
parcalanmasini katalizler. Olusan {iriin 412 nm’de absorbsiyon gostermektedir. (Ellman
1961) Biitirilkolinesterazin DNTB ve biitirilkoliniyodat olmak {izere iki substrati vardir.
Giinliik olarak hazirlanan DTNB ¢6zeltisini hazirlamak i¢in 0,0068 g DTNB, 50 mL saf
su igerisinde ¢ozdiiriildi. Biitirilkoliniyodati hazirlamak i¢in ise 0,29 g biitirilkolin, 100
mL saf suda ¢6zdiiriildii. BChE enziminin aktivite tayin yonteminde kullanilan sodyum
fosfat tamponu i¢in 6 g sodyum fosfat (NaH2POa4) (50 mM), yaklasik 900 mL saf suda
¢ozdiiriildi. pH 8 olunca, son hacim saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

412 nm’de ve 96 kuyucuklu olan plakalarla yapilan 6l¢iimlerde, karisimin katilim

strast ile birlikte miktarlar1 asagidaki cizelgede belirtilmistir.



55

Cizelge 3. 2 Biitirilkolinesteraz enzimi aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilan miktarlar

Kullanilan Maddeler Numune Tiipii (uL) Kontrol tiipii (uL)
Saf su 155 160
Sodyum fosfat (NaH2PO4) 20 20
DTNB 10 10
Enzim ¢o6zeltisi 5 -
Biitirilkoliniyodiir 10 10
Toplam Hacim 200 200

3.2.5. Ksantin oksidaz (XO) enzim aktivite él¢iim metodu

Ksantin oksidaz enzim inhibisyonu yontemi, enzim reaksiyonlari gergeklestikten
sonra olugan {iirik asit absorbansinin 295 nm’de taranmasi sonucu spektrofotometrik
olarak Ol¢lim yapilmasina dayanmaktadir. (Khan ve digerleri, 2006). Ksantin oksidazin
aktivitesinin tayininde substrat olarak 1 mM ksantin kullanilmistir. 50 mM fosfat
tamponu (pH: 7,4), 30 uL ksantin oksidaz enzimi ve farkli miktarlardaki 6ziitler eklenerek
karistirildi. Karisim 37 °C 10 dakika inkiibe edildikten sonra ksantin eklenerek reaksiyon
baslatildi. Bu enzimin inhibisyonu trik asit miktar1 oOlgililerek yapildi. Raksiyon
karistminin 1 mL“lik kuvarz kiivetler kullanilarak yapilan 6l¢iimii Agilent Cary 60 UV-
Vis Spektrometresi araciligiyla gergeklestirildi. XO (E.C.1.17.3.2) enzim inhibisyonu
i¢in referans olarak standart bilesik olan allopurinol kullanilmistir. ICso degeri tirik asit
miktarmdaki azalma 6lgiilerek belirlendi. Inhibisyon degeri asagida verilen formiil

kullanilak belirlendi.

Ksantin oksidaz inhibisyonu % = Akon;i)l - Anumune x 100
kontrol
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Cizelge 3. 3 Ksantin oksidaz enzimi aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilan miktarlar

Kullanilan Maddeler Numune Tiipii (uL) Kontrol tiipii (uL)
Tampon 900 930
Substrat 70 70
Enzim 30 -
Toplam Hacim 1000 1000

3.2.6. QTOF- LC/MS yontemi ile fenolik icerik tayini

V. cracca L.’da bulunan fenolik bilesikleri belirlemek i¢in QTOF-LC/MS y6ntemi
kullanildi. Analizler Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden hizmet alimi ile Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF-LC/MS
sistemi kullanilarak Dual AJS ESI modunda gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi 30 °C
ye ve akis orani1 0,2 mL/dk ya ayarlanarak 35 dakika boyunca analizler yapildi. Cihazin

calisma kosullar1 Cizelge 3.4. te verilmistir.

Cizelge 3. 4 QTOF-LC/MS cihazi ¢alisma kosullari

Kolon MS Q-TOF
Kolon modeli G6530B -ESI_EC-C18
(Poroshell 3,0 mm x150 mm x 2.7 pm)
Iyon kaynagi Dual AJS ESI
Kolon sicakligi 30.0 °C
Enjeksiyon Hacmi 5.00 L
Akis hizi 0,2 mL/dk
Calisma zamani 35 dk
Mobil faz A % 0.1 formik asit ile H.O
Mobil faz B % 0.1 formik asit ile asetonitril (ACN)
Gradient 2dk-%5.0B

7dk-%20.0B
30dk-%90.0B
34dk-%90.0B
35dk-%5.0B

Iyon polaritesi Negatif
Kilcal Voltaj 3500 V
Nozzle Voltaj 500 V
Kurutma gaz sicaklig1 250 °C
Kurutma gaz akisi 12 L/dk
Nebuliser 40 psig
Gaz sicakligl 350 °C

Gaz akisi 12 L/dk
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Fenolik madde tayini

V. cracca L. tirinden eclde edilen ekstraktlarin LC-MS/MS ile fitokimyasal
profilleri tizerine bu konuda daha dnce yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamustir. Bitkinin
fitokimyasal analizi i¢in yiiksek segiciligi ve duyarliligi nedeniyle LC-MS/MS sistemi
secilmigtir. LC-MS kromatografi ve spesktroskopi sistemlerinin birlestirilmesiyle
olusturulmustur. LC-MS/MS analizleri Atatiitk Universitesi Dogu Anadolu Ileri
Teknolojiler Arastirma ve Uygulama Merkezi (DAYTAM) laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir.

Bitkide mevcut olan fenolik igerigi ve konsantrasyonlar1 agagida verildigi gibi tablo
haline getirildi. Yapilan deneyler sonrasinda analizler yapilarak analiz sonuglar grafige
donastaruldi. V. cracca L. bitkisinin etanol ekstresinde bulunan fenolik madde

bilesenlerinin miktari ng/mL 6ziit olarak hesaplandi.

Bitki ekstraklarinin LC-MS sonuglar1 incelendiginde toplamda en fazla fenoligin
etanol ekstratlarinda oldugu anlasilmistir. Etanol-yaprak ekstratinin 8410,159 ng/mL,
etanol-dal ekstratinda 11193,5 ng/mL, etanol-tohum ekstratinda 3781,93 ng/mL fenolik
bulunurken; aseton-yaprak ekstratinda 8684,44 ng/mL, aseton-dal ekstratinda 9288,57
ng/mL, aseton-tohum ekstratinda 2116,39 ng/mL fenolik; yaprak-su ekstratinda 2412,85
ng/mL, dal-su ekstratinda 2685,54 ng/mL, tohum-su ekstratinda ise 254,702 ng/mL
fenolik tespit edilmistir. Dolayisiyla enzim inhibisyonunda etanol ekstraklari
kullanilmistir. Etanol, aseton ve su ekstratlarinin igerikleri incelendiginde en fazla
fenoligin sirastyla siyanidin-3-o-glukozit, kerasiyanin klorid ve naringin oldugu
belirlendi. Bu fenoliklerin en yiiksek konsantrasyonlar1 sirasiyla etanol-dal ekstraktinda
10453,1 ng/mL, etanol-yaprak ekstraktinda 622,1407 ng/mL, aseton-yaprak ekstraktinda
237,695 ng/mL oldugu belirlendi. Bitkide mevcut olan fenolikler ile yapilmis calismalar
ve etkileri asagida verilen grafiklerle agiklanmistir.

V. sativa ‘nin antioksidan, antiinflamatuar ve antinosiseptif ve mevcut flavonoidlerini
tanimlamay1 hedefleyen bir calismanin sonucunda toprak iistli kisminin etanol ekstratinda
dokuz flavonoid izole edilmistir. Tanimlanan bu fenoliklerin sirasiyla Apigenin 4 -O-f-
D-glukopiranozid [1], apigenin 6,8-di-C-B-D- glukopiranozid [2], apigenin 6-C-a-L-
arabinopiranozid-8-C-pB-D- glukopiranozid [3], kaempferol-3-O- B-L-
dirhamnopiranozid (1—2, 1—6)- f -D- glukopiranozid [4], kaempferol 3-O-(4-B-
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D-xylopiranozid)-a-L-rhamnopiranozid -7-O-L-rhamnopiranozid [5], kaempferol-3-O-
a-L-rhamnopiranozid  (1—6)- B-D- glukopiranozid [6], Luteolin-7-O- B-D-
glukopiranozid [7] , kersetin 3-O-B-D-glukopiranozid [8] and kersetin 3,7 di-O-
glukopiranozid [9] oldugu bildirilmistir. Arastirmanin devaminda ise bu flavonoidlerin
giiclii birer antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirilmistir. Enflamasyona bagl
patolojik bozukluklari tedavi etmek i¢in bitkileri kullanilan halk ilaglarinin, muhtemelen
bunlarin inflamatuar yanitlar1 engellemede yetenekli olan antioksidan aktiviteleri ile ilgili
oldugu disiiniilmektedir. Yapilan ¢alismanin amacinin V. sativa bitkisinin ekstratlarinin
ve flavonoid bilesenlerinin, oksidatif stresle iligkili hastaliklarin ve inflamasyona dayali
bozukluklarin tedavisinde yardimci olabilecek antioksidan, antiinflamatuar ve
antinosiseptif ajanlarin 6zelliklerini degerlendirmek oldugu bildirilmistir.(Gamal-Eldeen
ve ark., 2004)

Vicia peregrina'min toprak iistii kisimlar1 ve tohumlarmin fenolik bilesenlerini
tespit etmek i¢in yapilan ¢aligmada en yiiksek toplam fenolik ve flavonoid igeriginin
sirasiyla tohumun metanol ekstraktlarinda (45,42 mg GAE/g) ve toprak Ustii kisimlarinda
(40,33 mg RE/g) oldugu kaydedildi. Toprak iistii kisimlarin daha yiiksek klorojenik asit
(9893,86 pg g 1), izokersitrin (9400,33 pg g 1), delphindin 3,5 diglukozit (9113,28 ug
g 1), hiperozit (6337,09 ug g 1), rutin (3489,83 pg g 1) ve kaempferol-3-glukozit
(2872,84 pg g 1) icerdigi bulunmustur (Yagi ve ark., 2024).

V. faba bitkisinin antioksidan kapasitesi arastirilan bir ¢aligmada aseton ve
metanol ¢oziicii olarak kullanilmistir. Aragtirmaya gore, maksimum fenol i¢eriginin 33.87
+ 0.70 gallik asit esdegeri/gm dw oldugu maksimum flavanoid igeriginin ise 27.93 + 0.45
kersetin esdegeri/gm dw oldugu bildirilmistir. Igerigindeki 10 pg/mL konsantrasyondaki
askorbik asidin 45,63’ liik inhibisyon ve 50 pg/mL konsantrasyonda %97,36 inhibisyon
sergiledigi bildirilmistir. Aseton ve metanol ekstratlar1 da 50 pg/m’ ik
konsantrasyonlarda sirasiyla %86,47 ve %74,69 inhibisyon sergilemislerdir (Choudhary
ve Mishra, 2019).



Cizelge 4. 1 V. cracca L. oziitlerinde tespit edilen fenolik bilesikler

Kinik Asit

Fumarik Asit
Galik Asit
Pirogaliol
Klorojenik Asit
Katesin
Epikatesin
Peonidin-3-0-
glukosit
4-OH-Benzoik Asit
Kerasiyanin Klorid
Epigallokatesin
Gallat

Kafeik Asit
Vanilik Asit
Viteksin
Siringik Asit

Siyanidin-3-o0-glukozit
Naringin
Hesperidin
Ellagik Asit
p-Kumarik Asit
Sinapik Asit
Rosmarinik Asit
Taksifolin
Ferulik Asit
Vanilin

Mirisetin
Resveratrol
Luteolin

TOPLAM

YAPRAK
3,049446
53,43126

64,70713

622,1407

7317,909
212,4878
45,84876

57,29284

33,29201

8410,159

(-) Tespit edilmedi.

ETANOL

DAL

116,647 112,952

293,321 117,468

10453,1 3493,1
68,9053 24,57

38,5236

223,019 -

11193,5 3781,93

Not: Konsantrasyon ng/mL seklindedir.

TOHUM YAPRAK DAL

1268,71

7079,4
237,695
55,0726

31,8393

11,7252

8684,44

ASETON

3,82983 59,6631

- 26,6643
- 17,4363

407,687 129,831

8533,68 1855,77
93,7078 27,0221
5,37805 -

28,3695 -

215,914 -

9288,57 2116,39

TOHUM YAPRAK DAL

35,531

172,873

1991,11
158,443

23,1773

31,7133

2412,85

59

SU

TOHUM
- 4,396042
- 50,90041

117,336 20,89267

2440,62 121,5999
117,25 -
0,93864 -

- 56,91287

9,39383 -

2685,54 254,7018
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4.1.1. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BChE) Enzim.AktiviteIeri
Uzerine V. cracca L. Etanolik Oziitlerinin Etkilerinin Belirlenmesiyle Ilgili Yapilan

Cahisma Sonuclar:
Doygun substrat konsantrasyonunda AChE ve BChE enziminin standart

inhibitorii olan Galantamin ile bitki 6ziitlerinin inhibisyon etkisine bakildi ve her bir 6ziit

icin aktivite (%)-[konsantrasyon] grafikleri ¢izildi ve ¢izilen grafiklerden ICso degerleri

hesaplandi.

120 y = 1001066
R?=0,9445

100

80

60

% Aktivite

40

20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[V.cracca ]

Sekil 4. 1 V.cracca’nin yaprak etanol oziitiiniin AChE enzimine kars1 |Csp grafigi.

120

y — 100e-1,999x
R?=0,9163

100

80

60

% Aktivite

40

20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[V.cracca ]

Sekil 4. 2 V.cracca’nin dal etanol 6ziitiiniin AChE enzimine kars1 ICso grafigi.
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Sekil 4. 3 V.cracca’nin tohum etanol 6ziitiiniin AChE enzimine kars1 ICso grafigi.

120
y= 1006»2,866x
100
R? =0,9039
80
@ 60
=
i
<
40
X
20
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
[V.cracca ]

Sekil 4. 4 V.cracca’nin yaprak etanol 6ziitiiniin BChE enzimine kars1 ICso grafigi.
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120

V - 1008—6,245x
R?=0,9249
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[V.cracca ]

Sekil 4. 5 V.cracca'nin dal etanol 6ziitiiniin BChE enzimine kars1 ICso grafigi.

y = 1004529
R?=0,9151
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Sekil 4. 6 V.cracca’nin tohum etanol 6ziitiiniin BChE enzimine kars1 ICso grafigi.

Tez ¢aligmast kapsaminda kullanilan V. cracca yaprak, dal ve tohum etanol

oOziitlerinin AChE, BChE enzimlerine kars1 inhibisyon yetenekleri test edilmis ve sonuglar

Cizelge 4. 2°de verilmistir.
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Cizelge 4. 2 V. cracca'nin (etanol ekstraktl) ve standart bilesigin (Galantamin)
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) enzimlere karsi yart maksimum
inhibisyon konsantrasyonu (ICsp).

V.Cracca AChE BChE
Ekstraktlar ICso value R? ICso value R?
Vc Yaprak 0.650 0.944 0.241 0.903
Vc Dal 0.346 0.916 0.110 0.924
Vc Tohum 0.450 0.931 0.153 0.915
Galantamin 0.198+0.008 0.978 1.734+0.012 0.967

*Ekstraktlarin 1 mg/mL konsantrasyondaki inhibitor aktiviteleri asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
enzimlerine karsi test edildi.
* AChE ve BChE igin pozitif kontrol olarak Galantamin kullanildi ve pM seviyeleri olarak belirlendi.

Tez ¢alismasinda kullanilan V. cracca bitkisinin yaprak, dal ve tohum kisimlarinin
etanol Oziitlerinin AChE enzimine karsi AH tedavisinde kullanilan kolinesteraz
inhibisyonuna iligkin testleri yapildi. Elde edilen sonuglara gore, oziitlerin AChE
enzimine kars1 inhibisyon kapasiteleri incelendiginde, bitkinin dal ekstraktinin 0.346
mg/mL (R% 0.916) en giiclii aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bunu takiben 0.450
mg/mL (R?: 0.931) ve 0.650 mg/mL (R% 0.944) degerleri ile tohum ve yaprak oziitleri
oldugu belirlendi. Her {i¢ 0ziitiin de inhibisyon yetenegine sahip oldugu goriilmektedir
ancak standart olarak kullanilan galantaminden daha diisiik inhibisyon aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. V. cracca’ nin etanol oziitlerinin BChE enzimine karsi inhibisyon
sonuglari incelendiginde, en yiiksek inhibisyon yetenegine sahip olan 6ziitlin yine 0.110
mg/mL (R% 0.924) ICso degeri ile bitkinin dal kisminmn oldugu tespit edilmistir. Diger
oziitler; 0.153 mg/mL (R% 0.915) tohum > 0.241 mg/mL (R?: 0.903) yaprak olarak

gozlenmistir.

V. faba iizerinde yapilan bir c¢alismada bitkinin metanol eksratinin
biyoaktivitesinin analizi ve asetilkolinesteraz enzimi {tizerindeki inhibe etkisinin
degerlendirilmesi amaclanmistir. Bitkide katesin, kuersitin gibi bilesiklerde izole
edilmistir. Calismanin sonucunda metanol ekstrati icin en yiiksek aktivite
asetilkolinesteraz (ICsp = 120.11 mg/L) igin sergiledigi tespit edilmistir. Dolayisiyla
bitkinin antikolinesteraz 6zellik sergileyebilecegini ve etkili bir antioksidan potansiyel

sergileyecegi diistintilmektedir.(Raoof ve ark., 2023)
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Zengin ve ark. yaptig1 bir ¢alismada Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmis
olan Vicia (Fabaceae) farkli ekstratlarinin antioksidan, noroprotektif, antidiyabetik
etkileri arastirilmistir. Arastirmanin sonucu incelendiginde Vicia tiiriiniin sagliga olumlu
etkilerde bulunma potansiyeli tasiyan birgok biyoaktif bilesige sahip oldugu
kanitlanmistir. Enzimin kolinesterazlara karsi inhibitor 6zelligi arastirilmistir. En yiliksek
toplam flavonoid igeriginin tohumun metanol eksraktinda oldugu tespit edilmistir.
Bitkinin toprak istii kisimlarmin anti-AChE aktivitesi 0,09-2,30 mg GALAE/g
araligindaydi ve aktif olmayan araliktaki tohum ekstraktlar1 i¢in 2,31 mg GALAE/g
aktivite sergilemistir. Anti-BChE aktivitesinin sonuglarina bakildiginda ise toprak istii
kisimlar i¢in aktif olmayan 3,25 mg GALAE/gQ degerinde heksan ekstrakti ve tohum igin
aktif olmayan 3,83 mg GALAE/g degerinde etil asetat ekstrakti oldugu bulunmustur. Bu
sonuglara karsilik toprak Tstii kisimlarda etil asetat Oziitiiniin aktivitesi 1,99 mg
GALAE/g ve tohum metanol 6ziitiiniin ise 0,82 mg GALAE/g degeri ile daha yiiksek
aktivite gosterdikleri sunulmustur. Bitkinin sahip oldugu fenolik icerikten dolay1, bunun
sagliga yonelik uygulamalarda kullanilmasi onerilmistir (Yagi ve ark., 2024). Sonug
olarak bu tez ¢alismasinda yapilmis olan bu ¢alismanin sonuglariyla benzer sonuglar elde
edilmistir.

Sifali oldugu diisiiniilen bazi bitkilerin asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz
enzimleri tizerindeki inhibitor etkisini inceleyen bir calismada Fabaceae familyasina ait
V. faba’ da analizi yapilan bitkilerden biridir. V. faba’ nin metanol ekstratinin 1 mg/mL
konsantrasyonda AChE ve BChE enzimlerine karsi inhibitor 6zellik gosterdigi tespit
edilmistir. V. faba 1 mg/mL konsantrasyonda AChE i¢in inhibitor aktivitesi 45.23 +1.03
degere sahip iken, BChE enzimi i¢in inhibitdr aktivitesi 55.85 + 0.48 olarak tespit
edilmistir (Orhan ve ark., 2004).

4.1.2 Ksantin Oksidaz (XO) Enzim Aktivitesi Uzerine V. cracca L. Etanolik

Oziitlerinin Etkilerinin Belirlenmesiyle Tlgili Yapilan Calisma Sonuclari

Doygun substrat konsantrasyonunda XO enziminin standart inhibitérii olan
Allopurinol ile bitki 6ziitlerinin inhibisyon etkisine bakild1 ve her bir 6ziit i¢in aktivite

(%)-[konsantrasyon] grafikleri ¢izildi ve gizilen grafiklerden ICsp degerleri hesaplandi.
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Sekil 4. 7 V.cracca’'nin yaprak etanol 6ziitiiniin XO enzimine kars1 ICso grafigi.
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Sekil 4. 8 V.cracca’nin dal etanol 6ziitiiniin XO enzimine karsi ICsg grafigi.
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Sekil 4. 9 V.cracca' nin tohum etanol 6ziitliniin XO enzimine kars1 ICso grafigi.

Tez caligsmasi kapsaminda kullanilan V. cracca yaprak, dal ve tohum etanol 6ziitlerinin
XO enzimine karsi inhibisyon yetenekleri test edilmis ve sonuglar Cizelge 4.3." de

verilmigtir.

Cizelge 4. 3 V. cracca'nin (etanol ekstrakti) ve standart bilesigin (Allopurinol) ksantin
oksidaz (XO) enzimine kars1 yari maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICsp).

V.Cracca X0
Ekstraktlar ICso value R?
Vc Yaprak 0.675 0.937
Vc Dal 0.745 0.974
Vc Tohum 1.397 0.933
Allopurinol 1.102 £+0.015 0.978

*Ekstraktlarin 1 mg/mL konsantrasyondaki inhibitor aktiviteleri ksantin oksidaz enzimine kars1 test edildi.
*XO i¢in pozitif kontrol olarak Allopurinol kullanildi ve uM seviyeleri olarak belirlendi.

V. cracca L. ekstraklarinin XO enzimini inhibe etme kapasiteleri incelendiginde
en yiiksek aktivitenin sirastyla; 0.675 mg/mL (R% 0.937) yaprak &ziitii> 0.745 mg/mL
(R% 0.974) dal &ziiti> 1.397 mg/mL (R% 0.933) tohum &ziitii oldugu belirlenmistir.
Standart bilesik allopurinol 1.102 mg/mL (R?: 0.978) ile oziitler kiyaslandiginda ise
yaprak ve dal 6ziitlerinin daha yiiksek inhibisyon aktivitesi gosterdigi ancak tohum etanol

Oziitlinlin allopurinole gore daha diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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V. faba bitkisinin tohum ekstraktinin ksantin oksidaz enzimi tizerindeki etkisi
arastirilan bir ¢aligmada ksantin oksidaz inhibisyon modunun karigik tipte oldugu
(rekabetsiz ve rekabetci olmayan inhibisyon tipi arasinda) belirlendi. Tohum ekstrakti
tarafindan ksantin oksidazin in vitro inhibisyonunun allopurinolden daha az oldugu
bulundu (Choudhary ve Mishra, 2019).

Bitkilerin gut hastalif1 iizerindeki etkisini inceleyen bir ¢aligmada luteolin
bilesiginin 14 flavonoid arasinda en giiglii XO aktivitesi gosterdigi bildirilmistir. (Ling
ve Bochu, 2014)

Calismamizda bitkinin etanol-dal ekstratinda 223,019 ng/mL, aseton-dal
ekstraktinda 215,914 ng/mL, etanol-yaprak ekstraktinda 33,29201 ng/mL
konsantrasyonlarda luteolin tespit edilmistir. V. cracca L.’nin etanol ekstratinda tespit
edilen luteolinin diger eksratlara gére XO’ 1 daha iyi inhibe edecegi diisiiniilmektedir.
Sonuglar incelendiginde luteolin konsantrasyonunun daha fazla oldugu yaprakta ICso
degerinin 0.675 mg/mL (R?: 0.937) ve dalda ise 1Cso degerinin 0.745 mg/mL (R?:
0.974) oldugu goriilmektedir. Bu degerler ICsodegeri 1.102 + 0.015 uM olan ksantin
oksidaz inhibitorii olan allopurinolden daha diisiiktiir. Sonug¢ olarak luteolin bulunan
ekstraktlarin daha diisiik konsantrasyonlarda bile allopurinolden daha etkili olabilecegini
gostermektedir.

Bir¢ok calisma polifenol ve flavonidleri, sahip olduklar1 fonksiyonel gruplardan
dolay1 antioksidan, antimikrobiyal ve antitiimér gibi 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle
sentetik bilesiklere alternatif olarak goriildiiglinii bildirmistir. (Istk, 2020) Yapilan
calismalar flavonoidlerin, siiperoksit radikal tiretiminde onemli rol oynayan ksantin
oksidaz tizerinde inhibe 6zellik gosterdigini bildirmistir. (Hanasaki ve ark., 1994) Ksantin
oksidaz inhibitorleri ile ksantin oksidaz enziminin etkisiyle iiretilen siiperoksit radikalinin
temizleyicileri olarak flavonoidlerin yapi- aktivite iliskisini aragtiran bir ¢alismada
flavonollerin siiperoksit azaltilmasinda ksantin oksidaz inhibisyonundan daha diisiik 1Cso
degerine sahip oldugunu, sonug olarakta siiperoksit temizleme aktivitesine sahip oldugu
bildirilmistir. (Cos ve ark., 1998) Fenolik ve flavonoidlerin antioksidan aktivitesi bu
bilesiklerin kimyasal yapisina ve sahip olduklart hidroksil gruplarma bagli oldugu
bidirilmistir. Ciinkii fenolik hidroksil gruplarinin sayis1 serbest radikal temizlemede
onemli bir noktadir. Fenol ve flavonoidlerin enzimler iizerindeki etkisi ve sahip olduklari
antioksidan aktivite bunlarin farmakolojik 6zellige sahip oldugunu gdsterir. Sonug olarak
fenolik bilesikler oksidatif strese kars1 koruma saglayarak oksidatif stresin neden oldugu

dejeneratif hastaliklarin olugma riskini azaltabilmektedir.(Isik, 2020) V. cracca L.
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bitkisinin yapilan analizleri incelendiginde toplam antioksidan aktiviteye katki

saglayacak fenolikleri igerdigi anlagilmigtir (Cos ve ark., 1998).

4.1.3 QTOF Quadrupole Time Of Flight Sonug¢lar: (Sivi Kromatografi-

Kuadrupol Ugus Zamanh Kiitle Spektrometre)

4.3.1. QTOF-LC/MS yontemi ile fenolik icerik tayini bulgular:

QTOF-LC/MS biyolojik materyallerdeki bilesenlerin niteliksel ve niceliksel

olarak belirlenmesi i¢in kullanilan yeni teknolojilerden biridir. Numune 6n saflastirma ve

ayirma isleminden sonra iyonlastirarak, hem quadrapol hem de ugus zamanli dedektdrleri

ile yiiksek hassasiyetle hem pg/L hem de ng/L diizeyde analizini ger¢eklestirebilmektedir.

Bu c¢alismada V. cracca L. oziitlerinin fenolik igeriklerinin belirlenmesinde iistiin

dogruluk ve hassasiyet amaglandi ve tiim 6ziitlere ait sonuclar ¢izelge 4.4, cizelge 4.5,

cizelge 4.6, cizelge 4.7, ¢izelge 4.8, ¢izelge 4.9, cizelge 4.10, ¢izelge 4.11, ¢izelge 4.12°

de verildi.

Cizelge 4. 4 Yaprak-etanol ekstraktinin QTOF-LC/MS sonucu

Bilesigin kapali formiilii ve kiitlesi Bilesigin Madde Madde
kolonda icindeki | i¢indeki
gelis zaman1 | yogunlugu | yiizdesi
(dk) (%)
1 CoHs Os 3.967-4.200 | 119314.86 | 17.09
(M+NH4): 182.0812, m-Coumaric acid
2 C11 Hi6 O3 15.908- 2394.13 0.34
(M+NH4): 214.1436, 4-(2- 16.088
hydroxypropoxy)-3,5-
dimethyl-Phenol
3 Ca2 H3o Oy 18.448- 127956.83 | 18.33
(M+H): 679.1949, alpha-Viniferin 18.702
4 CisHoFNOGs | e 24840.45 | 3.55
(M+H): 318.1510,
5 Ca0 Hs4 Ng Os 21.291- 58488.76 | 8.38
(M+H): 775.4126, Angiotensin IV 21.518
6 C11 His O2 23.748- 296876.13 | 42.53
(M+H): 181.1216, 3-tert-Butyl-5- 24.059
methylcatechol
7 CisH22 O 25.462- 29875.06 | 4.28
(M+H): 257.1909, Phenolic steroid 25.761
8 C28 Hag N O4 30.726- 38142.59 | 5.46
(M+H): 454.2972, Sambutoxin 31.018
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Bilesigin kapali formiilii ve kiitlesi Bilesigin Madde Madde
kolonda gelis | i¢indeki | i¢indeki
zamani(min) | yogunlugu | yiizdesi

1 Ci17 His O7 3.210-3.413 | 20021.17 | 29.09
(M+HCOO): 377.0890, 3,3',5-
Trihydroxy-4',7-
dimethoxyflavanone

2 C19 H2s N4 Os 14.572- 15643.86 | 22.73
(M+HCOO): 453.2007, Tyr lle Asn 14.708

3 Cs7 Hza N2 Os 17.261- 2345.42 3.40
(M+CH3CO00): 662.2603, 17.459
Glycobismine A

4 Ci5 Hi0 Os 20.674- 5057.57 7.35
(M-H): 269.0465, 8-Hydroxydaidzein | 20.851

5 CisHi2 Os 21.021- 6272.31 9.11
(M-H): 299.0574, Kaempferide 21.211

6 C16 H12 Os 21.191- 5227.65 7.59
(M-H): 299.0573, 5,8,2"-Trihydroxy-7- | 21.353
methoxyflavone

7 Ca2s Ha2 N4 Os 23.133- 5197.38 7.55
(M+HCOO): 576.3142, Kukoamine B | 23.293

8 Cs7 Hag N2 Os 28.440- 9041.37 13.18
(M-H): 647.3337, Cytotrienin A 28.664

*Madde i¢indeki yiizdesi; sadece madde icerisindeki fenolik bilesikler géz Oniinde bulundurularak
hesaplama yapilmustir.

Cizelge 4. 6 Yaprak-su ekstraktinin QTOF-LC/MS sonucu

Bilesigin kapali formiilii ve kiitlesi Bilesigin Madde Madde
kolonda gelis | icindeki icindeki
zamani(dk) | yogunlugu | yiizdesi
(%)
1 CsHaN4 O 3.248-3.431 28011.31 |51.98
(M-H): 135.0307, Hypoxanthine
2 C7He N2 O3 10.354- 9757.68 18.10
(M-H): 165.0311, 4-Hydroxy-3- 10.576
nitrosobenzamide
3 C25 Hzo N2 Os 14.578- 5447.29 10,10
(M-H): 454.2056, beta-Funaltrexamine 14.695
4 C29 H26 Os 15.265- 10669.2 19.82
(M-H): 501.1561, 15.397
Demethoxyisogemichalcone C

*Madde i¢indeki yiizdesi; sadece madde icerisindeki fenolik

hesaplama yapilmustir.

bilesikler géz oniinde bulundurularak




Cizelge 4. 7 Dal-etanol ekstraktinin QTOF-LC/MS sonucu

70

(M-H): 647.3317, Cytotrienin A

Bilesigin kapali formiilii ve kiitlesi Bilesigin Madde Madde
kolonda gelis icindeki icindeki
zamani(min) yogunlugu yiizdesi

1 C23 Ha26 O12 3.173-3.279 7425.78 10.76
(M+HCOO): 539.1409, 4'-O-methyl-(-)-
epicatechin-3'-O-beta-glucuronide

2 C16H20 09 12.886-13.041 7676.52 11.12
(M-H): 355.1047, 1-O-Feruloylglucose

3 C27Has0 O1s6 13.018-13.244 | 6189.01 8.97
(M-H): 609.1488, Robinetin 3-rutinoside

4 C27 H3o O1s 14.665-14.812 | 5935.79 8.60
(M-H): 593.1541, Luteolin 7-rhamnosyl(1-
6)galactoside

5 C21H21 CI N2Os 14.893-15.0 7056.42 10.23
(M-H): 463.0909, Demeclocycline

6 Cis Hio Ocs 18.999-19.219 | 24969.43 36.20
(M-H): 285.0412, Scutellarein

7 Cs7Has N2Os 28.460-28.643 | 9721.26 14.12

*Madde icindeki yiizdesi; sadece madde icerisindeki fenolik bilesikler géz oniinde bulundurularak
hesaplama yapilmistir.

Cizelge 4. 8 Dal-aseton ekstraktinin QTOF-LC/MS sonucu

(M-H): 533.0961, Orobol 7-O-(6"-
malonylglucoside)

Bilesigin kapali formiilii ve kiitlesi Bilesigin Madde Madde
kolonda gelis igindeki igcindeki
zamani(dk) yogunlugu yiizdesi
1 CiwoH2002 | - 7732.74 4.39
(M-H): 440.0897, (3,5-Dihydroxyphenyl 1-O-
(6-
O-galloyl-beta-Dglucopyranoside) tiirevi
2 C12 His N4 O7 3.226-3.482 3175.14 1.80
(M+CH3COO): 388.1191, 7-Hydroxy-6-
methyl-8-ribityllumazine
3 Ca26 Has O1s5 14.453-14.610 | 9741.94 5.54
(M-H): 579.1380, Isoorientin 2"-O-arabinoside
4 C27 Hao O1s 14.686-14.817 | 6752.08 3.84
(M-H): 593.1538, Luteolin 7-rhamnosyl(1-
6)galactoside
5 C21 H20O12 14.913-15.0 7139.8 4.06
(M-H): 463.0903, 5,6,7,3',4'-Pentahydroxy-8-
methoxyflavone 7-apioside
6 C27 Hao O1s 15.485-15.638 | 11131.26 6.33
(M-H): 593.1537, Luteolin 7-rhamnosyl(1-
>6)galactoside
7 C27Hso O14 15.570-15.714 | 12001.93 6.82
(M-H): 577.1586, Isovitexin 7-O-rhamnoside
8 C27 H30 O1s 15.640-15.856 | 9616.12 5.47
(M-H): 593.1533, Luteolin 7-rhamnosyl(1-
>6)galactoside
9 CasHs2 O1s 15.703-15.972 | 7859.18 4.47
(M-H): 607.1692, 8-C-Glucosyldiosmetin 4"-
Orhamnopyranoside
10 C24H22 014 15.957-16.230 | 26009.93 14.79
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11 C21 H20 O10 16.071-16.248 | 13753.38 7.82
(M-H): 431.1001, Isovitexin

12 Ca2H2 On 16.243-16.421 | 8866.85 5.04
(M-H): 461.1105, Tricin 4'-apioside

13 C23 H24 O13 16.412-16.552 | 7873.3 4.47
(M-H): 507.1159, Tomentin 4'-glucoside

14 Ca3 H22 O12 17.165-17.332 | 9936.88 5.65
(M-H): 489.1058, Scutellarein 6,7-dimethyl
ether 4'-glucuronide

15 Ci5Hi0 Os 19.014-19.348 | 24136.5 13.73
(M-H): 285.0408, Isoscutellarein

16 C17 H26 O4 25.428-25.613 | 8621.74 4.90
(M-H): 293.1759, Gingerol

17 Cs7H4sN20Os 28.452-28.644 | 4620.23 2.62
(M-H): 648.3345, Cytotrienin A

*Madde icindeki yiizdesi; sadece madde igerisindeki fenolik bilesikler gdéz oniinde bulundurularak
hesaplama yapilmustir.

Cizelge 4. 9 Dal-su ekstraktinin QTOF-LC/MS sonucu

Bilesigin kapali formiilii ve kiitlesi Bilesigin Madde Madde
kolonda gelis icindeki i¢indeki
zamani(min) | yogunlugu | ylizdesi

1 Ci11 Hi2 O 9.988-10.231 11188.74 | 5.53
(M-H): 255.0513, Piscidic Acid

2 C7He N20Os 10.289-10.533 | 8488.22 4.19
(M-H): 165.0305, 4-Hydroxy-3-
nitrosobenzamide

3 Ci13 Hg N4 O3 13.511-13.328 | 7701.15 3.80
(M+CH3COO0): 327.0730, AG-183

4 C27 H3o O1s 13.964-14.132 | 6152.56 3.04
(M-H): 609.1483, Robinetin 3-rutinoside

5 Ci1H11 NOs 14.07------ 72000.46 35.58
(M-H): 236.0571, Methyl 2,3-dihydro-3,5-
dihydroxy-2-oxo0-3- indoleacetic acid

6 Cs1H23 016 14.981----- 11152.89 5.51
(M+HCOO): 701.1383, Quercetagetin 4'-
methyl ether 7-(6-(E)-caffeylglucoside)

7 C21H20 On1 14.985-15.188 | 9857.38 4.87
(M-H): 447.0945

8 C29Hss O1s6 15.019-15.156 | 8860.69 4.37
(M-H): 637.1793, Ombuin 3-
neohesperidoside

9 C22H22 N2 Osg 15.252-15.406 | 23552.32 11.64
(M+CH3COO): 501.1529, Methacycline
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10

C27H30 015
(M-H): 593.1529, Luteolin 7-rhamnosyl(1-
>6)galactoside

15.507-15.634

8356.35

4.13

11

C27H30014
(M-H): 577.1581, Isovitexin 7-O-
rhamnoside

15.570-15.718

12688.57

6.27

12

CasHs2 O15
(M-H): 607.1682, 8-C-Glucosyldiosmetin
4"-O-rhamnopyranoside

15.720-15.903

5748.84

2.84

13

Ca5H24 O14
(M-H): 547.1105, Quercetin 3-(3",6"-
diacetylgalactoside)

16.285-16.467

5862.18

2.89

14

C23Ha24 O13
(M-H): 507.1153, Tomentin 4'-glucoside

16.410-16.566

5499.05

2.71

15

Ci1s His Os

19.171-19.314

5202.19

(M-H): 359.0772, Veronicafolin

2.57

*Madde igindeki yiizdesi; sadece madde icerisindeki fenolik bilesikler géz Oniinde bulundurularak
hesaplama yapilmustir.

Cizelge 4. 10 Tohum-etanol ekstraktinin QTOF-LC/MS sonucu

Bilesigin kapali formiilii ve kiitlesi Bilesigin Madde Madde
kolonda gelis | icindeki | igindeki
zamani(min) | yogunlugu | yiizdesi

1 C29 Hss O17 3.172-3.274 8013.36 | 10,10
(M+HCQOO): 701.1936, Hellicoside

2 Ca23 Has O12 3.191-3.353 | 5912.52 7.45
(M+HCOO): 539.1399, 4'-O-methyl-(-
)-epicatechin-3'-O-beta-glucuronide

3 C12Hi6 O7 5.268-5.607 | 8409.46 10.60
(M+HCOOQ): 317.0874, Arbutin

4 CisHi3 N Os 12.657-12- 5567.94 7.02
(M-H): 278.066, N-[4'-hydroxy-(E)- 828
cinnamoyl]-
L-aspartic acid

5 C20 H27 N O12 13.375- 18670.59 | 23.54
(M-H): 472.1459, Dhurrin 6'-glucoside | 13.543

6 Cs2 Hss O19 14.402- 5974.98 7.53
(M-H): 725.1933, Kaempferol 3- 14.577
lathyroside-7- rhamnoside

7 C21 H2o O11 14.974- 12624.01 | 15.92
(M-H): 447.0932 15.255

8 C27Hs0 O14 15.565- 5545.06 6.99
(M-H): 577.1560, Isovitexin 7-O- 15.708
rhamnoside

9 Ci5 HoOs S 18.178- 8571.74 10.81
(M-H): 349.0029, Apigenin 7-sulfate 18.402

*Madde i¢indeki yiizdesi; sadece madde igerisindeki fenolik bilesikler goz oniinde bulundurularak
hesaplama yapilmistir.
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Bilesigin kapali formiilii ve kiitlesi Bilesigin kolonda Madde Madde
gelis zamani(min) icindeki icindeki
yogunlugu yiizdesi
1 C12 His6 N4 O7 3.221-3.446 29015.01
(M+CH3COO0): 387.1155, 7-Hydroxy-6-methyl-8- 54.49
ribityllumazine
2 Cis Hi13N Os 13.026-13.213 5848.85 10.98
(M-H): 278.0659, N-[4'-hydroxy-(E)-cinnamoyl]-
L-aspartic acid
3 C21H20 On1 15.007-15.207 6189.01 11.62
(M-H): 447.0934, 6-Hydroxyluteolin 5-
rhamnoside
4 Cis H100sg S 18.189-18.373 10944.61 20.55
(M-H): 349.0026, Apigenin 7-sulfate
5 C17H26 O4 25.411-25.578 1248.49 2.34
(M+CI): 329.1531, Gingerol

*Madde icindeki yiizdesi; sadece madde igerisindeki fenolik bilesikler géz Oniinde bulundurularak
hesaplama yapilmustir.

Cizelge 4. 12 Tohum-su ekstraktinin QTOF-LC/MS sonucu

Bilesigin kapali formiilii ve kiitlesi Bilesigin Madde Madde
kolonda gelis igindeki icindeki
zamani(min) yogunlugu | yiizdesi

1 C7Hs N2 O3 10.319-10.507 1232094 | 12.0
(M-H): 165.0300, 4-Hydroxy-3-
nitrosobenzamide

2 CisHis N O 11.695-11.841 | 8916.82 8.68
(M-H): 294.0618, Caffeoyl aspartic acid

3 CoHyN Os 12.682-12.897 | 7623.74 7.42
(M-H): 210.0401, Topaquinone

4 Ci3 HisN Os 12.979-13.194 11419.81 11.12
(M-H): 278.0663, N-[4'-hydroxy-(E)-
cinnamoyl]-
L-aspartic acid

5 C11 H11 N Os 13.56----- 13590.69 13.24
(M-H): 236.0555, Methyl 2,3-dihydro-3,5-
dihydroxy-2-oxo-3-indoleacetic acid

6 C11 H11 N Os 15.127-15.276 | 6717.33 6.54
(M-H): 252.0505, N-Salicyloylaspartic acid

7 CauH3206 | e 19014.66 18.52
(M+HCOQO): 605.1735, 5"-(4-Hydroxy-(E)-
cinnamoyl) alpha-Larabinofuranosyl-(
1->3)-beta-D-xylopyranosyl-(1->4)-
Dxylopyranoside

8 C9oHi10 O3 15.932-16-137 | 686.76 0.66
(M+CI): 201.0309, 3-(4
Hydroxyphenyl)propionic acid

9 Ci1woHis N Os 16.213-16.404 | 13205.21 12.86
(M+HCOO): 42.1024, Metanephrine

10 Ci16 H12 06 21.550-21.721 | 9137.63 8.90
(M-H): 299.0552, Isoscutellarein 8-methyl ether

*Madde icindeki yiizdesi; sadece madde igerisindeki fenolik bilesikler goz oniinde bulundurularak
hesaplama yapilmustir.
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Calisma kapsaminda yapilan QTOF-LC/MS analizi sonucunda tim V. cracca L.
oziitlerinde toplam 67 fenolik bilesik tanimlandi. Analizde tespit edilebilen bilesiklerin

listesi Cizelge 4.13’da verilmistir.

Cizelge 4. 13 V. cracca L.’da bulunan fenolik bilesikler

Formiilii Adi
CoHsO3 m-Kumarik asit
C11H1603 4-(2-hidroksipropoksi)-3,5-dimetil-fenol
C4oH3009 Alfa-viniferin
C1sH20FNO3 1,2-Benzenediol, 4-[[4-(4- fluorophenyl)-3- piperidinyl]methoxy]-, (3S-trans)-
Ca0 Hsa Ng Og Anjiyotensin 1V
C11Hi6 O2 3-tert-Biitil-5-metilkatekol
CisH2 O Fenolik steroid
CasH3zg N O4 Sambutoxin
Ci7 His O7 3,3',5-Trihidroksi-4',7-dimetoksiflavanon
Ci9 Has N4 Og Tyr lle Asn
Cs7 Hza N2 Os Glikobismin A
Ci5 Hio Os 8-Hidroksidaidzein
CisHi12 Os Kaempferid
Cos Hao N4 O Kukoamin B
Cs7 Hag N2 Og Sitotrienin A
CsHaNs O Hipoksantin
C7He N2 O3 4-Hidroksi-3-nitrozobenzamid
Ca2s Hao N2 Os Beta-funaltreksamin
C29 H26 Og Demetoksiizogemikhalkon C
Ca23 Has O12 4'-O-metil-(-)-epikatesin-3'-O-beta-glukuronid
Ci16 Ha0 Og 1-O-Feruloilglikoz
C27Hs30 O16 Robinetin 3-rutinosid
C27 Hao Oss Luteolin 7-ramnosil(1-6)galaktoz
Co1Hog Cl N, Og Demeklosiklin
Ci15 Hio Os Skutellarein
C37Ha4g N2 Og Sitotrienin A
C19 H20 O12 (3,5-Dihidroksifenil 1-O-(6-O-galloil-beta-Dglucopiranosid)
Ci2 His N2 O7 7-Hidroksi-6-metil-8-ribityllumazin
C26Has O15 Izorientin 2"-O-arabinosid
C27 Hao O1s Luteolin 7-ramnosil(1->6)galaktoz
Co1 Hzo Oz 5,6,7,3',4'-Pentahidroksi-8-metoksiflavon 7-apiosid
C27Hz0 O1g Izoviteksin 7-O-rhamnosid
C2sHs2 O15 8-C-Glukosildiosmetin 4"-Orhamnopiranosid
CaaH22 014 Orobol 7-O-(6"-malonilglukozit)
Ca1 H20 010 zoviteksin
C22H22 O Tricin 4'-apiosid
C23 Hz4 O13 Tomentin 4'-glukozit
C23 Ha2 O12 Scutellarein 6,7-dimetil ether 4'-glukuronid
CisHi10 Os Izoskutellarein
Ci17 Has O4 Gingerol
C11 H12 Oy Pisidik Asit
C7Hg N2 O3 4-Hidroksi-3-nitrozobenzamid
C13 HgN4 O3 AG-183
C11Hi1 NOs Metil 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-2-okso-3- indolasetik asit
Cs1 H2s O16 Kuersetagetin 4'-metil eter 7-(6-(E)-kafeilglukozit)
C21H20 O 6-Hidrokluteolin 5-ramnosid
Co9Haa O1s6 Ombuin 3-neohesperidosid

C22H22 N2 Og

Metasiklin
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CasHa4 O14 Kuersetin 3-(3",6"-diasetilgalaktozid)

Cis His Os Veronikafolin

Ca9 Hss O17 Helikosit

C12Hi6 O7 Arbutin

CizHizs N Og N-[4'-hidroksi-(E)-sinamoil]-L-aspartik asit
C20 H27 N Oy Dhurrin 6'-glukozit

Cs2 Hzg O1g Kaempferol 3-latirozit-7- rhamnosid
Ca7Hs0 O14 Izovitexin 7-O-rhamnosid

Ci5 H100s S Apigenin 7-siilfat

Ci2 His N4 O7 7-Hidroksi-6-metil-8-ribityllumazin
CisHizaN Oy Kafeoil aspartik asit

CoHgN Os Topakinon

Cu1 Hi1 N Og N-Salisiloylaspartik asit

Co Hio O3 3-(4 Hidroksifenil)propiyonik asit

CioHis N O3 Metanefrin

Ci6 H12 06 Izoscutellarein 8-metil eter

C24Hs2 O1s 5"-(4-Hidroksi-(E)-sinamoil) alfa-Larabinofuranosil-(1-> 3)-beta-

D-ksilopiranosil-(1->4)-Diksilopiranosid

Zhu ve arkadaslar1 V. faba bitkisinde fenolik asit ve tiirevleri olarak Gallik asit,

Siringik asit, Prokatekuik asit, Dihidroksibenzoik asit, Hidroksifenillaktik asit,
Hidroksibenzoik asit, Ferulik asit, Sinapik asit, Kumarik asit, p-Kumarik asit,
flavonoidler olarak Trihidroksiflavon, Katesin ve Hidroksitirosol, 4-Hidroksikumarin, p-
Hidroksibenzaldehit,  Hidroksitirosol,  Alizarin  gibi  bilesikler = bulundugunu
belirtmislerdir. (Zhu ve ark., 2020)

Valente ve arkadaslar1 V. faba tohumlarinda Gallik asit tiirevi, Hidroksiokomik
asit, 3- O -metilfukiik asit I (3'- O -metil(3',4'-dihidroksibenzil tartarik asit)), 3- O -
metilfukiik asit Il (3'- O -metil(3',4'-dihidroksibenzil tartarik asit)), Feruloil-heksosid,
Benzil alkol heksoz pentoz, Okomik asit, Metil-hidroksiokomik asit, p -kumarik asit,
Dehidrookomik asit gibi fenolik asit ve tlirevlerini, O -metil(epi)katesin heksoz
deoksiheksoz, Vicenin 2 (apigenin 6,8-di- C -glukozit), Kaempferol-3- O -
rhamnoglucoside-7- O —glucoside, Quercetin di-heksoz deoksiheksoz, Quercetin di-
heksosid, Quercetin heksoz deoksiheksoz, Kaempferol-3- O -galaktosid-7- O -
rhamnosid, Kaempferol-3- O -rhamnogalaktosid-7- O — rhamnosid, Kaempferol-3- O -
glukozit-7-rhamnosid, isorhamnetin 3- O -ramnosilheksid, Kaempferol-3- O -
rhamnoglucoside-7- O -rhamnoside, Kaempferol-3- O -Rhamnoglukozit, 5,7-
Dihidroksiflavon (Chrysin) veya 7,4'-Dihidroksiflavon gibi flavonoidlerin bulundugunu
bildirmislerdir. (Valente ve ark., 2019)

Vicia  tenuifolia  Roth  bitkisi ile yapilan c¢alismada Le ve
arkadaslari, V ¢igeklerinden 4 fenolik, 5 alkaloit ve 13 flavonoid glikozidin izolasyonu ve

tanimlanmasimi gerceklestirdi. izolatlar arasinda yeni bir bilesik olan Vicia D, 6-
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metoksikaempferol 3- O- soforozit, diosmetin 7- O- (2"-apiosil)-glukozit, ferulik
asit, trans - p -kumaroil-D-glikopiranoz, cis -p - kumaroil-D-glukopiranoz, L-triptofan ve
D-triptofan, D-fenilalanin, L-fenilalanin, adenozin, afzelin, ramnositrin 3- O —glukozit,
kaempferol 7- O —glukozit, kaempferol 3- O- (2”- O - p -D-glukopiranosil)- a -L-
rhamnopiranosid, kaempferol 3- O -rutinosid, kersetin-3- O -rhamnosid, rutin, rhamnetin
3- O -rutinosid, 6"-acetylapiin, graveobioside A ve diosmetin 7- O -—rutinoside

bilesiklerinin varligin1 bildirdiler (Le ve ark., 2023)
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Bitkisel ilaglarin ¢esitli hastalarda tedavi amacgli kullanilmasi tiim diinyada ¢ok
eski bir gegmise sahip olup bu anlamda dogal tedavilere olan ilgi giderek artmaktadir.
Dogal ila¢ olarak kullaniminin yani sira, yoksulluk ve kitlikla iligkilendirilen ve bu
durumlarda son ¢are olarak goriilen yenilebilir yabani bitkiler artik gelismis tilkelerde de
popiiler hale gelmistir. Dogal olarak yetistirilen bitkiler genellikle kiiltiir bitkilerinden
daha fazla temel vitamin, mineral ve antioksidan ig¢erdiginden, bunlarin fitokimyasal
profillerinin ve biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi1 énemlidir. Ote yandan sadece sozlii
olarak aktarilan yabani sifali bitkilere iliskin mevcut geleneksel bilgilerin kaybolmamasi,
biyolojik ¢esitliligin korunmasina katki saglanmasi ve yenilebilir bu bitkilerin neminin
kanitlanmasi icin geleneksel tiirler tizerinde bilimsel ¢aligmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
Bu calisma kapsaminda V. cracca L. bitkisinden elde edilen ekstraktlarin fitokimyasal
icerikleri ve belirli hastaliklarla iligkili enzimler {izerine inhibisyon aktiviteleri
incelenmistir. Bitkinin ekstraksiyonu sirasinda farkli bitki kisimlarini ele almak ve farkl
¢oziiciilerle calismak sekonder metabolitleri elde etmek i¢in Onemli bir faktordiir. Bu
anlamda calismamizda kullandigimiz V. cracca L. tiriiniin yaprak, dal ve tohum
kisimlarindan ¢ farkli ¢ozilicii kullanilarak ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyon sonucunda etanol ekstraktinin fenolik olarak diger ekstraktlara gore daha
yiiksek icerige sahip oldugu belirlenmistir. Bu ekstrakt kullanilarak elde edilen bitki
kisimlariin AChE, BChE ve XO enzimlerine karsi inhibisyon etkileri tespit edilmistir.
AChE ve BChE enzimlerine kars1 dal etanol ekstraktlarinin, XO enzimine kars1 ise yaprak
etanol ekstraktinin en yiliksek inhibisyon aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir.
Ekstraktlarin BChE enzimine karsi standart olarak kullanilan Galantaminden daha iyi
aktivite gosterdikleri ancak AChE enzimine kars1 aktivitelerinin standart bilesikten daha
diisiik oldugu bulunmustur. Ekstraktlar arasinda yaprak ve dal etanol ekstraktlarinin XO
enzimine karsi standart allopurinolden daha iy1 aktivitesinin oldugu goriiliirken, tohum
ekstraktinin standart bilesikten daha diisiik aktivitesi oldugu tespit edilmistir. Cesitli
literatiir taramalar1 sonucu calismada kullanilan V. cracca L.’ya ait fitokimyasal ve
enzimle ilgili 6zelliklerine ait yeterli arastirma olmadig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
bitkideki birden fazla bilesenin analizine ve miktarinin belirlenmesine olanak taniyan
QTOF-LC/MS yontemimiz, gelecekteki klinik ve etkinlik ¢alismalarina 6nemli 6lgiide

katkida bulunabilecek temel verilerin toplanmasi icin degerli bir aractir. Karmasik
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kimyasal-botanik iligkileri ortaya ¢ikarma ve geleneksel sifali bitkilerin tedavi edici
potansiyeline dair derin bilgiler saglama yetenegi ile karakterize edilen bu ileri analitik
yaklasim, bu arastirmanin ayirt edici bir yoniinii de temsil etmektedir. Bu noktada elde
edilen sonuglar ve veriler literatiirdeki onemli bir boslugu doldurmus olup, bu bitki

lizerine yapilacak yeni ¢caligmalara 151k tutacak niteliktedir.

5.2. Oneriler

Giliniimilizde yapilan biyokimyasal bir¢ok calismada enzimler arastirilmaktadir.
Ciinkii gida, saglik, kimya endiistrisi, hastalik tedavisi ve hastaligin tanisinda biiyiik rol
oynamaktadir. Bu ylizden enzimler daha fazla arastirilmasi gereken ve iizerinde
durulmasi gereken bir konudur. Alzheimer, sinsi ve durdurulamayan, kesin bir tani ve
tedavisi olmayan bir hastalik olmakla birlikte 65 yas grubu ve iizerini etkileyen, yasin en
onemli faktor oldugu bir hastaliktir. Suan Tiirkiye’ de 300 binden fazla Alzheimer i
oldugu tahmin edilmektedir. Yapilan aragtirma ve istatistikler oniimiizdeki yillarda
Alzheimer hastaliginin en biiylik sorunlarimizdan biri olacagini géstermektedir. Yapilan
tedavinin sadece semptomlara yonelik olmasi ve hastaligin durmaksizin ilerlemesi
konunun gerekliligini ve arastirmay1 hak ettigini gostermektedir. Hastalik yeni bilinen bir
hastalik olmazsa da heniiz aydilatilmamustir. Ik zamanlar hastaligin sadece kolinerjik
kayip nedeniyle olustugu diisiiniilsede zamanla bunun daha karmasik bir siire¢ oldugu,
beynin diger bolge kimyasallarinda dengenin bozuldugu anlasilmistir. Kolinerjik iletimi
saglayan, dikkat ve bellek iizerinde etkili norotransmitter madde olan asetilkolinin
arttirmak, hastalarda kolinerjik iletimi giiclendirmek takrin, donepezil, rivastigmin ve
memantin ile amaglanmustir. Ilaglar her ne kadar kolinerjik iletimi arttirsa da beklenen
etkinin biitiin hastalarda olmamasi, ilag kullanimina ara verildikten sonra etkilerin 4-6
hafta sonra yok olmasi farkli biyokimyasallara ihtiya¢ olusturmustur. Ayrica kullanilan
bu ilaglarin da yan etkilerinin olmasi sekonder metabolitler ile ¢alismay1 gerektirmistir.
Bu nedenle giintimiizde kabul goren hastaligin tedavi yontemlerinden inhibisyon yontemi
calisildi. Inhibitor olarak ise iizerinde yapilmis ¢ok az calisma olan ve sahip oldugu
diistiniilen fenoliklerden dolay1 daha fazla arastirilmasi gereken bir bitki olan V. cracca
L. se¢ildi. Diger Vicia tiirlerinde mevcut bir¢ok ¢alisma bulunsa da V. cracca L. bitkisinin
Alzheimer ve gut hastalig1 lizerindeki etkisiyle ilgili ¢aligmalar literatiir taramasinda
bulunamamistir. Bu yiizden ¢alismanin literatiire ve ileride yapilacak olan calismalara
onemli veriler sundugu diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglara gore bitkiler gida ve

nutrasotik endiistrilerinde kullanildiginda olumlu faydalar saglayabilmektedir ve
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cesitli farmasotik uygulamalar icin de yeni bir biyoaktif fenolik kaynagi olarak
diisiiniilebilir. Igeriklerin ticarilestirilmesi icin biyoyararlanim, biyolojik erisilebilirlik ve
toksikoloji ¢alismalar1 lizerine daha fazla analiz yapilabilir. Bilesiklerin aktif
ekstraktlarinin biyoanaliz odakli fraksiyonlama yoluyla izolasyonu ve karakterizasyonu
ve etki mekanizmalarinin ana hatlartyla ilgili gelecekteki ¢alismalar garanti
edilmektedir. Farkli farmasotik uygulamalardaki potansiyel kullanimlarini dogrulamak

i¢in in vivo ve klinik ¢alismalar da 6nerilmektedir.
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