Marmara Pharmaceutical Journal 20: 232-242, 2016
DOI: 10.12991/mpj.20162094922

ORIGINAL RESEARCH

Centaurea pterocaula Oziitlerinin antioksidan ve antimutajenik
ozellikleri ile enzim inhibitor potansiyellerinin incelenmesi

Ahmet UYSAL, Gokhan ZENGIN, Yusuf DURAK, Abdurrahman AKTUMSEK
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Bu ¢alismanin amaci, Centaurea pterocaula bitkisinden elde
edilen ti¢ Oziitin (etil asetat, metanol ve su) antioksidan
kapasiteleri, mutajenik/antimutajenik 6zellikleri ve enzim
inhibitdr etkilerini degerlendirmektir. Oziitlerin antioksidan
ozellikler radikal giderme (stipiirme) (DPPH testi), indirgeme
glicii (FRAP ve CUPRAC testleri), fosfomolibdat ve metal
selatlama testleri gibi in wvitro antioksidan yontemler
kullanilarak arastirildi.  Oziitlerin enzim inhibitdr etkiler
kolinesteraz, tirozinaz, amilaz ve glukozidaza kars: test edildi.
Ames testi Oziitlerin mutajenik/antimutajenik 6zelliklerini
gostermek i¢in kullanildi. Metanol 6ziitiiniin en giiglii radikal
giderme (31.06 mgTE/g 6ziit) ve indirgeme giiciine (CUPRAC
testinde 66.95 mgTE/g oziit ve FRAP testinde 51.03 mgTE/g
oziit) sahip oldugu tespit edildi. Ayrica, etil asetat Oziiti
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glikozidaz enzimi hari¢ test edilen tiim enzimlere karsi en
giiclii etkiyi sergiledi. Oziitlerin toplam fenolik ve flavonoid
igerik sirasiyla 15.77-25.22 mg GAE/g 6ziit ve 0.67-31.44 mg

hi¢birinde mutajenik etki goriilmezken, bazi 6rneklerin 6nemli
oranda antimutajeniteye sahip oldugu tespit edildi. Metabolik
aktivasyon (S9) varliginda etil asetat ve metanol oziitlerinin
2-aminoflorene kars1 5000 ug/plak dozlarda ¢ok giiglii (sirast ile
% 92 ve % 92) antimutajenik etkiye sahip olduklar: bulundu. Bu
calismanin sonuglarina gore, C. pterocaula yeni nutrasotik veya
farmasotiklerin gelistirilmesinde potansiyel bir kaynak olarak
distintlebilir.

Anahtar kelimeler: Centaurea pterocaula, antioksidan, enzim
inhibisyonu, antimutajenite, dogal ajanlar.

GIRIS

Guntmiizde bilimsel arastirmalarin temelinde sadece
hastalar1 bireysel anlamda iyilestirmek degil, ayn1 zamanda
toplumu etkileyen kitlesel saglik sorunlarina g¢ok yonli
¢oztimler tiretmek ve bunlarla miicadelede rol oynayacak yeni
kaynaklarin tespiti yatmaktadir. Bu amagla bir¢ok hastalik
icin sentetik ¢oziimler sunulmasina karsilik toplumdaki
sentetik triinlerin tiimi zararl gibi kaygilar bu ¢oziimleri
stipheli hale getirmektedir. Bu baglamda bitkilerin tibbi
ozelliklerine yonelik ¢alismalar oldukea hiz kazanmustir.

Bitkilerin tibbi &zelliklerinin ortaya konuldugu ¢aligmalar
degerlendirildiginde, bitkiler tarafindan tretilen “sekonder
metabolit” olarak nitelendirilen bilesiklerin bu tibbi
ozelliklerden sorumlu ana etken grup oldugu rapor
edilmistir. Son yillarda 6zellikle beslenmede meyve ve sebze
titketimi ile kanser, kardiovaskiiler hastaliklari gibi kronik
hastaliklara yakalanma riski arasinda ters bir iliski bulundugu
belirtilmistir. Bu durumun 6zellikle sekonder metabolitlerden

kaynaklandig1 ve bu bilesikler icerisinde fenolik bilesiklerin



Marmara Pharm J 20: 232-242, 2016

Uysal ve ark.

et . L . 233
Centaurea pterocaula 6ziitleri potansiyellerinin incelenmesi

digerbilesenlere kiyasla daha etkin rol aldiklari rapor edilmistir
(1-3). Fenolikler yapilarinda aromatik halkaya bagl bir veya
daha fazla hidroksil grubu igerirler ve flavonoidler, fenolik
asitler, stilbenler ile lignanlar olarak dort temel sinifa ayrilirlar
(4). Saglhkli bir yasam i¢in flavonoidlerin diyetle alinmasi
gerektigi ve bu durumun kalp damar sistemi {izerine olumlu
etkiler gosterdigi belirtilmektedir. Ornegin, damar sistemi ile
ilgili bozukluklarin tedavisinde rutin ve hesperidinin etkin
rol oynadig1 goézlenmistir. Fenolik bilesiklerin bu etkileri
antioksidan ozelliklerinden kaynaklandig: ileri stirtilmistiir
(5-7).

Insan cevresi siirekli olarak mutajenik ve karsinojenik
ajanlarla  karsilagmakta ve bu etkenlerin ortamdan
uzaklastirilmasi olduk¢a ugrastirici ve zor bir tablo ortaya
koymaktadir. Son zamanlarda, bitkiler ve bitkisel bazi
metabolitlerin antimutajenik potansiyele sahip bilesiklerin
ana kaynaklar1 oldugu kabul edilen bir gergektir. Hatta
bazi sekonder bitkisel metabolitler, genotoksik ajanlara
karst koruyucu etki gostermektedir. Bu antimutajenler ve
antikarsinojenler, karsinojenik islem basamaklarinin birini ya
da birkagini inhibe ederek kanser olusumunu 6nleyebilir (8).
Bu baglamda pek ¢ok bitki tiirii antimutajenik potansiyelleri
yoniinden aragtirilmustir (9, 10).

Tiirkiye florasi aromatik bitkilerin kaynagi olarak da biiyiik
onem tasir ve iilkemizde yaklagik 3000 civarinda aromatik
bitki oldugu varsayilmaktadir. Ulkemizde tibbi amagh
kullanilan bitki say1si tam olarak bilinmemekle birlikte, 500
civarinda oldugu tahmin edilmekte ve yaklasik 200 tibbi
bitkinin ihrag potansiyelinin oldugu belirtilmektedir. Tiim bu
belirtilen noktalar dikkate alindiginda Anadoluda geleneksel
halk hekimligine bir¢cok hastaligin tedavisinde sifa kaynag:
olarak bagvurulmaktadir. Ancak, geleneksel halk hekimligi
hakkinda bilimsel veriler oldukg¢a sinirlidir (11).

Asteraceae familyasinin Centaurea cinsi dayanikls, otsu, tek,
iki veya ¢ok yillik yaklasik 500 tiir igerir ve Asya, Avrupa ve
Kuzey Amerikanin birgok kisminda dagilim gosterir (12).
Ulkemizde bu cins 179 tiirle temsil edilir ve bu tiirlerden
111 tanesi endemik olup endemizm orani %61dir (13). Bu
endemizm orani ile Tiirkiye florasinda biinyesinde en ¢ok
endemik tiir bulunduran 3. cins konumundadir ve bu durum
bitkinin gen merkezinin Tiirkiye oldugunun bir gostergesidir.
Bu cinse ait bir¢ok tiir geleneksel halk hekimliginde
kullanilmaktadir. Ornegin, C. drabifolia, C.pulchella ve C.
solsitalis abse, hemoroid ve soguk alginlig: tedavisinde, C.
aspera kan sekerini diisiiriicti, C. behen sarilik tedavisinde
ve afrodizyak olarak, C. calcitrapa diiiretik, temizleyici, tonik
etkili ve sarilik ile soguk alginlhig: tedavisinde, C. cyanus ise
diiiretik, kan durdurucu olarak kullanilmaktadir. Ayrica, C.

acaulis, C. centaurium, C. cyanus, C. monantha, C. nigra, C.
salonitana ve C. scabiosa anti-kanser ve anti-tiimor 6zelliklere
sahiptir (14, 15). Centaurea cinsine ait bazi tiirlerin cesitli
kisimlarinin fitokimyasal ve biyolojik aktiviteleri bilimsel
¢aligmalarla ortaya konulmustur (16).

Centaurea cinsine ait bazi tiirlerin halk hekimliginde yogun
olarak kullanilmasindan dolayi, bu cinse ait olan diger
tiirlerin biyolojik 6zelliklerinin tespiti olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Ayrica bu tirlerin etken maddelerinin izole
edilerek, farmakolojik olarak degisik amaglarla kullanilan
hazir drtinler halinde sunulabilecegi belirtilmektedir (17).
Bu baglamda bu caliyjmada C. pterocauladan elde edilen
i¢ oziitiin antioksidan, antimuajenik ozellikleri ve cesitli
inhibe
arastirilmas: amaglanmustir. C. pterocaula’nin antioksidan

farmakolojik enzimleri etme potansiyellerinin
bazi antioksidan ozellikleri rapor edilmis (18) olmasina
ragmen mevcut ¢alisma oldukea kapsamli olup, mutajenik/
antimutajenik aktivite ve enzim inhibisyonlar1 agisindan ilk
olma 6zelligi tasimaktadur.

GEREC ve YONTEMLER
Bitki materyali ve 6ziitlerin ¢ikarilmasi

Centaurea pterocaula bitkisi, 2014 yil1 Agustos ayinda Konya
ili Cihanbeyli ilgesi Golyaz: ile Gunytizii koyleri arasindan
toplandi. Bitkinin botanik tanimlamasi Selguk Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélimii Ogretim Uyesi Dr. Evren
Yildiztugay tarafindan yapildi (Ornek No: EY 2976). Bitkinin
toprak {stii kisimlari toplanarak golgede kurutulduktan
Bitkinin etil
asetat ve metanol oziitleri, 10 g 6giitiilmis bitki materyali 200

sonra degirmende iyice toz haline getirildi.

ml ¢oziicti ile oda sicakliginda 24 saat karigtirilmasiyla elde
edildi. Oziitlerin ¢oziiciileri rotary-evaporator kullanilarak
uzaklastirildi. Su 6ziitii igin ise 10 g 6gtitiilmis bitki tohumlar:
300 ml kaynar su ile 15 dk karistirildi ve liyofilize edildi.

Toplam Fenolik Madde Tayini

Yontemde, bitkisel oziitlerden (2 mg/ml) 250 pl deney
tiplerine alindi ve sonra her bir tiipe 1ml Folin-Ciocalteu
reaktifi (1:9 oraninda seyreltilmis) ilave edildi. Ardindan
her bir tiipe 750 ul %1’lik Na,CO, ¢ozeltisinden eklendi.
Karisimlar oda sicakliginda karanlikta 2 saat bekletildikten
sonra 765 nmde absorbanslari 6l¢iildii (Shimadzu UV-1800).
Ayni islemler standart olarak kullanilan gallik asit icin de
tekrarlandi. Bitkilerin fenolik madde igerigi g oziitte gallik
asit es degeri (mg GAE/g) olarak verildi (19).

Toplam flavonoid madde tayini

Yontemde, bitkisel oziitlerden (1 mg/ml) 1 ml pl deney

tiiplerine alindi ve sonra her bir tiipe 1ml metanolik AICL,
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¢ozeltisi ilave edildi. 10 dakika bekledikten sonra 415 nmde
karigimin kore karsi absorbansi belirlendi. Ayni islemler
standart flavonoid olan rutin i¢in de yapilarak rutine ait
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Sonugta 6ziitlerin toplam flavonoid
madde icerikleri g oziitte rutin es deger (mg RE/g) olarak
verildi (20).

DPPH radikal giderme (siipiirme) aktivitesinin
belirlenmesi
Bitkisel oziitlerin DPPH radikali stipirme aktivitesi

Sarikurkcu (21)’ye gore yapildi. Metanolik DPPH ¢6zeltisi
%0.004’liik olacak sekilde hazirlandi. Bitkisel oziitlerin 1
mlsi hazirlanan DPPH ¢ozeltisinin 4 ml’si ile karistirild.
Tipler agizlar: kapatilip kuvvetlice karistirildiktan sonra oda
sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda
absorbanslar 517 nmde okundu. Ayni islemler troloks i¢in
de yapild: ve bitkisel oziitlerin DPPH radikalini giderme
(stiptirme) aktiviteleri g 6zitte troloks es deger olarak verildi
(mgTEs/g).

FRAP testi

FRAP testinin uygulanmasinda oncelikle FRAP reaktifi
hazirlandi. FRAP reaktifi, 0.3 M, pH’s1 3.6 olan asetat
tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl,’{in 10:1:1 oraninda
karistirilmas1 ile hazirlandi. Bitkisel ozitlerin 0.1 ml’si
hazirlanan FRAP reaktifinin 2 mlsi ile karistirildi ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Karigimlarin
absorbanslar1 593 nmde okundu. Testin sonuglar1 g oziitte
troloks esdeger olarak degerlendirildi (mgTE/g) (22).

CUPRAC testi

Yontemde bitkisel 6ziitlerden 0.5 ml alind1 ve her bir deney
tiiptine 1 ml CuCl,.2H,0 (10 mM), 1 ml amonyum asetat (1
M; pH:7) ile 1 ml neokuproin (7.5 mM) ¢ozeltileri eklendi.
Tipler agizlar: kapali bir bicimde oda sicakliginda karanlikta
30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda absorbanslar1 450
nmde okundu. Testin sonuglar1 g oziitte troloks esdeger
(mgTE/g) olarak yorumlandi (23).

Fosfomolibdat testi

Bu Yoéntemde 2 mg/ml konsantrasyonunda bitkisel
ozitlerden 0.3 ml bir tiipe alindi ve bunun iizerine reaktif
gozeltisinden (0.6 M H,SO,, 28 mM Na HPO,.12H,O ve 4
mM amonyum molibdat) 3 ml eklendi. Tiipler kuvvetlice
karigtirilip 95°C'de 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ¢ozeltilerin absorbanst 695 nmde okundu. Ayni
islemler standart antioksidan olarak kullanilan troloks icin
de yapildi. Antioksidan aktivite g Oziitte troloks esdegeri

(mmolTE/g) olarak hesaplandi (24).

Metal selatlama aktivitesi

Orneklerin Fe?* iyonlarini selatlama kapasiteleri Dinis ve
ark. (25) yontemine gore belirlendi. Igerisinde 2 ml bitkisel
6ziit (1 mg/ml) bulunan deney tiiplerine 2 mM 0.05 ml FeCl,
cozeltisi ilave edildi. Tepkime 0.2 ml 5 mM ferrozin ilavesiyle
baglatildi. Tiipler karistirildiktan sonra oda sicakliginda
10 dakika inkiibasyona birakild: ve daha sonra 562 nmde
absorbans dl¢timii yapildi. Ayni islemler selatlayici ajan olan
EDTA iginde yapild1. Testin sonuglar1 g 6ziitte EDTA es deger
olarak degerlendirildi (mg EDTA/g).

Enzim Inhibisyonuna Yonelik Testler
Anti-kolinesteraz aktivitesi

Kolinesteraz inhibitor aktivite Ellman’s yontemi kullanilarak

96 kuyucuklu mikroplakalarda  6lctilmiistir — (26).
Mikroplakadaki kuyucuklara 2 mg/ml konsantrasyondaki
50 ul bitki 6ziitdi, 125 ul DTNB (5,5-Ditiyo-bis(2-
nitrobenzoik) asit), 25 pl Tris-HCI tamponun (pH 8.0)da
hazirlanmis AChE veya BChE enzim ¢ozeltisi konuldu. Bu
karisim oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra
25 pl asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) veya butiriltiyokolin
iyodiir (BTCI) eklendi. Benzer sekilde, AChE veya BChE
enzim ¢ozeltisi olmadan hazirlanmis tepkime reaktiflerine
ornek cozeltisi eklenerek kor hazirlandi. Ornek ve kérlerin
absorbanslar1 oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten
sonra 405 nm de okundu. Korlerin absorbanslari 6rneklerden
¢ikarilarak gercek absorbanslar elde edilidi. Kolinesteraz
inhibitor aktiviteleri g Oziitte galantamine esdeger olarak

hesaplandi (mg GALAE/g).
Anti-amilaz aktivitesi

a-amilaz inhibitor aktivite Caraway-Somogyi iyot/potasyum
iyodiir (IKI) yontemi kullanilarak gerceklestirildi (8).
Mikroplakadaki kuyucuklara 25 pl 6rnek ¢ozelti ve fosfat
tamponunda (pH 6.9,6 mM sodyum kloriir) hazirlanmig 50 pl
a- amilaz ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C de 10 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra inkiibe edilmis 6rneklere % 0.05’lik 50 pl nisasta
¢ozeltisi ilave edildi. Benzer sekilde, a-amilaz enzim ¢ozeltisi
olmadan hazirlanmis reaksiyon reaktiflerine 6rnek ¢ozeltisi
eklenerek kor hazirlandi. Karisim 37 °C de 10 dakika inkiibe
edildi. 1 M 25 pl HCI ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve
bunu takiben 100 ul iyot-potasyum iyodiir ¢ozeltisi eklendi.
Ornek ve korlerin absorbanslar1 630 nm de okundu. Kérlerin
absorbanslar1 drneklerden ¢ikarilarak gercek absorbanslar
elde edilidi. a-Amilaz inhibitor aktiviteleri g 6ziitte akarboza
esdeger olarak hesaplandi (mmol AKAE/g).
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Anti-glukozidaz aktivitesi

Mikroplakadaki kuyucuklara 50 ul 6rnek ¢ozelti, 50 pl
glutatyon, fosfat tamponunda (pH: 7.0) ¢6ziinmiis 50 pl
a-glukozidaz ¢ozeltisi ve 50 ul PNPG (4-p-nitrofenil-a-D-
glukopiranozid) eklenerek 37°C de 10 dakika inkiibe edildi.
Benzer sekilde, a- glukozidaz enzim c¢ozeltisi olmadan
hazirlanmis reaksiyon reaktiflerine 6rnek ¢ozeltisi eklenerek
koér hazirlandi. Reaksiyon 0.2 M 50 pl sodyum karbonat
konularak tamamlandi. Ornek ve kérlerin absorbanslart
400 nm de okundu. Korlerin absorbanslari 6rneklerden
¢ikarilarak gercek absorbanslar elde edilidi. a- Glukozidaz
inhibitoér aktiviteleri g oziitte akarboza esdeger olarak
hesapland: (mmolAKAE/g) (27).

Anti-tirozinaz aktivitesi

Tirozinaz inhibitor aktivite L-DOPA ‘nin substrat olarak
kullanildigr dopakrom y6ntemi ile ol¢iildii. Mikroplakadaki
kuyucuklara 25 pl 6rnek ¢ozelti, 40 pl tirozinaz ¢ozeltisi
ve 100 pl fosfat tamponu (pH 6.8) eklendi. Bu karisim
25°Cde 15 dakika bekletildikten sonra 40 pl L-DOPA
konuldu. Benzer sekilde, tirozinaz enzim ¢6zeltisi olmadan
hazirlanmig tepkime reaktiflerine 6rnek ¢ozeltisi eklenerek
kor hazirlandi. Ornek ve korlerin absorbanslar1 10 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 492 nm de okundu.
Korlerin absorbanslar1  orneklerden ¢ikarilarak —gercek
absorbanslar elde edildi. a-Glukozidaz inhibitor aktiviteleri
akarboza esdeger olarak hesaplandi. Korlerin absorbanslar:
orneklerden c¢ikarilarak gercek absorbanslar elde edildi.
Tirozinaz inhibitr aktiviteleri g oziitte kojik asite esdeger
olarak hesapland1 (mgKAE/g) (28).

Mutajenite/ Antimutajenite testi

Caligmada  kullamilmak  iizere mutant  Salmonella
typhimurium test suglart TA98 ve TA 100 Selguk Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuvarindan temin edildi. Bu suslardan TA98 cerceve
kaymas1 mutasyonlarini tespit ederken, TA100 susu ise baz
¢ifti degisimi mutasyonlarini belirlemede kullanilmaktadir.
Centaureae 6ziitlerinin toksik dozlarinin belirlenmesi amaci

ile Dean ve ark. (29) tarafindan belirlenen yéntem kullanildi.

Oziitlerin  potansiyel mutajenik etkilerini  belirlemek
amact ile Salmonella/mikrozom test sistemi kullanildi.
Calismada Maron ve Ames (30) tarafindan Onerilen plak
inkorporasyon yontemi uygulandi. Mililitresinde yaklasik
1-2x10° bakteri iceren gecelik taze bakteri kiiltiiriinden100
ul, S9 karigimindan 500 pl (veya 500 pl fosfat tamponu)
ve son olarak farkli dozlarda bitki 6ziitlerinden 100 pl

almarak, 45°Cde bekletilen 2.5 ml hacimdeki iist agara

eklendi. Kisa siireli calkalama igleminin ardindan karisim
onceden hazirlanan minimal glukoz agarli plaklara dokildi
ve hizli bir sekilde gevrilerek yiizeye yayildi. Katilasmanin
ardindan plaklar 37°Cde 48-72 saat inkiibe edildi (31).
Bu siirenin sonunda plaklardaki geri doénen (revertant)
koloniler sayilarak kaydedildi. Calisma esnasinda pozitif
kontrol plaklar1 olarak S9 yoklugunda TA98 susu i¢in 4-nitro
fenilendiamin (4-NPDA) ve S9 varliginda 2-aminofloren (2-
AF) kullanildi. TA100 susu igin S9 yoklugunda sodyum azid
(SA) ve S9 varliginda 2-aminoantrasen (2-AA) kullanild.
Negatif kontrol plaklar1 olarak éziitlerin ¢oziildiigii dimetil
stilfoksit iceren plaklar da hazirlandi. Sadece bakteri iceren
revertant plaklar1 da ayrica hazirlandi. Test edilen oziitlerin
S. typhimurium TA 98 ve TA 100 tzerinde herhangi bir
mutajenik etkisinin olabilmesi i¢in, her 6ziit ile eszamanli
olarak hazirlanan kontrol plaklarindaki (0 dozu) koloni
sayisinin; maksimum sayilarinin iki katindan fazla veya iki
katina yakin degerlerde olmas: gerekmektedir (30).

Antimutajenite deneyinde ise iki test susu {izerinde mutajen
oldugu bilinen maddelerin, mutajenik etkilerinin bitki
oziitleri tarafindan inhibe edilme oranlar1 belirlenmektedir.
Buamagla Maron ve Ames (30) tarafindan 6nerilen ve Zengin
ve ark. (8) tarafindan modifiye edilmis yontem kullanildi.
Kisaca; 100 pl bakteri kiiltiirii (1-2x10° bakteri/ml), 100 ul
farkli dozda bitki 6ziitii, 100 ul pozitif mutajen ¢ozeltisi ve 500
pl S9 karigimi ya da fosfat tamponu (S9’suz deney i¢in), 2.5 ml
tist agar icerisine ilave edildi. Karigim vorteks ile ¢alkalanarak
minimal glukoz agar plakalarinin yiizeyine dékiilerek hizli
bir sekilde yayildi. Plaklar 37°Cde 48-72 saat inkiibasyona
birakild: ve bu siirenin ardindan revertant koloniler sayildi.
Icerisinde bitki 6ziitii olmayan ve sadece bakteri ve mutajenik
madde ilave edilen plaklarda mutajenite orani %100 (yani %0
antimutajenite) olarak belirlendi. Oziitlerin antimutajenite
oranlar1 ise [(A-B)/(A-C)]x 100 formiili ile hesaplandi. Bu
formiilde A= Bakteri+mutajen plagindaki revertant koloni
sayis; B=Bakteri+mutajen+oziit plagindaki revertant
koloni sayisi; C=Kendiliginden geri donen revertant koloni
sayisini (sadece bakteri plagi) ifade etmektedir (10). Buradan
elde edilen sonuglara gére % 0-25 araligindaki inhibisyon:
zayif antimutajenite veya aktivite yok; %26-40 araligindaki
inhibisyon: orta dereceli antimutajenite; %40 ve iizeri

inhibisyon: gii¢lii antimutajenite olarak belirlendi (32).

Istatistik degerlendirme

Biitiin testler ii¢ tekrarli deneyler yapilarak gergeklestirildi

ve sonuglar {i¢ tekrarli deneylerin ortalamas: ve standart
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sapmasi olarak verildi. Sonuglar arasindaki anlamlilik testleri
SPSS v22. programi kullanilarak ANOVA varyans analizi
yardimiyla %95 giiven araligi segilmek suretiyle (a=0.05)
Tukey testiyle belirlendi.

BULGULAR VE TARTISMA
Antioksidan kapasite

Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin degerlendirilmesi
tizerine ¢ok sayida caligma yapilmasina karsilik antioksidan
kapasiteyi tiimiiyle yansitan tek bir metot gelistirilememistir.
Bu nedenle farkli kimyasal test sistemleri kullanilarak
antioksidan ~ kapasitenin ~ tiimilyle =~ yorumlanmasi
gerekmektedir. Bu noktadan hareketle caligmamizda farkli
antioksidan test sistemleri kullanilmis ve her bir 6ziit i¢in

ayrica toplam fenolik ve flavonoid igerik hesaplanmustir.

Calisitlan oziitlerin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri
sirasiyla Folin ve AICI, metotlar1 kullanilarak belirlenmistir.
Toplam fenolik ve flavonoid icerik bakimindan en zengin 6ziit
olarak metanol 6ziitii belirlenmis ve bunu sirasiyla etil asetat
ile su 6zitii takip etmektedir (Tablo 1). Caliymamizi dogrular
nitelikte bir¢cok ¢alismada da metanol 6ziti fenolik igerik
bakimindan en zengin 6ziit olarak nitelendirilmistir (33, 34).
Centaurea tiyeleri tizerine yapilan gesitli caligmalarda toplam
fenolik icerik rapor edilmistir (35-37).

Tablo 1. C. pterocaula 6ziitlerinin toplam fenolik ve flavonoid
igerikleri ile DPPH radikal giderme aktivitesi

Oziitler Toplam fenolik  Toplam flavono- DPPH radikal gi-
icerik (mgGA-  id icerik (mg- derme aktivitesi
E/g 6ziit) RE/g 6ziit) (mgTE/g oziit)

Etil 22.47%0.10b° 20.62+0.12b 13.93+0.95¢

asetat

Metanol 25.22+0.20a 31.14+0.34a 31.06+0.72a

Su 15.77+0.15¢ 0.67+0.02¢ 18.35+0.70b

" Ug paralel dlgiimiin ortalamasitstandart sapma. GAE: gallik asit
esdegeri; RE: rutin esdegeri; TE: trolox esdegeri; ®* Ayni siitundaki
farkli harfe sahip gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir
(ANOVA, Tukey HSD, p<0.05).

Bitkilerin

caligmalarda en az bir serbest radikal kullanilarak bu

antioksidan kapasitelerinin  degerlendirildigi

radikalin bitki ozitii tarafindan ne oranda giderildigi
hesaplanmaktadir. Bu radikaller icerisinde en yaygin olan
DPPHdir. Stabil bir radikal olan DPPH mor renklidir
ve antioksidan molekiillerden bir elektron alarak sar1
pikrilhidrazil
spektrofotometrik olarak 515-517 nmde takip edilmektedir.
Calismamizda C. pterocaula Oziitlerinin DPPH giderme

formuna donmektedir. Bu doniisim

kapasiteleri aragtirilmis ve Tablo 1de sunulmusgtur. Serbest
radikal giderimi bakimindan en zengin 6ziit 31.06 mgTE/g
oziit ile metanol oziitiidiir. Bununla birlikte su ve etil asetat
oziitleri i¢in bu deger 18.35 ve 13.93 mgTE/g oziit olarak
bulunmugtur. Metanol 6ziitiinde gézlenen bu giiglii aktivite
fenoliklerin yiiksek seviyeleri ile agiklanabilir ve bu durum
cesitli calismalarda da rapor edilmistir (38, 39). Centaurea
dyelerinin serbest radikal giderme (stpiirme) etkinligi
tizerine cesitli ¢alismalarda rapor edilmistir (40-42) ve bu
caligmalarda genellikle yarisinin stipiiriildiigii konsantrasyon
IC,, hesaplanmustir. Bu baglamda ¢alismamizin sonuglarini

onceki raporlarla kargilastirmak olanaksizdur.

Indirgemegiiciiantioksidankapasitenindegerlendirilmesinde
onemli bir indikator olarak digiintilmektedir ve bu anlamda
caligmamizda CUPRAC ve FRAP testleri uygulanmistir.
bakildiginda

her iki test sisteminde de metanoliin en giigli aktiviteye

Caligilan ~ 6ziitlerin  indirgeme  giiglerine
sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 2). Bu durum oziitteki
fenoliklerin yiiksek seviyesi ile agiklanabilir. Fosfomolibdat
testi asidik ortamda antioksidan bilesikleri Mo®" yi Mo*"ya
indirgemesine ve bu durumun 695 nmde izlenmesine dayanir.
FRAP ve CUPRAC testlerine benzer sekilde fosfomolibdat

testinde de metanol 6ziitii en giilii aktiviteyi sergilemistir.

Gegis metalleri lipid peroksidasyonunda bir katalizér olarak
gorev almakta ve dolasiyla bunlarin etkisiz hale getirilmesi
6nemli bir antioksidan mekanizma olarak kabul edilmektedir.
Bu baglamda C. pterocaula oziitlerinin metal selatlama
yetenekleri ferrozin test sistemi kullanilarak belirlenmigtir
(Tablo 2). Calisilan oziitlerden su oziitii en giigli metal
selatlama yetenegine sahiptir. Bununla birlikte metanol
oziitli en zayif selatlama aktivitesi sergilemistir. Bu durum
diger antioksidan test sistemleri ile farklilik gostermektedir.
Bu durum su 6ziitiinde fenolikler digindaki diger selatlayic
ajanlarin varlig ile agiklanabilir. Benzer sonuglar gesitli bitki
ozutleri icinde rapor edilmistir (43, 44). Literatiir taramasi
yapildiginda gesitli Centaurea tiirleri icin metal selatlama
ozelliginin rapor edildigi gorillmistiir (35, 45).
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Tablo 2. C. pterocaula oziitlerinin indirgeme giicli, metal
selatlama ve fosfomolibdenum aktiviteleri

Oziitler CUPRAC FRAP (mg- Metal Fosfomo-
(mgTE/g TE/g 6ziit)  Selatlama libdenum
Oziit) (mgEDTA- (mmolTE/g

E/g 6ziit) Oziit)

Etil 49.48+0.53b" 32.71+0.31c 17.88+0.81b  1.92+0.11a

asetat

Meta- 66.95+1.31a 51.03+0.86a 15.47+0.34c  2.11+0.12a

nol

Su 45.37+0.37c¢  43.12+1.12b 21.27+0.08a  0.74+0.03b

* Ug paralel dlgiimiin ortalamasitstandart sapma. EDTAE: EDTA
esdegeri; TE: trolox esdeger, ® Aymi siitundaki farkli harfe sahip
gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (ANOVA, Tukey
HSD, p<0.05).

Enzim inhibitor potansiyeli

Giiniimiizde bir¢ok faktore bagl olarak gesitli hastaliklar
kiiresel boyuta ulagmistir. Bunlarin basinda Alzheimer
hastalig1 ve diyabet gelmektedir. Bu hastaliklarin gériilme
orani son yillarda onemli artiglar gostermistir. Ornegin,
Amerikada her 67 saniyede bir kisi Alzheimer’a yakalanmakta
ve bu durumun 2050'de 33 saniyeye diigmesi beklenmektedir
(46). Ayrica, giniimiizde 366 milyon insan diabetten
etkilenirken bu sayinin 2050de 552 milyona yiikselmesi
beklenmektedir (47).
tedavisine yonelik yeni stratejilerin ortaya konulmasi bityitk

Bu baglamda bu hastaliklarin

onem arz etmektedir. Bu stratejiler arasinda en ¢ok kabul
goreni anahtar enzimlerin inhibisyonudur. Bu teoriye gore
hastaliklarin patolojisinde rol oynayan anahtar enzimler
inhibe edilerek hastaliktan kaynaklanacak semptomlarin
hafifletilmesi saglanir. Ornegin, asetilkolinesteraz sinaptik
boslukta asetil ve kolinin parcalanmasini katalize eder.
Alzheimer hastalarinda bu enzimin inhibe edilmesi ile
bilingsel fonksiyonlarin artirilmasi saglanir ve bu durum
kolinerjik hipotez olarak isimlendirilir (48). oa-Amilaz
ve a-glukozidaz enzimleri seker metabolizmasinin temel
enzimleri olup bunlarin faaliyeti sonucu kan glukoz seviyesi
yiikselmektedir. Bu anlamda, bu enzimlerin inhibe edilmesi
diyabette kan glukoz seviyesinin kontroliinde 6nemli bir
mekanizmadir (49). Yine tirozinaz enzimi melanin sentezinin
en 6nemli enzimidir ve bu enzimin inhibe edilmesi deri
hastaliklarinin kontroliinde temel yoldur (50). Bu baglamda
cok ¢esitli enzim inhibitorleri (kolinesteraz i¢in galantamin,
amilaz ve glukozidaz i¢in akarboz, tirozinaz i¢in kojik asit)
sentetik olarak dretilmistir. Bununla birlikte bu sentetik
inhibitorlerin sindirim sistemi bozukluklara yol a¢gmasi ve

hepatotoksik 6zellikleri bunlarin kullanimlarini kaygili hale
getirmistir (51-53). Bu noktadan hareketle bitkisel kaynakl
dogal inhibitorlere olan ilgi her gecen giin artmaktadir.

oziitlerinin

Caliymamizin  kapsaminda C. pterocaula

enzim  inhibisyon  kapasiteleri  spektrofotometrik
metotlarla aragtirilmig ve sonuclar Tablo 3’ de verilmistir.
Caligilan  oziitlerin - kolinesteraz  inhibisyon aktiviteleri

karsilastirildiginda, etil asetat ve metanol oOziitleri
asetilkolinesteraz {izerine benzer etkinlik sergilemistir.
Bununla birlikte yalnizca etil asetat 6ziitii butirilkolinesteraz
tizerine aktiftir. Tirozinaz inhibisyonuna bakildginda yine
etil asetat ve methanol oziitlerinde inhibisyon aktivitesi
gozlenirken su Oziitli tirozinaz iizerine etkili degildir.
Amilaz inhibisyonu bakimindan en giiglii 6ziit etil asetat
iken glukozidaz {izerine en etkin 6ziit metanoldiir. Genel
itibariyle su 6ziitii enzim inhibisyonlar1 bakimindan en zayif
ozt olarak tespit edilmistir. Centaurea tiyelerinin enzim
inhibisyonlari tizerine gesitli galismalar olmasina karsilik (35,

54, 55), C. pterocaula i¢in herhangi bir veri bulunmamaktadr.

Tablo 3. C. pterocaula ozitlerinin enzim inhibitor
potansiyelleri
Oziitler ~ AChE BChE Tirozinaz Amilaz Glukozidaz
Inhibisyonu  Inhibisyonu Inhibisyonu  Inhibisyonu Inhibisyo-
(mgGALA-  (mgGALA- (mgKAE/g  (mmo- nu (mmo-
E/g oziit) E/goziit)  oziit) IACAE/g  1ACAE/g
0ziit) 0ziit)
Etil 1.87+0.01a" 1.07+0.01  56.72+0.15a 1.13+0.01a  0.66%0.01b
asetat
Metanol 1.87+0.01a 35.45£0.08b  0.59+0.01b  0.92+0.01a
Su - - - 0.14+0.01c ~ 0.57%0.01c

Ug paralel &lgiimiin  ortalamasitstandart sapma. GALAE:
galatamin egdegeri; KAE: kojik asit esdeger; ACAE: akarboz
esdegeri; - aktivite yok. ®*¢ Ayni stitundaki farkli harfe sahip gruplar
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (ANOVA, Tukey HSD,

p<0.05).

Mutajenik/Antimutajenik 6zellikler

Tablo 4’ de goriildiigii tizere mutajenite deneyi sonucu elde
edilen tiim revertant koloni sayilari mutajenite limitlerine
ulasmad1. Diger bir ifade ile Centaurea oziitleri revertant
koloni sayilarini, normalin iki katina yakin ya da iki katindan
fazla bir sayiya ulastiracak bir etki gostermedi. Bu durumda
Centaurea oziitleri S9 varliginda ve yoklugunda yapilan
Ames testi sonuglarina goére TA98 ve TA100 suslar1 tizerinde
mutajenik bulunmadi (Tablo 4).
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Tablo 4. C. pterocaula oziitlerinin S9 varliginda ve yoklugunda S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar tizerindeki mutajenik

aktiviteleri
Konsantrasyon (ug/plak) His* revertant sayilar1 (revertant/plak)
TA 98 TA 100
S9 (-) S9 (+) S9 (-) S9 (+)
*Negatif kontrol 100 ul/plak 28+2a 35+6a 113+6a 120+6a
"Pozitif kontrol 513+81b 4560+164b 4642+132b 4876+175b
0 36+5a 4l+4a 154+10ac 165+8¢
Centaurea etil asetat 5000 35+3a 44+4a 156+1c 138+10a
1000 40+2a 38+5a 144+12a 153+13ac
500 38+3a 4143a 109+2a 143+16a
0 36+5a 41+4a 154+10ac 165+8c
Centaurea metanol 5000 28+9a 35+5a 123+38ac 142+11ac
1000 44+2ac 39+6a 132+21ac 137+16a
500 51+2c¢ 44+3a 171+36¢ 154+9ac
0 36+5a 41+4a 154+10ac 165+8¢
Contaurea su 5000 34+2a 39+5a 141+3a 145+23a
1000 49+5ad 45+4a 160+14ac 158+19ac
500 42+1ad 40%6a 118+20a 147+22ac

" Negatif kontrol: DMSO (100 wl/plak) S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 igin S9 varliginda ve yoklugunda negatif kontrol olarak

kullanildi.
" Pozitif kontroller:

2-Aminofloren (7.5 ug/plak) TA98 susu i¢in S9 varliginda pozitif indirek mutajen olarak kullanilds; 4-nitro-O-fenilendiamin (5 pg/plate)

TA98 susu i¢in S9 yoklugunda pozitif direk mutajen olarak kullanildi.

2-Aminoanthracene (5 ug/plate) TA100 susu i¢in S9 varliginda pozitif indirek mutajen olarak kullanildy; Sodium azid (5 pg/plate) TA100 susu

i¢in S9 yoklugunda pozitif direk mutajen olarak kullanildi.

e Ayni stitundaki farkli harfe sahip gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (ANOVA, Tukey HSD, p<0.05).

Antimutajenite agisindan degerlendirildiginde; Centaurea
su Oziitlerinin TA98 susu tizerinde S9 karigimi yoklugunda
4-NPDAYyakars1%401n {izerindeve % 82’lereulasan oranlarda
inhibisyon ortaya koydugu dolaysi ile giiglii antimutajenik
oldugu belirlendi (Tablo 5). Metanol 6ziitiiniin 5000 ve 1000
ug/plak dozlarinda %49 ve %44 inhisiyon oranlari ile giiclii
antimutajenik olmasina ragmen, etil asetat oztiiniiniin tim
konsantrasyonlarda orta dereceli antimutajenik oldugu (%28,
%26, %26) tespit edildi. S9 karisimi varliginda ise etil asetat
ve metanol oziitleri 2-AF’ye kars1 5000 pg/plak dozlarda gok
gliclii (sirast ile %92 ve %92) antimutajenik aktivite ortaya
koydu. Buna ragmen su 6ziitii sadece 5000 ug/plak dozunda
ortadereceli antimutajenik olarak belirlendi (%39 inhibisyon)
(Tablo 5). Su oOziitiiniin TA100 susu lizerinde S9 karigimi
yoklugunda SA’ya kars: siras1 ile %58, %58 ve %61 inhibisyon
oranlar1 ile giigli antimutajenik aktiviteye sahip oldugu
goruldi. Etil asetat oziitii SA'ya kars1 5000 pg/plak dozunda
S9 yoklugunda %46 inhibisyon orani ile gii¢lii antimutajenik

olarak belirlenmesine ragmen, ayni dozda metanol 6ziiti
%30 inhibisyon ile orta dereceli antimutajenite gosterdi.
S9 karigiminin ilavesi ile metanol ve etil asetat 6ziitlerinin
inhibisyon oranlarinin yiikseldigi goriildi. 2-AAya karsi bu
oranlar 5000 pg/plak dozunda etil asetat i¢in %91 ve metanol
i¢in %87 olarak tespit edildi. Ayn1 zamanda etil asetat oziitii
1000 pg/plak dozunda da % 68 inhibisyon oranina yiikselerek
glicli antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. Su
oziitlerinde ise hem TA98 hem de TA100 suslar1 iizerinde
S9 karisimu ilavesi, S9 yoklugunda elde edilen inhibisyon
oranlarini oldukga diigiirerek 2-AF ve 2-AAya karsi zayif
antimutajenik olarak degerlendirilmelerine sebep oldu.
Sonug olarak C. pterocaula 6ziitlerinin, baz ¢ifti degisimi ve
cerceve kaymasi mutasyonlarini tetikleyen mutajenlere kars:
onemli oranda inhibisyona yani antimutajenik aktiviteye
sahip olduklar1 Salmonella/mikrozom testi (Ames testi) ile

ortaya kondu.
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Tablo 5. C. pterocaula 6zitlerinin S9 varliginda ve yoklugunda S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 {izerinde, mutajen

maddelere kars: belirlenen revertant koloni sayilari ve inhibisyon oranlar:

Konsant- His* revertant sayilar1 (revertant/plak)
rasyon (ug/ TA 98 TA 100
plak) % inhi % inhi % inhi % inhi
(] - () - 0 - 0 -
$90) bisyon $9(+) bisyon $90) bisyon $9(+) bisyon
*Negatif
+ + + +
Kontrol 100 pl/plak 32+3a 45453 13549a 151+14a
Pozitif 530+17b 0 3100+171b 0 2022+48b 0 5244+148b 0
kontrol
Centaurea 0 29+2a 53+4a 163+12a 169+9a
etilasetat  599q 389+15¢ 28 305+9¢ 92 1160+25¢ 46 606+30c 91
1000 401+71bc 26 1962+205bc 37 1467+80c 30 1798+40d 68
500 400+50bc 26 3534+666¢ 0 1606+43c 22 3299+574bd 38
*Negatif
+ + + +
Fontrol 100 ul/plak 3243a 45453 13549a 151+14a
Pozitif 530+17b 0 3100+171b 0 2022+48b 0 5244+148b 0
kontrol
Centaurea 0 29+2a 53+4a 163+12a 169+9a
metanol 5000 284+31c 49 304+7¢ 92 1462+25¢ 30 805+6¢ 87
1000 311473¢ 44 2647+365b 15 1622479bc 22 4611+383b 12
>00 335+7c 39 3847+67b 0 1593+195bc 23 5245+197b 0
*Negatif
+ + + +
Kontrol 100 ul/plak 45+5a 45+5a 151+14a 151+14a
Pozitif 3100+171b 0 3100+171b 0 5244+148b 0 5244+148b 0
kontrol
0 53+4a 53+4a 169492 16949a
Centaurea 5000 590+24c 82 1901+398¢ 39 2281+60¢ 58 4913298b
su 1000 654+22c 80 3527+70b 2313+16¢ 58 5014+160b
500 611+82¢ 82 3396+666b 2153+117c¢ 61 4939+177b

" Negatif kontrol: DMSO (100 pl/plak) S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 igin S9 varliginda ve yoklugunda negatif kontrol olarak

kullanildi.

" Pozitif kontroller:

2-Aminofloren (7.5 pg/plak) TA98 susu i¢in S9 varhiginda pozitif indirek mutajen olarak kullanildy; 4-nitro-O-fenilendiamin (5 pg/plak)

TA98 susu i¢in S9 yoklugunda pozitif direk mutajen olarak kullanildi.

2-Aminoanthracene (5 pg/plak) TA100 susu i¢in S9 varliginda pozitif indirek mutajen olarak kullanildy; Sodium azid (5 pg/plak) TA100 susu

i¢in S9 yoklugunda pozitif direk mutajen olarak kullanild.

abed Ayni siitundaki farkl harfe sahip gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (ANOVA, Tukey HSD, p<0.05).

SONUGC

Giiniimiizde degisen hayat sartlar1 ve beslenme
aligkanliklarina bagli olarak kronik ve dejeneratif hastaliklara
yakalanma riski her gecen giin artis gostermektedir. Bu
noktadan hareketle, bu durumun minimize edilmesi bilim
diinyasinin ana konularindan biridir. Bu baglamda, bitkiler

ve onlarin sergiledikleri biyolojik aktiviteler, yeni ilag¢ ve

gida formiilasyonlarinin gelistirilmesinde oldukea yararli bir
havuz olarak gortilmektedir. Bu temelde gergeklestirdigimiz
calisgmamizin sonucunda, etil asetat ile metanol oziitii
etkin antioksidan, enzim inhibitér ve antimutajenik
etkiler sergilemistir. Giivenli ve etkin fonksiyonel ajanlarin
tespitinin 6nemli oldugu giiniimiizde, Centaurea pterocaula

dogal ajanlarin 6nemli bir kaynag olarak diisiiniilebilir.



240

Uysal ve ark.
Centaurea pterocaula 6ziitleri potansiyellerinin incelenmesi

Marmara Pharm J 20: 232-242, 2016

Screening for antioxidant and antimutagenic properties of
extracts from Centaurea pterocaula as well as their enzyme
inhibitory potentials

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the antioxidant
capacities, mutagenic/antimutagenic propeties and enzyme
inhibitory effects of three extracts (ethyl acetate, methanol and
water) of Centaurea pterocaula. The antioxidant properties were
investigated using in vitro antioxidant methods such as radical
scavenging (DPPH assay), reducing power (FRAP and CUPRAC
assays), phosphomolybdenum and metal chelating activity.
Enzyme inhibitory effects were tested aganist cholinesterase,
tyrosinase, amylase and glucosidase. Ames test was used to show
mutagenic/antimutagenic properties of these extracts. Methanol
extract had the strongest free radical scavenging (31.06 mgTE/g
extract) and reducing power abilities (66.95 mgTE/g extract

KAYNAKLAR

1.

Larsson SC, Virtamo J, Wolk A. Total and specific fruit and
vegetable consumption and risk of stroke: A prospective study.
Atherosclerosis 2013; 227: 147-52.

Malta LG, Tessaro EP, Eberlin M, Pastore GM, Liu RH.
Assessment of antioxidant and antiproliferative activities and
the identification of phenolic compounds of exotic Brazilian
fruits. Food Res Int 2013; 53: 417-25.

Ramos B, Miller FA, Brandao TRS, Teixeira P, Silva CLM. Fresh
fruits and vegetables-An overview on applied methodologies
to improve its quality and safety. Innov Food Sci Emerg 2013;
20: 1-15.

Spencer JPE, Mohsen MMA, Minihane AM, Mathers JC.
Biomarkers of the intake of dietary polyphenols: strengths,
limitations and application in nutrition research. Brit ] Nutr
2008; 99: 12-22.

Beecher GR. Overview of dietary flavonoids: nomenclature,
occurrence and intake. ] Nutr 2003; 133: 3248S-548S.

Cook NC, Samman S. Flavonoids - Chemistry, metabolism,
cardioprotective effects, and dietary sources. ] Nutr Biochem
1996; 7: 66-76.

Liu Q, Cai WS, Shao XG. Determination of seven polyphenols
in water by high performance liquid chromatography
combined with preconcentration. Talanta 2008; 77: 679-83.
Zengin G, Uysal A, Gunes E, Aktumsek A. Survey of
Phytochemical Composition and Biological Effects of Three
Extracts from a Wild Plant (Cotoneaster nummularia Fisch et
Mey.): A Potential Source for Functional Food Ingredients and
Drug Formulations. Plos One 2014; 9: 1-13.

Akin D, Durak Y, Uysal A, Gunes E, Aladag MO. Assessment
of Antimutagenic Action of Celtis glabrata Steven ex Planch.
(Cannabaceae) Extracts Against Base Pair Exchange and
Frame Shift Mutations on Salmonella typhimurium TA98 and
TA100 Strains by Ames Test. Drug Chem Toxicol 2016; 39:
312-21.

for CUPRAC and 51.03 mgTE/g extract for FRAP). Also,
ethyl acetate extract exhibited the strongest effect on the tested
enzymes (except for glucosidase). Total phenolic and flavonoid
contents were found to be 15.77-25.22 mg GAE/g extract and
0.67-31.44 mg RE/g extract, respectively. The mutagenicity was
not seen for all extracts tested, while it was determined that
some samples had significant antimutagenicity. In the condition
of presence of S9 mix, ethyl acetate and methanol extracts
revealed excellent antimutagenic activity (92% and 92%) at a
dose of 5000 pg/plate against 2-aminoflourene (2-AF) for TA98
strain. According to the results of the present study, C. pterocaula
can be considered as a potential source for developing new

nutraceuticals or pharmaceuticals.

Keywords:

Centaurea pterocaula, antioxidant, enzyme

inhibition, antimutagenic, natural agents.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Uysal A, Gunes E, Sarikurkcu C, Celik H, Durak Y, Uren
MC. New Prospective Materials for Chemoprevention: Three
Phlomis. Brit ] Pharm Res 2016; 10:1-13.

Baser KHC. Aromatic biodiversity among the flowering plant
taxa of Turkey. Pure Appl Chem 2002; 74: 527-45.

Clapman A, Tutin T, Warburg W. The flora of the British Isles.
Cambridge Uni-versity Press, Cambridge, UK. 1952.

Davis PH. Flora of Turkey and the east Aegean islands:
Edinburgh University Press. 1965.

Sezik E, Yesilada E, Honda G, Takaishi Y, Takeda Y, Tanaka T.
Traditional medicine in Turkey X. Folk medicine in Central
Anatolia. ] Ethnopharmacol 2001; 75: 95-115.

Grieve M. A Modern Herbal 2002. Available from: http://
botanical.com/botanical/mgmh/c/centau46.html.

Sarker SD, Savchenko T, Whiting P, Sik V, Dinan LN.
Moschamine,  cis-moschamine, = moschamindole and
moschamindolol: Four novel indole alkaloids from Centaurea
moschata. Nat Prod Lett 1997; 9: 189-99.

Reyhan A, Kiipeli E, Ergun E The biological activity of
Centaurea L. species. Gazi University ] Sci 2004; 17: 149-64.
Tekeli Y, Sezgin M, Aydmn §. Konyada Yetisen Centaurea
pterocaula Truatviin Fenolik Yapist ve Antioksidan Etkisi.
SDU Fen Edebiyat Fakiiltesi Fen Dergisi 2008; 35-41.
Slinkard K, Singleton VL. Total phenol analysis: automation
and comparison with manual methods. Am J Enol Vitic 1977;
28:49-55.

Berk S, Tepe B, Arslan S, Sarikurkcu C. Screening of the
antioxidant, antimicrobial and DNA damage protection
potentials of the aqueous extract of Asplenium ceterach DC.
Afr J Biotechnol 2011; 10: 8902-8.

Sarikurkcu C. Antioxidant activities of solvent extracts from
endemic Cyclamen mirabile Hildebr. tubers and leaves. Afr J
Biotechnol 2013; 10: 831-9.

Benzie IFE Strain JJ. The ferric reducing ability of plasma
(FRAP) as a measure of “antioxidant power”: The FRAP assay.



Marmara Pharm J 20: 232-242, 2016

Uysal ve ark.

o . L . 241
Centaurea pterocaula 6ziitleri potansiyellerinin incelenmesi

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Anal Biochem 1996; 239: 70-6.

Apak R, Guclu K, Ozyurek M, Karademir SE, Ercag E. The
cupric ion reducing antioxidant capacity and polyphenolic
content of some herbal teas. Int ] Food Sci Nutr 2006; 57: 292-
304.

Prieto P, Pineda M, Aguilar M. Spectrophotometric
quantitation of antioxidant capacity through the formation of
a phosphomolybdenum complex: specific application to the
determination of vitamin E. Anal Biochem 1999; 269: 337-41.
Dinis TCP, Madeira VMC, Almeida LM. Action of
Phenolic Derivatives (Acetaminophen, Salicylate, and
5-Aminosalicylate) as Inhibitors of Membrane Lipid-
Peroxidation and as Peroxyl Radical Scavengers. Arch
Biochem and Biophys 1994; 315: 161-9.

Ellman GL, Courtney KD, Andres V, Jr., Feather-Stone
RM. A new and rapid colorimetric determination of
acetylcholinesterase activity. Biochem Pharmacol 1961; 7: 88-
95.

Palanisamy UD, Ling LT, Manaharan T, Appleton D. Rapid
isolation of geraniin from Nephelium lappaceum rind waste
and its anti-hyperglycemic activity. Food Chem 2011; 127: 21-
7.

Orhan IE, Senol FS, Gulpinar AR, Sekeroglu N, Kartal M,
Sener B. Neuroprotective potential of some terebinth coffee
brands and the unprocessed fruits of Pistacia terebinthus L.
and their fatty and essential oil analyses. Food Chem 2012;
130: 882-8.

Dean BJ, Brooks TM, Hodsonwalker G, Hutson DH. Genetic
Toxicology Testing of 41 Industrial-Chemicals. Mutat Res
1985; 153: 57-77.

Maron DM, Ames BN. Revised Methods for the Salmonella
Mutagenicity Test. Mutat Res 1983; 113: 173-215.

Uysal A, Lazarova I, Zengin G, Gunes E, Aktumsek A,
Gevrenova R. New Perspectives on Asphodeline lutea from
Bulgaria and Turkey: Anti-mutagenic, Anti-microbial and
Anti-methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
Activity. Brit ] Pharm Res 2016; 10.

Negi PS, Jayaprakasha GK, Jena BS. Antioxidant and
antimutagenic activities of pomegranate peel extracts. Food
Chem 2003; 80: 393-7.

Samec D, Valek-Zulj L, Martinez S, Gruz J, Piljac A, Piljac-
Zegarac ]. Phenolic acids significantly contribute to
antioxidant potency of Gynostemma pentaphyllum aqueous
and methanol extracts. Ind Crop Prod 2016; 84: 104-7.

Yasir M, Sultana B, Nigam PS, Owusu-Apenten R. Antioxidant
and genoprotective activity of selected cucurbitaceae seed
extracts and LC-ESIMS/MS identification of phenolic
components. Food Chem 2016; 199: 307-13.

Aktumsek A, Zengin G, Guler GO, Cakmak YS, Duran A.
Antioxidant potentials and anticholinesterase activities of
methanolic and aqueous extracts of three endemic Centaurea
L. species. Food Chem Toxicol 2013; 55: 290-6.

Zengin G, Cakmak YS, Guler GO, Aktumsek A. In vitro
antioxidant capacities and fatty acid compositions of three
Centaurea species collected from Central Anatolia region of
Turkey. Food Chem Toxicol 2010; 48: 2638-41.

Zengin G, Guler GO, Cakmak YS, Aktumsek A. Antioxidant
capacity and fatty acid profile of Centaurea kotschyi (Boiss.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

& Heldr.) Hayek var. persica (Boiss.) Wagenitz from Turkey.
Grasas Y Aceites 2011; 62: 90-5.

Akkari H, Hajaji S, Bchir E, Rekik M, Gharbi M. Correlation
of polyphenolic content with radical-scavenging capacity and
anthelmintic effects of Rubus ulmifolius (Rosaceae) against
Haemonchus contortus. Vet Parasitol 2016; 221: 46-53.
Kolniak-Ostek J. Chemical composition and antioxidant
capacity of different anatomical parts of pear (Pyrus communis
L.). Food Chem 2016; 203: 491-7.

Tekeli Y, Sezgin M, Aktumsek A. Antioxidant property of
Centaurea solstitialis L. from Konya, Turkey. Asian ] Chem
2008; 20: 4831-5.

Tepe B, Sokmen M, Akpulat HA, Yumrutas O, Sokmen A.
Screening of antioxidative properties of the methanolic
extracts of Pelargonium endlicherianum Fenzl., Verbascum
wiedemannianum Fisch. & Mey., Sideritis libanotica Labill.
subsp. linearis (Bentham) Borm., Centaurea mucronifera DC.
and Hieracium cappadocicum Freyn from Turkish flora. Food
Chem 2006; 98: 9-13.

Zengin G, Aktumsek A, Guler GO, Cakmak YS, Kan Y.
Composition of essential oil and antioxidant capacity of
Centaurea drabifolia Sm. subsp detonsa (Bornm.) Wagenitz,
endemic to Turkey. Nat Prod Res 2012; 26: 1-10.

Marathe SA, Rajalakshmi V, Jamdar SN, Sharma A.
Comparative study on antioxidant activity of different varieties
of commonly consumed legumes in India. Food Chem Toxicol
20115 49: 2005-12.

Wang T, Jonsdottir R, Olafsdottir G. Total phenolic
compounds, radical scavenging and metal chelation of extracts
from Icelandic seaweeds. Food Chem 2009; 116: 240-8.
Aktumsek A, Zengin G, Guler GO, Cakmak YS, Duran A.
Screening for in vitro antioxidant properties and fatty acid
profiles of five Centaurea L. species from Turkey flora. Food
Chem Toxicol 2011; 49: 2914-20.

Alzheimer Association. 2014 Alzheimer’s disease facts and
figures. Alzheimer’s & Dementia 2014; 10: e47-e92. [Avaliable
at ; https://www.alz.org/downloads/facts_figures_2014.pdf;
Last access; 03.05.2016]

Whiting DR, Guariguata L, Weil C, Shaw J. IDF Diabetes
Atlas: Global estimates of the prevalence of diabetes for 2011
and 2030. Diabetes Res Clin Pr 2011; 94: 311-21.

Murray AP, Faraoni MB, Castro MJ, Alza NP, Cavallaro V.
Natural AChE Inhibitors from Plants and their Contribution
to Alzheimer’s Disease Therapy. Curr Neuropharmacol 2013;
11: 388-413.

Etxeberria U, de la Garza AL, Campion ], Martinez JA,
Milagro FI. Antidiabetic effects of natural plant extracts via
inhibition of carbohydrate hydrolysis enzymes with emphasis
on pancreatic alpha amylase. Expert Opin Ther Targets 2012;
16: 269-97.

Kim YJ, Uyama H. Tyrosinase inhibitors from natural and
synthetic sources: structure, inhibition mechanism and
perspective for the future. Cell Mol Life Sci 2005; 62: 1707-23.
Bhat M, Zinjarde SS, Bhargava SY, Kumar AR, Joshi BN.
Antidiabetic Indian Plants: A Good Source of Potent Amylase
Inhibitors. Evid-Based Complement Alternat Med 2011: 1-6.
Gulacti T, Kusman T. Lamiaceae Family Plants as a Potential
Anticholinesterase Source in the Treatment of Alzheimer’s



242

Uysal ve ark.
Centaurea pterocaula 6ziitleri potansiyellerinin incelenmesi

Marmara Pharm J 20: 232-242, 2016

53.

54.

Disease. Bezmialem Science. 2014; 1: 1-25.

Kamagaju L, Morandini R, Bizuru E, Nyetera P, Nduwayezu
JB, Stevigny C, et al. Tyrosinase modulation by five Rwandese
herbal medicines traditionally used for skin treatment. J
Ethnopharmacol 2013; 146: 824-34.

Ertas A, Goren AC, Boga M, Demirci S, Kolak U. Chemical
Composition of The Essential Oils of Three Centaurea Species

55.

Growing Wild in Anatolia and Their Anticholinesterase
Activities. ] Essent Oil Bear P1 2014; 17: 922-6.

Ozsoy N, Kultur§, Yilmaz-Ozden T, Celik BO, Can A, Melikoglu
G. Antioxidant, Anti-Inflammatory, Acetylcholinesterase
Inhibitory and Antimicrobial Activities of Turkish Endemic
Centaurea Antiochia Var-Praealta. ] Food Biochem 2015; 39:
771-6.



