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Abstract

The cosmetics sector is showing significant growth especially on skin aging. For this reason, it is known that
studies on natural products that prevent aging and pigmentation are popular research areas. Antioxidants protect
our skin from free radicals and help us prevent signs of aging and skin tone inequalities. High tyrosinase inhibition
has a whitening effect on the skin, while collagenase inhibition has an anti-sagging effect on the skin. Antioxidant
activity and tyrosinase/collagenase enzyme inhibition capacities support each other. This study aimed to determine
the tyrosinase and collagenase enzyme inhibition potentials of ethanol extracts of Consolida orientalis flowers,
whose antioxidant activity has been proven in the literature. In the study; kojic acid was used as the standard
substance for anti-tyrosinase activity, and quercetin was used as the standard substance for anti-collagenase
activity. According to the enzyme inhibitory capacity results measured with both analyses; anti-tyrosinase activity
was determined as 13.0% and anti-collagenase activity as 23.2%. These results have shown us that the flowers of
C. orientalis have the potential to inhibit tyrosinase and collagenase enzymes, although not at a high level. C.
orientalis deserves further study and can be considered as a new candidate for the development of plant-based
products for the management of hyperpigmentation and skin aging.
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Tiirkiye'den Consolida orientalis'in In Vitro Tirozinaz ve Kollajenaz
Inhibitor Potansiyeli

Ozet

Kozmetik sektorii ozellikle cilt yaslanmasi tizerine ciddi bir biiylime gostermekte. Bu nedenle yaslanma ve
pigmentasyonu dnleyen dogal kaynakli iriinler iizerine yapilan ¢aligmalarin popiiler arastirma alanlarindan oldugu
bilinmektedir. Antioksidanlar cildimizi serbest radikallerden koruyarak yaslilik belirtilerinin, cilt tonu
esitsizliklerinin 6niine gegmemizde fayda saglar. Yiiksek tirozinaz inhibisyonu ciltte beyazlatma etkisi, kollajenaz
inhibisyonu ise ciltte sarkma karsit1 etki gostermektedir. Antioksidan aktivite ve tirozinaz/kollajenaz enzim
inhibisyon kapasiteleri birbirini destekleyen etkiler gostermektedir. Bu ¢alisma ile; antioksidan etkinligi literatiirde
kanitlanmig olan Consolida orientalis ¢igeklerinin etanol ekstrelerinin tirozinaz ve kollajenaz enzim inhibisyon
potansiyellerini belirlemek amaglanmistir. Calismada; anti-tirozinaz aktivite i¢in standart madde olarak kojik asit,
anti-kollajenaz aktivite i¢in standart madde olarak ise kersetin kullanilmistir. Her iki analizle de 6l¢iilen enzim
inhibitor kapasite sonuglarina gore; anti-tirozinaz aktivite %13.0, anti-kollajenaz aktivite %23.2 seklinde
belirlenmistir. Bu sonuglar bize; C. orientalis bitkisine ait ¢igeklerin tirozinaz ve kollajenaz enzimini inhibe etme
potansiyellerinin yiiksek seviyede olmasa da varoldugunu gostermistir. C. orientalis daha fazla ¢alismay1 hak eden,
hiperpigmentasyon ve cilt yaslanmasi yonetimine yonelik bitki kaynakli iirtin gelistirilmesi i¢in yeni bir aday
olarak degerlendirilebilir.

Anahtar kelimeler: Kollajenaz, Consolida orientalis, Tirozinaz, Dogal kozmetikler

Giris

Consolida cinsi, Ranunculaceae familyasina ait, Bat1 Avrupa, Akdeniz ve Asya gibi diinyanin bir¢ok yerinde dogal
olarak yetisen yaklasik 52 tiirden olusan bir cinstir. Consolida cinsinin bir¢ok iiyesi, fenolikler ve alkaloitler gibi
onemli fitokimyasallar icerir (Abbas Ali Dehpour, 2016; Rocchetti et al., 2020). Tiirkiye floras1 Ranunculaceae
familyasindan Consolida cinsine ait tiirler bakimindan oldukc¢a zengindir. 14 i endemik olmak iizere 29 ayr1 tiiriin
bulundugu bilinmektedir (Ertugrul, Arslan, & Tugay, 2010; Liu et al., 2018). Consolida orientalis orta-uzun boylu,
yapiskan-tiiylii tek yillik bir bitki olup, 20-74 cm uzunlugunda basit veya dalli gévdeleri ve ¢ok sayida seritsi-kilig
yapraklari bulunmaktadir. Cigcekler mor renkte ve yogun salkim seklindedir. Kurutulmus ve taze kesme ¢icek
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bitkileri olarak kesme ¢icek ticaretinde ve kuru bitki tasarimlarinda sikga tercih edilir (Mansuroglu, Karaguzel, &
Ortacesme, 2009).

Consolida orientalis’in sahip oldugu biyolojik aktiviteden baslica flavonoidler olmak {izere, fenolik asitler, tirozol
tiirevleri, diterpen alkaloitler, lignanlar ve stilbenler sorumludur (Abbas Ali Dehpour, 2016; Rocchetti et al., 2020).
Daha 6nce yapilan in vivo ve in vitro galismalar; antiparaziter, antifungal, antiviral, antikanser, antioksidan ve
bdcek oldiiriicti etkiler de dahil olmak iizere bir dizi biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir (A.A.
Dehpour, Ebrahimzadeh, Roudgar, Nabavi, & Nabavi, 2011; Abbas Ali Dehpour, 2016; Nemati, Dehpouri, Eslami,
Mahdavi, & Mirzanejad, 2013).

Hastaliklarin meydana gelisi ve yaslanma siirecini etkileyen en 6nemli olaylardan birinin oksidatif stres oldugu ile
ilgili teoriler oldukca giicliidiir ve lizerinde calismalar devam etmektedir. Yasam siiresince oksidan ve antioksidan
sistemler arasinda denge durumunun bozulmasi oksidatif strese neden olur. Bu dengenin bozulmasi sonucunda da
oksidatif hasar meydana gelir ve yaslanmanimn ana mekanizmasi incelendiginde zamana bagli oksidatif hasar
birincil sebep olarak 6nemlidir. Organizmanin kendi mekanizmasinda iirettigi dogal antioksidanlar yas ile birlikte
azalir. Bu sebeple bitkisel kaynakli dogal antioksidanlarin disardan alimi sistemdeki dengenin diizenlenmesine
olanak saglar (flgiin, Y1ldirim, Karagiil, & Seker Karatoprak, 2024).

Bu sekilde enzimler ve enzim inhibitorleri 6zellikle tip, gida ve kozmetik endiistrisi, pestisit iiretimi ve tarim
endiistrisi olmak iizere bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Yan, Y. Jing, Zhixiang, & Suying, 2010). Tirozinaz enzimi,
monofenollerin oksidasyonunu katalize eden bakir igeren bir enzimdir ve ayn1 zamanda melanin biyosentezinde
rol oynar. Melanin pigmentini dogada bir¢ok canlida (hayvanlar, bitkiler, mantarlar, bakteriler) 6zellikle
hayvanlarda bulmak miimkiindiir (Bilgin Sékmen & Yilmazoglu, 2018). insanlarda melanin, hem serbest
radikalleri absorbe etmede hem de organizmay1 zararli UV 1sinlarindan korumada ¢ok 6nemli bir rol oynar (Zengin
etal., 2019). Kalitsal ve ¢evresel faktorlerin cilt rengi sorunlarinin baslica nedenleri arasinda oldugu bilinmektedir.
Bu dermatolojik olaylar arasinda melazma, solar melanosis, ephelides, senil lentigolar ve akne izleri yer almaktadir
(Trivedi, Yang, & Cho, 2017). Tirozinaz inhibitorleri cilt bakim sektoriinde, 6zellikle lekeli ciltler igin agici olarak
siklikla kullanilmaktadir. Sentetik tirozinaz inhibitorleri igeren cilt triinleri kizariklik, kasint1 ve gelecekte cilt
kanseri gibi olumsuz etkilere sahiptir (Pillaiyar, Manickam, & Namasivayam, 2017). Tirozinaz inhibitorleri gii¢lii
antioksidan aktiviteye sahiptir. Cilinkii yiiksek miktarda giines 15181 alan bitkiler kendilerini giinesin zararlt
1sinlarindan korumak igin oksijen radikallerini aktive eder. Bu nedenle bitkilerin kendilerini hasardan korumak
i¢in gii¢lii antioksidan etkilere sahip olmasi gerekir (Masuda, Yamashita, Takeda, & Yonemori, 2005). Sentetik
molekiillerle ilgili saglik endiseleri nedeniyle, hiperpigmentasyonun tedavisi igin yeni Dbilesiklerin
gelistirilmesinde dogal iirlinlere olan ilgi yeniden canlanmistir. Benzer biyolojik etkilere, enzim inaktivasyonuna
ve antioksidan aktiviteye sahip yeni fitokimyasal bilesiklerin kesfi arzu edilir (Zengin et al., 2019).

Kolajenazlar, organ gelisimi ve doku rejenerasyonunun fizyolojik siireclerinden sorumlu olan ve cilt
yaslanmasinda dogrudan rol oynayan, ekstraseliiler matris yeniden sekillenmesi ve bozulmasinda yer alan
proteolitik enzimlerdir. Kolajenazlar ayrica hiicre biiylimesini ve sag kalimini kontrol edebilen biiylime faktorleri
gibi bir¢cok matris ve matris dis1 proteinin bozulmasinda da yer alir (Freitas-Rodriguez, Folgueras, & Lopez-Otin,
2017; Silva et al., 2024). Cilt yaslanmasi, insan viicudunda kagmilmaz bir biyolojik siirectir ve yalnizca artan
yastan degil, ayn1 zamanda hem kronolojik hem de foto-yaslanmadan da kaynaklanir. Foto-yaslanma 6rnekleri
arasinda ultraviyole 1sinlarma, kirlilige veya nikotine maruz kalma yer alir. Bu yaslanma siirecinde epidermis
incelir ve kan damarlari azalir. Bu hasarin elastik liflerin, kolajen liflerinin ve hyaluronik asidin bozulmasi ve tist
dermal bag dokusunda oOnemli dejeneratif degisiklikler sonucu meydana geldigi bilinmektedir. Bunun
fibroblastlarda ve g¢esitli inflamatuar hiicrelerde tretilen elastaz, kolajenaz ve hyaluronidazin artan
ekspresyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Farage, Miller, Elsner, & Maibach, 2013; Lee, Cho, Park, &
Choi, 2001).

Son yillarda, bu bitkinin kozmetik ve farmasotik alanlarda potansiyel kullanimini degerlendirmek amaciyla
yapilan in vitro cahigmalar artmistir. Ozellikle tirozinaz ve kollajenaz enzim inhibitdr aktiviteleri, cilt
hiperpigmentasyonu ve yaslanma karsit1 tedavilerde onemli hedeflerdir. Calismamizin amaci, Tiirkiye'de yetisen
Consolida orientalis bitkisine ait ciceklerle hazirlanmis etanol ekstraktlarinin tirozinaz ve kollajenaz enzim
inhibisyon potansiyellerini belirlemektir.

Materyal ve Metod

Bitki Materyali

Calismada kullanilan Consolida orientalis bitkisi Haziran-Temmuz 2023 tarihleri arasinda Sivas Imaret Koyii
sinirlart igerisinde, 1400 m yiikseklikte, 39°41'40"K, 37°02"25"D koordinatlarindaki alandan toplanmustir.
Toplanan 6rneklerin taksonomik tanimlamasi Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Yavuz Biilent KOSE tarafindan yapilmistir. Toplanan bitkiye ait bir 6rnege herbaryum numaras1 ESSE:16195
verilerek etiketlenmis ve Anadolu Universitesi Eczacihik Fakiiltesi Herbaryumu’nda kayit altina alinarak
saklanmistir.
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Ekstraksiyon Hazirlanmast

Calismamizda Consolida orientalis’in ¢igek kisimlarindan hazirlanan bitki 6ziitleri kullanildi. Ornekler 6nce
musluk suyuyla, daha sonra olas1 kontaminasyonu 6nlemek i¢in saf suyla yikandi, daha sonra kurutma kagitlarinda
kurutuldu, 6giitiiciide 6giitilldii ve 100 gram alinarak tizerine 1000 ml etanol eklendi. 150 rpm'de bir ¢alkalayicida
oda sicakliginda 24 saat bekletildi. Ekstraksiyon isleminin sonunda 6ziit filtre kagidindan siiziildii ve daha sonra
¢oziicii 40 °C'de doner buharlastiricida uzaklastirildi. Elde edilen 6ziitler koyu renkli cam siseye konularak
deneysel islemlerde kullanilmak iizere -20 °C'de sakland1 (Mata et al., 2007).

Anti-tirozinaz Aktivite

C. orientalis etanol ekstresinin (20 pg/mL) in vitro anti-tirozinaz aktivitesi, Hearing ve Jimenez'in (Hearing &
Jiménez, 1987) tasarladig1 metoda gére gerceklestirilmistir. ilk olarak, bilesiklerin difenolaz fonksiyonunu inhibe
etme yetenegi degerlendirilmistir ve substrat olarak L-DOPA kullanilmistir. Mantar kaynakl tirozinaz (E.C.
1.14.18.1) (30 U, 28 nM) Na-fosfat tamponunda (pH = 6.8, 50 nM) ¢oziilmiis ve bilesikler ¢ozeltinin igine
eklenerek oda sicakliginda on dakika boyunca 6n inkiibasyona birakilmistir. Enzimatik reaksiyonu baslatmak igin,
karigima 0.5 mM L-DOPA eklenmistir ve 37 °C'de 475 nm'de absorbans degisimi 6l¢iilmiistiir. Pozitif kontrol
olarak kojik asit kullanilmistir (Sahin et al., 2023).

Anti-kolajenaz Aktivite

C. orientalis etanol ekstresi (20 pg/mL) baslangicta etanol ile ¢oziildii. Enzim inhibisyon deneyi, “Kollajenaz
Aktivite Deney Kiti (Kolorimetrik, Abcam 196999)” fireticinin talimatlarina uygun olarak gergeklestirilmistir.
Maddelerin enzim inhibisyonu kinetik modda 37°C’de ¢ok modlu mikroplaka okuyucu (SpectraMax i3) ile 345
nm’de Olciilmiistiir. Ekstrenin enzim inhibisyonu, kitte bulunan standartlarla karsilastirilarak hesaplanmaistir.
Numuneler i¢in ortalama deger olarak % inhibisyon degeri hesaplanmustir. Calismalar ii¢ tekrarli olarak yapilmistir
(Sahin et al., 2023).

Bulgular ve Tartisma

Anti-tirozinaz ve Anti-kollajenaz Aktivite

C. orientalis etanol ekstraktlarmin tirozinaz ve kolajenaz enzim inhibisyon kapasiteleri arastirildi. Elde edilen
sonuglara gore, C. orientalis etanol ekstrakti tirozinaz enziminde %13, kolajenaz enziminde ise %23,2 oraninda
inhibisyon gosterdi. Kojik asit ve kersetin sirasiyla anti-tirozinaz aktivitesi ve anti-kolajenaz aktivitesi i¢in pozitif
standartlar olarak kullanildi. Tablo 1’de C. orientalis etanol ekstresinin anti-tirozinaz ve anti-kollajenaz aktivitesi
sonuglar1 yer almaktadir.

Tablo 1. C. orientalis etanol ekstresinin anti-tirozinaz ve anti-kollajenaz aktivitesi.

C. orientalis etanol ekstresi Pozitif kontrol
% inhibisyon
Anti-tirozinaz aktivite 13,0 98,9 (Kojik asit)
Anti-kollajenaz aktivite 23,2 91,4 (Kersetin)

C. orientalis etanol ekstresinin anti-tirozinaz aktivitesi incelendiginde; diisiik-orta seviyede tirozinaz enzimini
inhibe ettigi sonucuna varilmistir. C. orientalis etanol ekstresinin anti-kollajenaz aktivitesi, mevcut ¢alismada ilk
kez arastirilmistir. Sonuglar incelendiginde ekstrenin diisiik-orta seviyede kollajenaz enzimini inhibe ettigi
goriilmektedir.

Cilt yaslanmas1 kagimnilmaz siireci nedeniyle hepimizin en ¢ok endise duydugu konulardan biridir. Giinlik
yasamda, cildin giinese maruz kalmasi, fotoyaslanma ad1 verilen erken cilt yaglanmasi goriiniimiinii hizlandiran
en onemli faktor olarak kabul edilir. Fotoyaglanma, hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS) sentezinin dissal
mekanizmasini tetikleyebilir ve ROS'un asir1 iiretimi, DNA'ya zararl olan lipid peroksidasyonuna, ardindan hiicre
hasarina ve hiicre 6liimiine neden olabilir (Jiratchayamaethasakul et al., 2020). Normalde viicutta bir denge vardir:
ROS iiretimi ile antioksidan savunma sistemi arasinda. Bu denge bozuldugunda oksidatif stres ortaya cikar.
Bitkilerden elde edilen dogal antioksidanlar bu dengeyi yeniden kurmaya yardimci olabilir. Consolida orientalis
cicek ekstrelerinin antioksidan aktivite agisindan DPPH ve ABTS radikal temizleme testleri incelenmis. Tiim
ekstrelerin temizleme aktivitesi gosterdigi boylelikle bitkinin antioksidan aktivitesinin oldugu sonucuna varilmistir
(Sonmez Giirer, Karadag, Baydar, & Demirel, 2024).

2019 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada, Consolida orientalis'in metanol, etil asetat ve su ekstraktlarinin
tirozinaz inhibitor aktiviteleri degerlendirilmistir. Sonuglar, metanolik ekstraktin yiiksek fenolik ve flavonoid
icerikleriyle onemli derecede tirozinaz inhibitor aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Bu etkinlik, epidermal
hiperpigmentasyonun yonetiminde potansiyel bir tedavi segenegi sunmaktadir (Zengin et al., 2019).

Consolida orientalis'in kollajenaz inhibitor aktivitesi iizerine dogrudan bir ¢alisma bulunmamakla birlikte, benzer
bitkiler {izerinde yapilan arastirmalar, bu tiir aktivitelerin varligim gostermektedir. Ornegin, 2020 yilinda yapilan
bir calismada, cesitli halofit bitkilerin elastaz, kollajenaz, hiyaluronidaz ve tirozinaz inhibitér aktiviteleri
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incelenmistir. Bu tiir enzim inhibitor aktiviteleri, yaslanma karsiti ve cilt bakim iirlinlerinin gelistirilmesinde
o6nemli hedeflerdir (Jiratchayamaethasakul et al., 2020).

Tartisma ve Sonug¢

Consolida orientalis bitkisi, 6zellikle metanolik ekstraktlariyla tirozinaz inhibitor aktivite gostererek epidermal
hiperpigmentasyonun yonetiminde potansiyel bir kaynak olarak degerlendirilebilir. Kollajenaz inhibitor
aktiviteleri lizerine daha fazla arastirma yapilmasi, bu bitkinin yaslanma karsiti ve cilt bakim firiinlerinde
kullanimmi daha da destekleyecektir. Bu baglamda, Consolida orientalis'in kozmetik ve farmasétik alanlarda
kullanim potansiyelini degerlendiren daha kapsamli in vitro ve in vivo ¢alismalar 6nerilmektedir.

Kozmetik sektorii 6zellikle cilt yaslanmasinda 6nemli biiyiime gostermektedir. Bu nedenle yaglanmayi ve
pigmentasyonu Onleyen dogal iiriinlerle ilgili calismalarin popiiler arastirma alanlari oldugu bilinmektedir.
Calismamizda; ciltte melanin pigmentinin farklilasmasiyla olusan dermatolojik hastaliklarda, ndorolojik
hastaliklarda ve anti-tirozinaz aktivite testi ile gida/kozmetik sektoriinde kullanilip kullanilamayacagmin
tanimlanmasi; anti-kollajenaz aktivite testi ile kirigiklik ve cilt yaslanmasi karsiti hazirlanan topikal
formiilasyonlarin igeriginde kullamilip kullanilamayacaginin belirlenmesi hedeflenmistir. Sonuglara gore
Consolida orientalis'in disiik-orta seviyede anti-kollajenaz ve anti-tirozinaz aktivitesine sahip oldugu
bulunmustur. C. orientalis'in, hiperpigmentasyon ve cilt yaslanmasmin yonetimi igin bitki kaynakli iiriinlerin
gelistirilmesinde aday olarak kabul edilebilir ve bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmas1 gerekir. Bildigimiz
kadartyla bu ¢calisma, C. orientalis'in anti-kolajenaz inhibitor etkilerini arastiran Tiirkiye'den ilk rapor olarak kabul
edilebilir.

Bu sonuglar bize; C. orientalis bitkisine ait ciceklerin tirozinaz ve kollajenaz enzimini inhibe etme
potansiyellerinin yiiksek seviyede olmasa da varoldugunu gostermistir. C. orientalis daha fazla calismayi1 hak eden,
hiperpigmentasyon ve cilt yaslanmasi yonetimine yonelik bitki kaynakli iiriin gelistirilmesi i¢in yeni bir aday
olarak degerlendirilebilir.
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