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0oz
Amag: Bu arastirmada Malva neglecta Wallr.’nin kimotripsin ve treaz enzimlerini inhibe edici aktivitesinin tespiti ve ayrica antioksidan
aktivitesi, toplam fenol ve flavonoit igeriginin belirlenmesi amaglanmistir.
Yontem: 2021 yili Nisan-Haziran aylari arasinda bitkinin gigekli ve meyveli toprak tsti kisimlarindan metanol ve su ekstresi hazirlanmis
ve bu ekstrelerin in vitro lireaz ve kimotripsin inhibitor aktivitesi belirlenmistir. Antioksidan aktivitenin tespiti icin ABTS, CUPRAC ve
DPPH yontemleri kullanilmigtir. Toplam fenol ve flavonoit igerikleri ise sirasiyla Folin Ciocalteu ve aluminyum kloriir kolorimetrik
yontemleri kullanilarak belirlenmistir.
Bulgular: Metanol ekstresi 6nemli diizeyde kimotripsin inhibe edici aktivite géstermistir (ICso: 67.67 ug/mL); Greaz enzimi tzerinde
ise hem su hem metanol ekstresi orta diizeyde inhibe edici etki gdstermistir (sirasiyla %36.52 ve 34.38 inhibisyon). DPPH ve CUPRAC
testlerinde metanol ekstresi daha ylksek antioksidan aktivite sergilerken; ABTS testinde su ekstresi daha yiiksek radikal stpurici
aktivite gostermistir. DPPH ve CUPRAC testlerinde elde edilen sonuglarla paralel olarak metanol ekstresinin flavonoit igeriginin daha
yuiksek oldugu anlasiimistir (42.93 mg rutin esdegeri/g).
Sonug: Sonug olarak M. neglecta kuvvetli kimotripsin inhibe edici aktivitesi ile dikkat cekmistir. Ureaz inhibe edici aktivitesi ve
flavanoit icerigiyle paralel antioksidan aktivitesi de dikkate alindiginda bitki tizerinde daha kapsamli galismalarin yapilmasi gerektigi
sonucuna varilmistir.
Anahtar Kelimeler: Malva Neglecta, Kimotripsin, Ureaz, Antioksidan, Tibbi Bitki.

ABSTRACT
Objective: In this study, determining the chymotrypsin and urease inhibitory activities as well as antioxidant activity, total phenol
and flavonoid content of Malva neglecta Wallr. were aimed.
Method: Between April-June 2021, methanol and water extracts were prepared from the flowering and fruiting aerial parts of the
plant. Then, in vitro urease and chymotrypsin inhibitory activity were determined. ABTS, CUPRAC and DPPH methods were used to
determine the antioxidant activity. Total phenol and flavonoid contents were determined using Folin Ciocalteu and aluminum
chloride colorimetric methods, respectively.
Results: The methanol extract showed significant chymotrypsin inhibitory activity (ICso: 67.67 ug/mL); on the other hand, both water
and methanol extracts moderately inhibited the urease enzyme (36.52 and 34.38% inhibition, respectively). While the methanol
extract exhibited higher antioxidant activity in DPPH and CUPRAC tests; the water extract showed higher radical scavenging activity
in the ABTS test. In parallel with the results obtained in the DPPH and CUPRAC tests, flavonoid content of the methanol extract was
found to be higher (42.93 mg rutin equivalent/g).
Conclusion: In conclusion, Malva neglecta attracted attention with its potent chymotrypsin inhibitory activity. Also considering its
urease inhibitory activity and antioxidant activity parallel to its flavonoid content, it was concluded that more comprehensive studies
should needs to be done on this plant.
Keywords: Malva Neglecta, Chymotrypsin, Urease, Antioxidant, Medicinal Plant.

*Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Lokman Hekim Tip Tarihi ve Folklorik Tip Dergisi 2023; 13 (2):459-468
DOI: 10.31020/mutftd.1266561
e-ISSN: 1309-8004
Gelis Tarihi — Received: 16 Mart 2023; Kabul Tarihi - Accepted: 27 Nisan 2023
iletisim - Correspondence Author: Tugba Giinbatan < tugbagunbatan@gazi.edu.tr >
459



Malva kimotiripsin-iireaz inhibitor aktivite — Giinbatan ve ark. kman Hekim Dergisi - Lokman Hekim Journal 2023; 13 (2):459-468

Giris

Bitkiler, mantarlar gibi cesitli canhlarda bulunan treaz, trenin hidrolizini katalize eden bir enzimdir.! Peptik
Ulserlerin en 6nemli etkenlerinden biri olarak kabul edilen Helicobacter pylori de mide ve duedonumda
kolonize olabilmesi i¢in Greaz enzimine ihtiya¢c duymaktadir. Ayrica Ureaz enziminin Urolitiazis ve akut
piyelonefrit etkenlerinden biri olan Proteus mirabilis ve artrite neden olabilen Yersinia enterocolitica’nin
patogenizde de rol oynadigi bilinmektedir. Dolayisiyla bu enzimin inhibisyonu Urolitiazis, akut piyelonefrit, H.
pylori pozitif ilserler ve peptik llser esnasinda ikincil olarak goriilebilen B12 vitamini eksikligi, demir eksikligi
anemisi, idiyopatik trombositopenik purpura ve gastrik kanserlerin 6nlenmesi veya tedavisi igin arastirilan
mekanizmalardan biridir.?* insan saglig tzerindeki etkisinin yani sira bu enziminin aktivitesinin kontrol
altinda tutulmasi tarimsal verimlilik ve ekolojik denge acisindan da gereklidir. Tarimda N-(n-butil) tiyofosforik
triamit (NBPT) gibi Ureaz inhibitorleri kullanilarak hem topragin azot igeriginin distrilip pH’sinin
yukselmesinin, hem de Ureli gibrelerin kullanimi sonucu topraktaki bakterilerin Urettigi tireaz enzimi ile
atmosfere amonyak saliniminin éniine gecilmeye c¢alisilmaktadir.’® Ginumuizde (reazi inhibe eden
bilesiklerin tespitine yonelik arastirmalar artmakla birlikte sadece asetohidroksamik asit klinik kullanim igin
onay alabilmistir.® Bu nedenle yeni iireaz inhibitérlerinin kesfi ekoloji, tarim ve daha da énemlisi insan saglig
acisindan oldukca 6nemli bir konudur.

Kimotripsin enzimi ise baglica protein sindiriminde rol almaktadir.”? Bilindigi Uzere, yaglarin ve
karbohidratlarin aksine insan viicudunda 6zel bir protein ve amino asit deposu yoktur. Biyolojik islemler icin
kullanilmadigi  takdirde, vicuttaki fazla amino asitler deaminasyona ugrayarak alfa-ketoasitleri
olusturmaktadir. Karboksil grubu iceren bu karbon iskeleti (alfa-ketoasitler) oksitlenmektedir ve glikoliz,
glukoneogenez, KREBS dongiisli, pentoz fosfat yolu ve yag asidi biyosentezi yolaklarina farkh basamaklardan
girerek metabolize olmaktadir. Dolayisiyla kimotripsinin inhibisyonu obezite tedavisinde hedeflerden biri
olarak dusuinilmektedir.®!° Diger taraftan bu enzim fibrin pihtilarinin, kanser hiicrelerinin etrafindaki
proteinlerin sindirimi, enflamatuvar sitokinlerin Gretimi gibi pek ¢ok fizyolojik olayda da rol oynamaktadir. Bu
nedenle aktivitesinin inhibisyonu veya modiilasyonu enflamatuvar hastaliklar, irritabil bagirsak sendromu,
ulseratif kolit, kanser, hipertansiyon gibi hastaliklarin tedavisi icin potansiyel bir strateji haline gelmistir.”**13
Yakin zamanda pandemiye neden olan SARS-COV-2 enfeksiyonu basta olmak Uzere farkli hastaliklar
Uzerindeki arastirmalarda da bu enzime odaklanilmistir.®> 15 Klinik kullanimina izin verilen bir adet
kimotripsin inhibitori bulunmaktadir. Ulinastatin® jenerik adi ile piyasaya slrilen bu Uriin akut-kronik
pankreatit, Stevens-Johnson sendromu, yanik, septik sok ve toksik epidermal nekrolizis gibi durumlara endike
olmakla birlikte yan etkileri bulunmakta ve intraven6z yoldan uygulanabilmektedir. Dolayisiyla yan etkisi
olmayan, ucuz, oral yoldan uygulanabilecek kimotripsin inhibitérlerine ihtiyag vardir.

Canli organizmada yasamsal faaliyetler esnasinda ortaya cikan, eslesmemis elektronlara sahip atomlar,
molekdiller veya iyonlar olarak bilinen serbest radikaller ile antioksidan savunma mekanizmalari arasinda var
olan dengenin bozulmasi oksidatif stresi; oksidatif stres ise makromolekillerin oksidatif modifikasyonuna,
doku hasarina ve hizlandiriimis hiicresel 6liime kadar giden patolojik durumlari meydana getirebilmektedir.
Antioksidan etkili molekillerin ise reaktif oksijen tiirlerinin oksidatif stireclerini dolayisiyla muhtemel zararli
etkilerini azalttig1 bilinmektedir. Oksidatif stres pek ¢ok hastaligin patogenezinde oldugu gibi peptik Ulserin
meydana gelmesinde de rol oynayan 6nemli mekanizmalardandir. Dolaysiyla Helicobacter pylori'nin
midedeki zararli etkilerine neden olan Ureaz enzimini inhibe edebilen ekstre/bilesiklerin ayni zamanda
antioksidan aktiviteye de sahip olmasi, peptik Ulser hastaligi icin daha etkin ve birden fazla mekanizma ile
tedavi imkani verebileceginden oldukca dnemlidir.t®

Bitkiler, tim ilag gelistirme ¢alismalarinda oldugu gibi yeni ireaz ve kimotripsin inhibitorlerinin tespiti icin de
oldukga zengin bir kaynak ve baslangi¢c noktasini olusturmaktadir. Ancak gerek Ulkemizdeki ve gerekse
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diinyadaki bitki cesitliligi, hepsinin taranmasini son derece gli¢ bir hale getirmesi nedeniyle bu bitkiler
arasindan secim yapilarak 6n tarama calismalarinin planlanmasi gerekmektedir. Bu nedenle yukarida
bahsedilen enzimlerin yer aldigi rahatsizliklarda halk arasinda kullanilan bitkilerin segilmesi, yani halk ilaglari
arasindan secilmesi son derece uygun olacaktir. Halk ilaglari, ylzyillardir kullanilmalari, fayda saglamayan
veya zararlar gorulenlerin kullanimindan vazgecilmesi gibi nedenlerle aktivitenin tespiti icin daha bliylk
basari sansi sunmakta, dogal toksisite testleri yapilmis gibi degerlendirilebilmekte ve yeni ila¢ aday
adaylarinin arastiriimasinda ¢ok zengin bir kaynak olusturmaktadir.)’ Giniimuzde aspirin, artemisinin,
galantamin gibi ilaglar etnobotanik kullanimindan hareketle ilag etken maddesine ulasim konusunda

1820 Calisma grubumuz tarafindan yapilan halk ilaci

verilebilecek 6rneklerden sadece bir kagidir.
arastirmalarimiz ve ilaveten literatlir taramasi sonuclarimizda, Malva neglecta Wallr.in toprak st
kisimlarinin halk arasinda obezite, idrar yolu enfeksiyonlari, mide agrisi, peptik Ulser, karin agrisi, bagirsak
rahatsizliklari gibi gastrointestinal sistem hastaliklarinin tedavisinde ve antienflamatuvar, analjezik,
immunostimulan olarak kullanildigi tespit edilmistir.?>> Bu arastirmada da M. neglecta’nin halk arasindaki
kullanimlarindan yola ¢ikilarak reaz ve kimotripsin enzimini inhibe edici aktivitesinin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Ayni zamanda bitkinin farkli yontemlerle (ABTS, DPPH, CUPRAC) antioksidan aktivitesi, toplam
fenol ve flavonoit icerigi de tespit edilmistir. Yapilan calisma bitkinin yukarida da deginilen halk arasindaki
kullanimlarina kimotipsin ve (reaz enzim yolaklarinin yani sira, antioksidan etki ile katki saglayip
saglamadiginin belirlenmesi konusunda bilgi sahibi olunmasi acisindan da onemlidir. Boylelikle halk
ilaclarindan ilaca giden yoldaki temel arastirmalarin baslamasi, cesitlenmesi ve sonraki calismalarin
yonlendirilmesine dnemli bir zemin olusturmakta, M. neglecta’nin halk arasindaki kullanimlarindan en
azindan bazilarinin bilimsel yontemlerle dogrulugunun arastiriimasina imkan sunmaktadir.

Gereg ve yontem
Bitki Materyali

M. neglecta Dilizce, Golyaka’dan (09DZ177) toplanmis, bilimsel adi Prof. Dr. Galip AKAYDIN tarafindan tayin
edilmistir. Herbaryum 6rnegi Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda (GUEF) muhafaza
edilmektedir. Bilimsel adi tespit edildikten sonra bitki lGzerinde yapilan aktivite deneyleri 2021 yili Nisan-
Haziran aylari arasinda gerceklestirilmistir.

Ekstraksiyon

M. neglecta’nin gicek ve meyveli toprak tstii kisimlari gélgede kurutulduktan sonra bitki degirmeninde (Spice-
Herb grinder IC-04A, Endonezya) kabaca toz edilmistir. Daha sonra ikiser gram alinmis ve ayri ayri 50’ser mL
metanol veya distile su ile ultrasonik banyoda 30 dakika karistirilarak masere edilmistir. Hazirlanan ekstreler
stzlildikten sonra bakiyeler ikiser kez daha ayni isleme tabi tutulmustur. Elde edilen metanol ekstreleri
birlestirilip alcak basing altinda 45°C’yi ge¢meyen sicaklikta (Heidolph Hei-VAP, Almanya) ucurularak
kurutulmus, sulu ekstreler ise liyofilize edilmistir (Lyolab C LSL Secfroid, Cin). Hazirlanan ekstreler
kullanilincaya kadar buzdolabinda (4-6°C’de) muhafaza edilmistir.

Ureaz inhibe Edici Aktivite Tayini

Ureaz aktivitesinin belirlenmesinde indofenol yéntemi kullanilmistir. Mikroplagin kuyucuklarina 25’er pl jack
bean Ureaz enzimi (10 U/mL) ve 5 uL ekstre ¢ozeltisi (2000 pg/mL konsantrasyonda su veya etanol icinde)
konulmus ve 15 dakika 30°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga 55 puL 100 mM lre tamponu
(0.01 M K;HPOs;, 1 mM EDTA ve 0.01M LiCl) ilave edilip tekrar 30°C'de 15 dakika inklbe edilmistir.
inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 45 pL fenol reajani (%1 a/h fenol ve %0.005 a/h sodyum nitroprusit) ve
70 pL alkali reajani (%0.5 a/h NaOH ve %0.1 aktif klorit tasiyan NaOCI) ilave edilmistir. Oda sicakliginda 50
dakikalik inkiibasyon sonrasi absorbansdaki degisimler 630 nm’de o6l¢lilmustir (Molecular Devices,
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Spectramax ABS plus, Amerika). Kontrol kuyucugunda test ornegi yerine %80'lik etanol konulmustur.
Referans lireaz inhibitéri olarak tiyolire kullaniimistir. Deneyler ti¢ tekrar olacak sekilde yapilmistir?® ve yiizde
inhibisyonlar asagidaki formiil ile hesaplanmistir:

% inhibisyon= (Acontrol -Atest) / Akontrol X 100
Atest: Test 6rneginin absorbansi

Aiontrol: Kontroliin absorbansi
Kimotripsin inihibe Edici Aktivite Tayini

a-Kimotripsin inhibe edici aktivitenin tespiti icin Cannell ve digerleri tarafindan gelistirilen yontem baz
degisiklikler yapilarak kullaniimistir. Mikroplagin kuyucuklarina 60 pL 50 mM Tris-HCI tamponu, 10 pL ekstre
¢Ozeltisi (2000 pg/mL konsantrasyonunda su veya etanol icinde) ve 30 pL enzim ¢ozeltisi (36 U/mL) konulup
15 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Bu islemin ardindan reaksiyon karisimina substrat ¢ozeltisi (1.3 mM 30
pL N-siksinil fenilalanin-p-nitroanilit) ilave edilmistir. 60 dakika 37°C’de inkiibasyondan sonra 410 nm’de
absorbanslar o6lctlmistir. Referans kimotripsin inhibitéri olarak fenilmetansilfonil florit (FMSF)
kullanilmistir. Tim deney (i¢ kez tekrar edilmistir. Yarimaksimum inhibisyon konsantrasyonlari (ICso)
GraphPad Prism 6 yazilmi kullanilarak ve yiizde inhibisyon asagidaki formiil ile hesaplanmistir:?’

% inhibisyon = (Axontrol -Atest) / Akontrol X 100

Atest: Test 6rneginin absorbansi

Axontroi: Kontrollin absorbansi

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal siipiiriicii aktivite tayini

150 ul ekstre ¢ozeltisi (1000 pg/mL konsantrasyonunda su veya metanol icinde) tizerine 50 uL 1x103 M DPPH
¢Ozeltisi (metanol icinde) eklenip 30 dakika boyunca karanlikta, oda sicakliginda inkibe edilmistir.
inkiibasyonun ardindan 517 nm’deki absorbanslar 6lgiilmiistiir. Kontrol icin test 6rnegi yerine su veya
metanol; standart antioksidan ajan olarak ise gallik asit (metanol iginde) kullaniimistir. Her deney (g kez
tekrarlanmis ve yuizde inhibisyonlar asagidaki formiilden hareketle hesaplanmistir.?®

Yuzde inhibisyon= [(Axontrol— Atest)]/( Akontrol) X 100

Axontrol: kontroliin absorbansi

Atest: test 6rneginin absorbansi

Bakir (Il) indirgenme antioksidan kapasitenin (CUPRAC) tayini

Analiz igin 27.5 pL ekstre ¢ozeltisi (1000 pug/mL konsantrasyonunda su veya metanol iginde), 27.5 L distile
su, 50 puL 10 M CuCl; ¢dzeltisi, 50 uL amonyum asetat tamponu (1 M, pH 7.0) ve 50 pL neokuproin ¢dzeltisi
(7.5 x 10 M, %96'lik etanol icinde) ile karistirihp 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan 450
nm’deki absorbanslar kore karsi okunmustur. Standart antioksidan gallik asitten de seri dilisyonlar
hazirlanarak ayni isleme tabi tutulmustur. Gallik asit dillisyonlari ile elde edilen absorbanslarin
konsantrasyona karsi grafige gecirilmesi ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden hareketle test drneklerinin
antioksidan aktivitesi “mg gallik asit esdegeri (G.A.E.)/g ekstre” cinsinden belirlenmistir. Her deney Ug kez
tekrarlanmistir.?®

ABTS [2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)] radikal katyonu renk giderici aktivitenin tayini

0.1 M fosfat tamponu (pH 7.4) igerisinde hazirlanan ABTS ¢ozeltisine (2 mM) potasyum persilfat ilave edilip
ABTS radikali Gretilmistir. Hazirlanan ABTS radikal ¢6zeltisi kullanilmadan 6nce 3:1 oraninda fosfat tamponu
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ile seyreltilmistir. 100 pL ekstre ¢ozeltisi (1000 pg/mL konsantrasyonunda su veya metanol icinde) 100 pL
ABTS radikali ¢ozeltisi ile karistirilip 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. Stire sonunda 734
nm’deki absorbanslar belirlenmistir. Standart antioksidan olarak kullanilan gallik asitten (metanol icinde)
hazirlanan seri dilisyonlar da ayni isleme tabi tutulmustur. Gallik asit dilisyonlari ile elde edilen
absorbanslarin konsantrasyona karsi grafige gecirilmesi ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden hareketle test
orneklerinin antioksidan aktivitesi “mg G.A.E./g ekstre” cinsinden belirlenmistir. Her deney Ug¢ kez
tekrarlanmistir.3°

Toplam flavonoit miktar tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit icerikleri "aluminyum klorir kolorimetrik ydntemi" kullanilarak belirlenmistir.3!
Bunun icin 20 uL ekstre ¢ozeltisi (1000 pg/mL konsantrasyonunda su veya metanol icinde) 60 pL %75’lik
etanol, 10 pL %10’luk aluminyum klorir, 10 pL 0.4 M sodyum asetat ¢Ozeltisi ve 100 pL distile su ile karigtirilip
oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan 415 nm’deki absorbanslar belirlenmistir.
Kalibrasyon egrisi hazirlamak amaciyla rutinden (metanol icinde) bir seri diliisyon hazirlanmis ve ayni deney
prosediiriine tabi tutulmustur. Rutin dilGisyonlari ile elde edilen absorbanslar konsantrasyona karsi grafige
gegcirilip hazirlanan kalibrasyon egrisinden hareketle test érneklerinin flavonoit igerikleri “mg rutin esdegeri
(R.E.)/g ekstre” cinsinden hesaplanmistir. Her deney (g kez tekrar edilmistir.

Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin fenolik iceriklerinin tespiti icin "Folin Ciocalteu yéntemi" kullanilmistir.3%33 Mikroplakanin
kuyucuklarina 100 pL ekstre ¢ozeltisi (1000 pg/mL konsantrasyonunda su icinde) ve 125 pL Lowry C ¢ozeltisi*
konulup oda sicakhginda 10 dakika inkibe edilmistir. Bu islemin ardindan reaksiyon karisimina 12.5 uL Folin
Ciocalteu reajani (%96 etanol ile 1/3 oraninda seyreltilerek) ilave edilerek oda sicakliginda 30 dakikalk
inkGibasyona birakilmistir. Reaksiyon sonucunda olusan mavi rengin 750 nm'deki absorbansi dlgtlmustr.
Kalibrasyon egrisi hazirlamak amaciyla gallik asitten (metanol iginde) bir seri dilisyon hazirlanmis ve ayni
deney prosediriine tabi tutulmustur. Gallik asit dilisyonlari ile elde edilen absorbanslar konsantrasyona karsi
grafige gecirilerek hazirlanan kalibrasyon egrisinden hareketle test érneklerinin toplam fenol miktari “mg
G.A.E./g ekstre” cinsinden hesaplanmistir. Her deney (g kez tekrar edilmistir. Metanolli ekstrede ¢okelti
olusmasi nedeniyle sadece sulu ekstrenin fenolik icerigi tespit edilmistir.

* Lowry C ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
Lowry C ¢Ozeltisi = 1 mL Lowry B ¢ozeltisi + 50 mL Lowry A ¢0Ozeltisi
Lowry B sollisyonu = 25 mg CuSO4 + 5 mL %1 NaKC4H4O6 ¢Ozeltisi
Lowry A ¢ozeltisi = 50 mL 0.1M NaOH c¢ozeltisi + 1 g Na,COs
Bulgular ve tartisma

M. neglecta’dan ayri ayri hazirlanan metanol ve su ekstrelerinin kimotripsin ve lreaz enzimleri lGzerinde
yapilan inhibe edici aktivite ¢alismalarinin sonuglari Tablo 1’de verilmistir. Metanol ekstresi kimotripsini
onemli derecede inhibe ederken (ICso: 67.67 + 1.40 pg/mL) su ekstresinin diisiik oranda inhibe edici etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir. Ureaz enzimi izerindeki etkisi incelendiginde ise su ve metanol ekstrelerinin
¢ok yiksek olmayan ama birbirine ¢ok yakin bir inhibisyon gosterdigi belirlenmistir (sirasiyla %36.52 ve 34.38
inhibisyon). Daha 6nce belirtildigi Gzere kimotripsin enzimi obezite, viral enfeksiyonlar, kanser, inflamatuvar
hastaliklar gibi pek ¢cok hastaligin tedavisi icin arastirilan hedeflerden bir tanesidir.”*13 Ancak piyasada klinik
kullanma onay alan sadece bir adet kimotripsin inhibitéri bulunmaktadir (Ulinastatin®). Dolayisiyla gida
olarak ve halk arasinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanimi olan M. neglecta’da kimotripsin inhibe edici
aktivitenin gozlenmis olmasi olduk¢a dnemli olup yeni arastirmalarin yapilmasi icin bir baslangi¢c noktasi
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olusturmaktadir. Bitki (izerinde yapilacak aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama galismalari ile etkiden sorumlu
bilesik/bilesiklerin izole edilerek saf halde elde edilmesi, yapi-aktivite calismalari, toksisite deneyleri gibi daha
ileri ¢calismalara baslangic noktasi olusturmasi; muhtemel yan etkisi olmayan, ucuz ve etkin kimotripsin
inhibitord ilaglarin kesfine imkan verme potansiyeli bulunmasi agisindan son derece 6nemlidir.

Tablo 1. M. neglecta’dan hazirlanan ekstrelerin kimotripsin ve lireaz inhibe edici aktivitesi

inhibisyon (%) * standart hata
Ekstre/referans maddeler

Kimotripsin? Ureazb
Su ekstresi 3.81+0.80 36.52+0.81
Metanol ekstresi 84.44 +1.44 34.38+0.76
(ICso: 67.67 + 1.40 pg/mL)
Tiyoure® - 100.0

(ICso: 88.271 £ 3.15 pM)

FMSFd 100.0 -
(ICs0: 2.62 £ 0.49 pM)
2153.84 pg/mL konsantrasyondaki % inhibisyon

50 pug/mL konsantrasyondaki % inhibisyon

¢Standart Ureaz inhibitori

d Fenilmetansulfonil florit (standart kimotripsin inhibitori)
- inhibitér aktivite calisiimadi

Antioksidan aktivite deneylerinden elde edilen sonuglarin yani sira toplam fenol ve flavonoit igeriklerinin
tespitine yonelik calismalarin verileri Tablo 2’de sunulmustur. DPPH ve CUPRAC testlerinde metanol ekstresi;
ABTS testinde ise su ekstresi daha yiksek aktivite géstermistir. DPPH ve CUPRAC testleri ile uyumlu olarak
metanol ekstresinin toplam flavonoit iceriginin daha yiksek oldugu tespit edilmistir.

Tablo 2. M. neglecta’dan hazirlanan ekstrelerin radikal stpuriici ve bakir indirgeyici antioksidan kapasiteleri, toplam fenol ve
flavonoit igerikleri

Ekstre/ referans maddeler DPPH? ABTSP CUPRACP Toplam fenol igerigi®  Toplam Flavonoit igerigic
Su 65.11+0.75 28.21+0.23 17.01+2.18 44.60+1.42 33.82+3.01
Metanol 87.59+1.25 17.57+0.14 29.29+1.33 - 4293+1.76

Gallik asit 100 - - - -

2750.0 pg/mL’deki % inhibisyon * standart hata
b mg G.A.E./g +standart hata

°‘mg R.E./g * standart hata

- Gahisilmadi

Yaptigimiz literatlr tarama calismasinda, ilkemizde halk ilaci olarak da oldukga yaygin olarak kullanilan M.
neglecta’nin kimotripsin ve lireaz inhibe edici aktivitelerinin degerlendirildigi herhangi bir arastirmaya
rastlanmamistir. Dolayisiyla bitkinin s6z konusu aktivitelerinin ilk kez calisildigi anlasilmaktadir. Bununla
birlikte farkli bir tiir olan M. sylvestris L. bitkisinin ireaz inhibe edici aktivitesi tzerinde iki farkh ¢alisma
bulunmaktadir. Bu galismalardaki ireaz inhibisyonu bizimkilere gore oldukga yliksek konsantrasyonlarda
tespit edilmis (10 mg/mL), ilaveten birinde ICso degeri de (786.71 ug/mL) hesaplanmistir.3#*> Ureaz inhibe
edici aktivite yoniinden M. neglecta’nin bir diger tir olan M. sylvestris’den daha kuvvetli aktiviteye sahip
olmasi, baslica fitokimyasal icerik farkliliklari ile agiklanabilir.

Bu arastirmanin bir 6n calisma olmasi nedeniyle heniiz kimotripsin ve Ureaz inhibe edici aktiviteden hangi
bilesik/bilesiklerin sorumlu oldugu bilinmemektedir. Ancak daha 6nce bitki Gzerinde yapilan fitokimyasal
¢alismalar fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugunu gostermektedir. Bitkide bulunan fenolik
bilesiklerden olan kersetinin®*® kimotripsin enzimini 100 uM konsantrasyonda %100 oraninda;3’ Ureaz
enzimini ise 8.2 ug/mL ICso degeri ile inhibe ettigi belirtilmistir.3® Yani sira bitkideki bir diger fenolik bilesik

olan kemferoliin de kuvvetli (ireaz inhibitéri oldugu (ICso: 6.96 M) gbz 6niine serilmistir.3>4° M. neglecta’da
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bulundugu rapor edilen kumarik asit ve kafeik asidin*' de iireaz ve kimotripsin inhibe edici aktivitesinin
arastirildigl calismada her iki bilesigin de kimotripsini inhibe edici aktivitesinin olmadigi, orta derecede lireaz
inhibe edici aktiviteye sahip olduklari (sirasiyla ICso degerleri: 265.6 ve 428.2 uM) bildirilmistir.*? Bu verilerden
hareketle bitkinin gosterdigi kimotripsin ve Ureaz inhibitoru aktivitelerde kersetin ve kemferol gibi fenolik
bilesiklerin sorumlu olabilecegi akla gelmektedir

Literatlirde M. neglecta’nin antioksidan aktivitesine ilaveten toplam fenol ve flavonoit igeriginin belirlendigi
calismalar mevcuttur. Bu ¢alismalardan ilkinde M. neglecta yaprak ve giceklerinden ayri ayri %80'lik etanol
ile hazirlanan ekstrelerin 250 pL konsantrasyonda DPPH radikali Gzerinde %50’nin Uzerinde inhibisyon
gosterdigi belirtilmistir. Yine ayni arastirmada gigek ekstresinin toplam fenol ve flavonoit igeriklerinin sirasiyla
136.1 ve 46.7 pg/mg katesin esdegeri oldugu; yapraklarindan hazirlanan ekstrenin toplam fenol ve flavonoit
iceriklerinin ise sirasiyla 106.1 ve 22.9 pug/mg katesin esdegeri oldugu belirlenmistir.** Daha yakin tarihli bir
arastirmada tim bitkiden hazirlanan etanol ekstresinin toplam fenol ve flavonoit icerigi sirasiyla 68.29 ug
pirokatesol esdegeri/mg ekstre ve 15.58 pg kersetin esdegeri/mg ekstre olarak hesaplanmistir. Metanol ve
su ekstrelerinin 1Csp degerleri DPPH radikali testinde sirasiyla 60.51 ve 95.71 pg/mL tespit edilirken, ABTS
radikali testinde 45.81 ve 55.02 pug/mL bulundugu ve bakir indirgeyici aktivitesinin olmadigi aciklanmistir.*!
Literatlirdeki arastirmalarda calisilan bitki kisimlari, ekstraksiyon ¢ozicileri, diger deneysel yontemlerde ve
birimlerde farkliliklar bulundugu gorilebilmektedir. Dolayisiyla bizim ¢alismamizla tam olarak kiyaslamak
miimkin gérinmese de bitkinin kuvvetli antioksidan aktiviteye sahip olmasinin tespit edilmesi, zengin fenol
ve flavonoit icerigine sahip oldugunun anlasilmasi agisindan énemlidir.

Dalar ve ark. (2012), bitkinin tim kisimlari kullanilarak hazirladiklari asitli metanol ekstresinde (%80 metanol,
%1 HCl h/h) toplam fenol ve flavonoit icerigini sirasiyla 6.6 mg G.A.E./g ve 2.95 mg R.E./g olarak tespit
etmistir.** Bu sonuglar bizim buldugumuz degerlere gére oldukca disiktir. Arastiricilarin ekstraksiyonlarinda
asit kullandig dikkati cekmekte, kullanilan asidin bitkilerdeki sekonder metabolitler Gzerinde basta hidroliz
olmak Uzere cesitli degisikliklere sebebiyet verebilecegi, buna bagh olarak da aktivite sonuglarinin
degisebilecegi bilinmektedir. iki calisma sonuglari arasindaki farkliigin nedenlerinin basinda bu husus akla
gelmelidir.

Literatlirde bizimkinden farkli bir sekilde kullanilan bitki kisminin yapraklarinin oldugu bazi ¢alismalara da
rastlamak mumktndur. Khan ve ark. (2016), M. neglecta yapraklarinin metanol ekstresinin 25.6 mg/g G.A.E.
toplam fenol icerigine sahip oldugunu,* Saleem ve ark. (2020) ise bitkinin yapraklarindan hazirladiklar %70
metanol ekstresinin DPPH radikali olusumunu %24 oraninda énledigini belirlemistir.*

Bitkinin toprak Ustii kisimlarindan hazirlanan n-hekzan ve sulu etanol ekstresinin analjezik, antienflamatuvar
ve antipiretik etkisinin arastirildigi in vivo ¢alismada uygulanan l¢ analjezik aktivite tayin yonteminde de
ekstrelerin (n-hekzan igin p<0.05; sulu etanol ekstresi icin p<0.005) kuvvetli aktivite gosterdigi
belirtiimektedir.*® Ayni calismada her iki ekstrenin kuvvetli antipiretik etki gésterdigi (n-hekzan icin p<0.005;
sulu etanol ekstresi icin p<0.05), yani sira karagenle olusturulan pencge 6demi lizerinde de énemli diizeyde
azalmaya sebep oldugu (n-hekzan icin p<0.05; sulu etanol ekstresi icin p<0.005) belirtilmistir. Diger taraftan
bitkinin bltin kisimlarindan hareketle hazirlanan %70’lik metanol ekstresinin yiiksek yag ve karbonhidrat
diyeti uygulanarak obezite olusturulan diyabetik sicanlarda, 500 ve 750 mg/kg dozlarda viicut agirligini
kontrole kiyasla énemli derecede azalttigi belirtilmistir. Ayni zamanda diyabet ve obezite olusturulan
sicanlarda artan leptin, serum trigliserit, toplam kolesterol, LDL kolesterol seviyesi de yine M. neglecta
ekstresi uygulanmasi ile 6nemli derecede azalmistir.*” Mekanizmaya ydnelik daha ileri calismalarin yapilmasi
gerekmekle birlikte, bitkinin sergiledigi antienflamatuvar ve obezite 6nleyici aktivitede kimotripsin enzimini
inhibe edici aktivitesinin katkisinin olabilecegi akla gelmektedir.
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Daha 6nce M. neglecta’nin toprak Ustli kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonun in vivo antillserojenik etkisi
calisma grubumuz tarafindan sicanlar lizerinde arastiriimis ve etanol ile olusturulan peptik tilser olusumunu
dnemli diizeyde 6énledigi (%81.9 inhibisyon, p<0.001) tespit edilmistir.*® Simdiki calismada ise bitkinin su ve
metanol ekstrelerinin ireaz enzimini belirli bir oranda inhibe ettigi anlasiimistir. Peptik Ulser patogenezinde
diger pek ¢ok faktoriin yani sira oksidatif stresin de 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu baglamda bizim
sonuglarimiza ilaveten literatiirdeki diger antioksidan aktivite testleri de bir arada degerlendirildiginde tespit
edilen 6nemli dizeydeki antioksidan aktivitenin bitkinin gastroprotektif etkisine katki saglamis olabilecegi
disundlebilir. Bitkilerden hareketle yapilan ilag arastirmalarinda detayl ¢alismalara baglamadan 6nce hangi
bitki veya bitkilerle g¢aligilacaginin tespitine yonelik 6n galismalara her zaman ihtiya¢ duyulmaktadir.
Piyasadaki antibiyotiklere karsi direng gelistirmis olan H. pylori'nin insan midesinde canli kalabilmesi i¢in
gerekli olan Ureaz enziminin belirli bir diizeyde de olsa inhibe edilmesinin tespiti s6z konusu patojen
bakterinin yol agtigl enfeksiyonun tedavisi bakimindan oldukg¢a énemlidir. Bu kapsamda gergeklestirdigimiz
calisma ekstre bazinda yapilan bir 6n ¢alisma niteliginde olup, her ne kadar aktivite ¢ok yliksek olmasa da
daha ileri kademelerde fraksiyonlanarak saflastirildik¢a ekstrede yer alan etkili bilesigin oraninin arttirilmasi
miimkin olabilecektir. Etkili bilesik oraninin arttirilmasina paralel olarak aktivitenin de artmasi bitkisel
ekstrelerde yaygin rastlanilan bir durumdur. Bu nedenle yine aktivite ile yonlendirilen saflastirma teknikleri
ile etkili bilesiklerin tespitine yonelik daha detayli arastirmalarin yapilmasi gerekmekte, bu ¢alisma ise s6z
konusu detayh arastirmalarin yapilabilmesine imkan sunan bir baslangi¢ noktasini olusturmaktadir.

Sonug olarak bir 6n ¢alisma niteligindeki bu arastirmanin, kuvvetli kimotripsin ve orta diizeyde Ureaz inhibe
edici aktivitenin yani sira literatir destegi de dikkate alindiginda inflamatuvar hastaliklar, obezite, H. pylori
enfeksiyonu ve peptik llserin tedavisi icin umut vaat eden ilag adayi bilesiklerin tespitine imkan verebilecegi
disinidlmektedir. Bunun icin aktivite ile yonlendirilen fraksiyonlama yontemleri, yapi-aktivite ve mekanistik
arastirmalar, toksisite deneyleri gibi daha ileri dizeyde calismalara ihtiyag vardir.
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