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Bitkilerin ve bitkilerden elde edilen bilesiklerin ila¢ olarak kullanimi uzun zamanlardan beri
bilinmektedir. Bu bilesikler diyabetten g¢esitli kanser tiplerinin tedavisine kadar birgok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Giinlimiizde klinik olarak etkili ilaglarin ¢ogu, tip tarihinin bitkisel kaynakli
atalarindan gelismistir. Bu caligmanin amaci, Ankara yoresinden toplanan Centaurea virgata Lam.,
Cichorium intybus L., Euporbia macroclada Boiss., Melilotus officinalis (L.) Pall. ve Zygophyllum
fabago L. bitki tiirlerinin farkl kisimlarindan elde edilen metanol 6ziitlerinin antioksidan, antimikrobiyal,
antikanser aktivitelerinin yanisira, toplam fenolik bilesik ve flavonoid igeriklerini belirlemektir. Tiirlerin
toplam fenolik ve flavonoid madde miktari tayinleri Folin-Ciocalteu ve Aluminyum Kloriir Kolorimetrik
metoduyla yapilmistir. Antimikrobiyal aktivite tayini ise Disk Difiizyon yontemi ile 5 farkli
mikroorganizma (Staphylococcus aureus ATCC-25923, Bacillus subtilis ATCC-6633, Escherichia coli
ATCC-25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Candida albicans ATCC-10231) kullanilarak
yapilmistir. Daha sonra, bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen metanol 6ziitlerinin etkisi antioksidan
savunma sisteminde yer alan katalaz (KAT), glutatyon-S-transferaz (GST), slperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve lipit peroksidasyon iizerinde incelenmistir. Ayrica bitki 6ziitleri, HL-60 ve
MCF-7 meme kanser hiicre hatlarmma XTT testi uygulanarak hiicre canliliklarina etkileri belirlenmistir.
Toplam fenolik bilesik igerigi bakimindan E. macroclada’nin yaprak ve ¢iceginden elde edilen metanol
Oztleri 573.10 ve 143.64 mg GAE/L degerleri ile diger bitki 6rneklerine gore en zengin bitki oldugu
goriilmistiir. E. macroclada ve Z. fabago yapragindan elde edilen 6ziitlerin sirasiyla 450.70 ve 181.47 mg
QE/L degerleri ile flavonoid igerigi bakimindan en zengin bitki olduklar1 gosterilmistir. Disk Difiizyon
yonteminden elde edilen sonuglara gore, C. virgata ¢igeginden hazirlanan metanol 6ziitii tiim bakteri
suslarimin liremesini yliksek diizeyde inhibe etmistir. Ayrica, S. aureus Uremesi tum bitki 6zltleri
tarafindan inhibe edilmistir. Ancak, C. albicans susuna karsi hicbir bitki Oziitii etkili olamamus,
inhibisyon zonu gozlenmemistir. Tez ¢alismasinda, Z. fabago meyvesinden ve C. intybus ¢igeginden elde
edilen Oziitler anlamli bir sekilde GST enziminin aktivitesini inhibe etmistir. Ayrica, C. intybus
ciceginden elde edilen metanol Oziitiiniin diger bitki Oziitlerine gore, GPx enziminin inhibisiyonu
tizerinde daha etkli oldugu gbzlenmistir. Ayrica, E. macroclada yapragi metanol 6ziitiiniin iyi derecede
KAT enzimini inhibe ettigi goriilmiistiir. SOD enzim ¢aligmasinda E. macroclada ¢igeginden hazirlanan
Oziit diger bitki orneklerine gore SOD enziminin aktivitesini inhibe etmistir. C. virgata ve M. officinalis
¢iceginden hazirlanan metanol oziitler ise KAT ve SOD enzimleri iizerinde higbir inhibisiyon etki
gostermemistir. Daha sonra bitki ézitlerinin, HL-60 16semi hiicre modeli ve MCF-7 meme kanser hiicre
hatlarima XTT y6ntemi uygulanarak hiicre canliliklarina olan etkileri incelenmistir. Elde edilen sonugclar,
C. intybus’un ¢igeginden ve E. macroclada’nin yapragindan hazirlanan metanollu ozitlerin HL-60
hicrelerin blytimesini %69 ve %65 oraninda azalttigim gostermistir. 1Csy degerleri ise 0.002 ve 0.027
pg/mL olarak belirlenmistir. Ancak, elde edilen bitki 6ztlerin hig birisi MCF-7 hiicre buylmesi Uzerinde
olan sitotoksisite etkisi gorinmemistir.

Temmuz 2014, 117 sayfa

Anahtar Kelimeler : Antioksidan savunma, ksenobiyotik detoksifikasyonu, lésemi, meme kanseri,
antimikrobiyal aktivite, tibbi bitkiler
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EVALUATION OF ANTIOXIDANT AND ANTICANCER ACTIVITIES OF THE MEDICINAL
PLANTS COLLECTED FROM ANKARA PROVINCE
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Supervisor: Prof. Dr. Ozlem YILDIRIM

Plants and most of the plant derived compounds have long been known for their potential pharmaceutical
effects. They play an important role on the treatment of several diseases from diabetes to various types of
cancers. Recently, most of the clinically effective pharmaceuticals are developed from plant derived
ancestors in the history of medicine. The aim of this study is to investigate the antioxidant, antimicrobial,
anticancer activities and total phenolic and flavonoid contents of methanol extracts from different parts of
Centaurea virgata Lam., Cichorium intybus L., Euporbia macroclada Boiss., Melilotus officinalis (L.)
Pall. and Zygophyllum fabago L. herb types which were collected from Ankara province. Total phenolic
and flavonoid contents of the plant samples were assayed by Folin-Ciocalteu and Aluminum Chloride
Colorimetric methods. The antimicrobial activity was determined by the Disc Diffusion method against
five microbial species (Staphylococcus aureus ATCC-25923, Bacillus subtilis ATCC-6633, Escherichia
coli ATCC-25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Candida albicans ATCC-10231). There
after, the methanol extracts prepared from different parts of these herbs were evaluated for their potential
medicinal value in terms of biological targets which are participating in antioxidant defense such as
catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GPx) and lipid peroxidation. Also, the methanolic plant extracts were applied on HL-60 and MCF-7
breast cancer cell strands by means of XTT test to determine their effects on the cell vitalities. The results
indicated that the highest total phenolic contents of leaf and flower extracts were from E. macroclada
with 573.10 and 143.64 mg GAE/L, respectively. The highest flavonoid contents were detected from the
leaves of E. macroclada and Z. fabago with 450.70 and 181.47 mg QE/L, respectively. According to the
results of the disc diffusion method, the flower extract of C. virgata was showed highly effective against
all of the bacteria strains. Also, S. aureus was inhibited by all of the plant extracts while none of the
samples didn’t show any inhibition activity against C. albicans. The evaluation of extracts against
biological targets revealed that the fruit extract of Z. fabago and the flowers of C. intybus show the
inhibition against GST. The best inhibitor for GPx was determined as the flower extract of C. intybus. For
CAT, the highest inhibition was observed with E. macroclada leaf extract. Among the extracts analyzed
the only but slight SOD inhibition was determined with flower part E. macroclada. The extracts from C.
virgata and M. officinalis did not show any CAT and SOD enzyme inhibitory activities. Then the plant
extracts were applied on HL-60 leukemia and MCF-7 breast cancer cell lines by means of XTT assay to
determine their effects on the cells vitalities. According to the results, the methanolic extracts of C.
intybus flowers and E. macroclada leaves inhibited the growth of HL-60 cell line by 69% and 65% with
ICs, values of 0.002 and 0.027 pg/mL, respectively. The results which obtained from XTT assay also
showed that none of the plant extracts didn’t show any cytotoxicity effects on the MCF-7 cell line.

July 2014, 117 pages

Key Words : Antioxidant defense, xenobiotic detoxification, leukemia, breast cancer, antimicrobial
activity, medicinal plants
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1. GIRIS

Bitkiler sahip olduklar1 kompleks kimyasal yapilardan dolayi1 yiiz yillardir insanlar
tarafindan geleneksel tedavinin temelini olusturmaktadir. Yer yizinde 750.000 ile
1.000.000 arasinda bitki tiiriiniin oldugu tahmin edilmektedir (Baytop 1999). Bu

rakamin yaklasik %1-10’u insanlar tarafindan besin ve tibbi amagta kullanilmaktadir.

Bitkilerin tibbi kullanimlar1 hakkinda ilk yazili kayitlar Stimerler ve Akadlar tarafindan
2600 (M.O) yilinda yapilmistir (Samuelsson 1999). 500 (M.O) yilinda yazilan ve 700
Un tizerinde ilacin belgelendigi “Ebers Papiriis”, Misir’da bulunan en iyi ilag¢ kaydidir.
Cin’de M.O 1100 yilindan yazilan “Materia Medica”da 600’den fazla tibbi bitkinin ismi
kayit altina alinmistir (Cragg vd. 1997). Yunanllar da bitkisel ilaglarin gelisiminde
onemli katkida bulunmuslardir. Yunanli hekim Dioscorides "De Materia Medica" adli

eserinde 600’den fazla tibbi bitkiden bahsetmistir (Shoeb 2006).

Diinya Saglk Orgiiti (WHO), diinya niifusunun yaklasik %80’nin, tedavinin ilk
basamaginda geleneksel tiptan yardim aldigini tahmin etmektedir (Shoeb 2006).
Gilinliimiizde modern ilaclarin yaklasik %50°den fazlasinin dogal {iriin kdkenli olmasi,
bu durumun ne kadar etkin bir sekilde devam ettigini gostermektedir. Tiirkiye’nin ii¢
tarafinin denizlerle ¢evrili olmasi farkli 6zellikte iklim tiplerinin olugsmasina sebep
olmaktadir. Bu farkli iklim, zengin bir bitki florasinin olusumuna neden olmaktadir.
Bugiin, Tirkiye florasinda yaklasik 10.500’lin {lizerinde bitki tiirii bulunmaktadir. Bu
rakamin %30’unu endemik tiirler olusturmaktadir (Giliner vd. 2000). Bu bitkilerin
yaklasik 1000 tiirii ilag ve baharat olarak kullanilmaktadir, bununla birlikte bir ¢ogunun
tibbi Ozellikleri kesfedilmemistir. Tiirkiye’de tibbi bitkiler, ¢ogunlukla; Asteraceae,
Fabaceae, Resedaceae, Lamiaceae, Apiaceae, Zygophyllaceae, Brassicaceae, Rosaceae

ve Euphorbiaceae ailelerinde yer almaktadir (Cakilcioglu ve Tiirkoglu 2010).

Yukarida kisaca basettigimiz bilgilerden faydalanarak, bu tez kapsaminda Centaurea
virgata’nin gigegi (Asteraceae), Cichorium intybus’un ¢igegi (Asteraceae), Melilotus

officinalis’in ¢icegi (Fabaceae), Zygophyllum fabago’nun yapragi ve meyvesi



(Zygophllaceae) ve Euphorbia macroclada’nin ¢igegi ve yapraginin (Euphorbiaceae)

antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser 6zellikleri incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Tez Cahsma Kapsaminda Incelenen Bitki Orneklerinin Sistematik ve Biyolojik
Ozellikleri

2.1.1 Centaurea virgata Lam.

Centaurea virgata Lam., Asteraceae familyasina ve Centaurea cinsine ait olan ve ¢ok
yillik bir bitki tliriidiir (Sekil 2.1). Halk arasinda peygamber ¢igegi olarak taninan C.
virgata, genel olarak Bulgaristan, Liibnan, Transkafkasya, Kuzey Irak, Afganistan ve
Tiirkistan’da dagilim gostermektedir. Tiirkiye’de ise I¢ Anadolu, Kuzey Bat1 Anadolu
ve Dogu Anadolu’da bulunmaktadir (EK 1) (www.turkherb.ibu.edu.tr). Centaurea
cinsinde yer alan bazi bitki tiirleri halk arasinda Peygamber c¢icegi, Zerdali dikeni,
Coban kaldiran, Aci siipiirge ve Timur dikeni gibi isimler ile taninmaktadir (Arif vd.

2006, Cakilcioglu ve Tiirkoglu 2010).

UGA0024100

Sekil 2.1 Centaurea virgata Lam. (http://www.ozgurdoga.net)

Asteraceae ailesinde bulunan bitkilerin bir ¢ogu tibbi ve biyolojik aktiviteye sahiptir.
Centaurea cinsinde yer alan bir¢ok bitki tiiriniin yillardan beri geleneksel tipta ¢esitli
rahatsizliklarin tedavisinde kullanimi belgelenmistir (Khammar ve Djeddi 2012). Bu

cinste yer alan bir ¢ok bitki tiiri halk arasinda antidiyabetik, antidiyaretik,


http://www.turkherb.ibu.edu.tr/
http://www.ozgurdoga.net/

antiromatizmal, antienflamatuvar, diuretik, adet sokturucu, hipotensif, sitotoksik ve
antibakteriyal olarak kullanilmaktadir (Arif vd. 2006).

Bat1 ve Giiney Bat1 Anadolu’da yayilis gosteren C. cyanus turnin kuru cicekleri halk

arasinda ishal kesici, kuvvet wverici, istah agic1 ve gogiis yumusatict olarak

kullanilmaktadir (Arif vd. 2006).

Dogu Anadolu’da yetisen C. behen, Akbehmen ve Zerdali dikeni olarak bilinmekte ve
cicekleri mide rahatsizliklarinda ve adet sokturticu olarak kullanilmaktadir. Kuzey Bati
Anadolu’da yetisen ve ¢oban kaldiran adiyla bilinen C. calcitrapa’nin ates diisiiriicii
etkisi ispatlanmistir (Baytop 1999).

Cin’de C. uniflora geleneksel tipta; atesi diisirmede ve zehirlenmelerde
kullanilmaktadir. Ayrica, bitkinin etilasetathi 6ziitiinin membran lipid peroksidasyonunu

engelledigi belirlenmis ve antiaterosklerotik etkileri gosterilmistir (Wei vd. 1997).

Macaristan’in, Jakabszallas bolgesinde C. sadleriana’nin toprak {istii kisimlari
hayvanlarda (6zellikle koyunlarda) yara iyilesme tedavilerinde kullanilmaktadir (Csupor
vd. 2010).

Tez kapsaminda incelenen C. virgata geleneksel tipta antialerjik ve yara iyilestirici

olarak kullanilmaktadir (Yesilada 2002, Cakilcioglu ve Tiirkoglu 2010).

2.1.2 Cichorium intybus L.

Cichorium intybus L., Asteraceae ailesine ve Cichorium cinsinde yer alan ¢ok yillik bir
bitki tiirtidiir (Sekil 2.2). Halk arasinda; Tiirkiye’de Beyaz Hindiba, Avrupa’da Chicory,
[ran ve Hindistan’da Kasni adiyla tanminmaktadir. C. intybus, genellikle Avrupa, Bati
Asya ve Kuzey Afrika’da dagilim gostermektedir. Turkiye’de ise yaklasik olarak hemen
her bélgede bulunmaktadir (EK 2) (www.turkherb.ibu.edu.tr).


http://www.turkherb.ibu.edu.tr/

Sekil 2.2 Cichorium intybus L. (www:.sifaliotlar.org)

C. intybus, tibbi arastirmalarda ve halk arasinda gesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bitkinin koku; antihepatotoksik, antitilserojenik, antienflamatuvar,
istah agict ve ates diisiiriicii gibi etkiye sahiptir (Nandagopal ve Kumari 2007).
C. intybus ayrica bas agrisi, hepatomegali, iltihaplanma, istahsizlik, hazimsizlik, gut, cilt
alerjisi, astim, kolik, sarilik ve farenjit gibi hastaliklarin tedavisinde veya bu
hastaliklarin 6nlenmesinde kullanmaktadir (Rastogi ve Mehrotra 1994). Yapilan
aragtirmalara gore bu bitkinin ilerki yillarda AIDS, kanser ve diyabet gibi insan hayatini
tehdit eden hastaliklarin tedavisinde kullanilabileceginden s6z edilmektedir (Angelina
vd. 1999, Hazra vd. 2002). Ayrica, bitkinin yumrulu kokleri indlin, seskiterpen
laktonlari, kumarinler, flavonoidler ve cesitli vitaminleri i¢ermektedir (Varotto vd.
2000).

2.1.3 Euphorbia macroclada Boiss.

Halk arasinda Siitlegen olarak taninan Euphorbia macroclada, Euphorbiaceae ailesinde
ve Euphorbia cinsinde yer alan ve ¢ok yillik bir bitki tiirtidiir (Sekil 2.3). Diinya’da
genel olarak; Bat1 Suriye, Suriye ¢olii, Kuzey Irak, Kuzey Bati, Bat1 ve Orta Iran ile
Ermenistan’da yayilis gostermektedir. Tiirkiye’de ise I¢ ve Giiney Anadolu’da

bulunmaktadir (EK 3) (www.turkherb.ibu.edu.tr).
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Sekil 2.3 Euphorbia macroclada Boiss. (www.sifaliotlar.org)

Diinya ¢apinda, Euphorbia cinsinde yer alan bir ¢ok bitki tiiriiniin geleneksel tipta; cilt
hastaliklarinin tedavisinde, yaralarda, migrende, kurt diisiiriicii amagla ve sigillerin
tedavisinde kullanilmaktadir. Tiirkiye’de ise bazi Euphorbia tiirleri farkli bolgelerde cilt
hastaliklarinin tedavisinde ve yara iyilestirici olarak kullanilmaktadir (Singla ve Pathak

1990, Ozbilgin ve Saltan ¢itoglu 2012).

Tiirkiye’de E. macroclada’nin lateksi genel olarak antimalarya, antihemoroidal, sigil
tedavisinde, yara iyilestirmesinde, yilan ve akrep sokmasinda, dis agrisinda, egzema
tedavisinde ve mantar enfeksiyon tedavisinde kullanilmaktadir (Oral 2007, Yesil 2007,
Altundag vd. 2011).

Geleneksel tipta, Euphorbia cinsinde yer alan tiirlerin kokleri, tohumlari, lateksi,
govdenin odun ve kabuklari, yapraklari1 ve bazen de bitkinin tamami kullanilmaktadir.
Euphorbia tiirlerinin tedavi edici 6zellikleri onlarin gesitli ikincil metabolitlere sahip
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Jatrofonlar, latiranlar, tigliyanlar, ingenanlar,
mirsinanlar gibi iskeletlere sahip diterpenoidler Euphorbia tlrlerinin ana etken madde
grubudur (Ozbilgin ve Saltangitoglu 2012). Ayrica Euphorbia tiirleri seskiterpenler,
diterpenler, triterpenler, flavonoidler, steroidler ve ugucu yaglar gibi 6nemli ikincil

metabolitleri yiksek miktarda icermektedir (Jassabi 2006, Tang vd. 2012).
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2.1.4 Melilotus officinalis (L.) Pall.

Melilotus officinalis, ya da halk arasinda taninan "Sari1 yonca ve Esek yoncasi"
Fabaceae ailesi ve Melilotus cinsine ait olan tek yillik bir bitki tiiridiir (Sekil 2.4).
Genel olarak diinya ¢apinda Avrasya bolgesinde yayilis gdstermektedir. Ayrica, bu bitki
habitat olarak Tirkiye’nin tiim bolgelerinde bulunmaktadir (www.turkherb.ibu.edu.tr).

Sekil 2.4 Melilotus officinalis (L.) Pall. (http://en.wikipedia.org)

Melilotus cinsine ait olan bir ¢ok bitki tiiriiniin geleneksel tipta spazm, karaciger
hastaliklarinin tedavisinde ve idrar giderici olarak kullanilmaktadir. Taze melilotus
bitkileri yiiksek miktarda glikozid bilesiklerini, 6zellikle de melilotozid bilesigini
icermektedir (Dweck 2009).

M. officinalis, Melilotus cinsine ait olan sifali bitkilerden birisidir. Halk arasinda “Sari
yonca” olarak adlandirilmakta olup, 6dem, varis ve yara tedavilerinde kullanilmaktadir
(Cakilcioglu ve Tiirkoglu 2010).

Fitokimyasal arastirmalara gore; M. officinalis yiksek miktarda kumarin, flavonoid,

ucucu yag, re¢in ve tannenler gibi bilesikleri igermektedir (Plesca — Manea vd. 2002).


http://www.turkherb.ibu.edu.tr/
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2.1.5 Zygophyllum fabago L.

Zygophyllaceae familyasinda ve Zygophyllum cinsine ait olan ¢ok yillik bir bitkidir
(Sekil 2.5). Halk arasinda “Frenk kimyonu, Yabani kimyon, Balduz, Helmel, Karaman
kimyonu” isimleri ile taninmaktadir. Genel olarak, Suriye ¢6lli, Ermenistan ve

Kafkasya’da dagilim gosterirken, Tiirkiye’de ise Dogu ve Giiney Anadolu’da yayilis

gostermektedir (www.turkherb.ibu.edu.tr).

Sekil 2.5 Zygophyllum fabago L. (www.henriettesherbal.com)

Tareen ve arkadaslar1 2002 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, romatizma ve gut hastaligi
tedavisinde kullanilan ilaglarin sentezinde Z. fabago kullanildigini bildirmislerdir.
Ayrica, bu caligmada Z. Fabago’nun merhem (lapa) olarak, cilt hastaliklarinin, septik ve

yaralanmalarin tedavisinde kullanimi ifade edilmislerdir.

2.2 ikincil Bitki Metabolitleri

Dogal bilesiklere verilen 6nem her gecen giin artmaktadir. Bu bilesiklerin bir kismi
bitkiler tarafindan ikincil metabolit Grtnleri olarak sentezlenen molekdller olup,
mikroorganizmalara, insektisit, herbisit ve serbest radikallere karsi koruyucu rol
oynamaktadir. Bu nedenle “ikincil bitki metabolitleri” veya “fitokimyasallar” diye

adlandirilmistir (Huang vd. 2010). ikincil bitki metabolitleri; alkaloidler, fenolik
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bilesikler, terpenoidler, ugucu yaglar, glikozitler ve polisakkaritler olarak

siiflandirilmstir.

2.2.1 Alkaloidler

Alkaloidler heterosiklik bir yapidan olusmaktadir. Heterosiklik yapi; pirrolidin, piridin,
piperidin, kuinolin, izokuinolin, indol, tropan, kuinolizidin ve purin gibi gruplarda
siiflandirilmaktadir. Simdiye kadar yaklasik 10.000 alkaloid tiirii tanimlanmigtir
(Lovkova 1981). Alkaloidler bazi teorilere gore bitkilerde nitrojen metabolizmasinin
sonucunda olusmaktadir. Bitkilerden izole edilen alkaloidler glgli bir sekilde tibbi
etkiye sahip olup, bir cok 6nemli ilaglarin sentezinde kullanilmaktadir. Ornegin;
vinblastin ve vinkristin, Apocynaceae ailesine ait olan Catharanthus roseus tiriinden
izole edilmistir. Bu bilesikler antitiimor etkiye sahip olup, kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarin 6nemli bir maddesi olarak taninmaktadir (Gueritte ve Fahy 2005). Kodein,
genelde Papaver bractreatum bitkisinden izole edilip, Oksiiriik suruplarinin
tiretilmesinde kullanilmistir (Jones ve Luchsinger 1986). Morfin ilk defa 1805 yillinda,
Papaver somniferum adli bir bitki tiiriinden izole edilmis olup, analjezik etkiye sahiptir
(Fessenden ve Fessenden 1982). Kokain gesitli tibbi etkilere sahiptir ve anestezide
kullanilmaktadir. Ayrica, morfinin Gram (+) ve Gram (-) bakteri suslarinin Gzerine olan
antimikrobiyal etkisi ispatlanmigtir (Omulokoli ve Chhabra 1997). Kokain
Erythroxylum coca’dan izole edilmektedir. Kolsisin ise Colchicum autumnale tlrlinden
izole edilmekte olup, gut hastalifinin tedavisinde kullanilan ilaglarin 6nemli bir

parcasidir (Ebadi 2007). Sekil 2.6’ da bazi 6nemli alkaloid bilesikler sunulmaktadir.



-+--NHCOCH,

OCH,

Sekil 2.6 a. Kodein, b. Vinblastin R=CHj; Vinkristin R=CHO, c. Kolsisin (Chemdraw
programi ile ¢izilmistir)

2.2.2 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler bir ya da daha fazla aromatik halka ve bir ya da daha fazla hidroksil (-
OH) grubu igeren bilesiklerdir. Fenolik bilesikler bitkilerde en fazla bulunan ikincil
metabolitler olarak, genellikle bitkilerin meyve, yaprak, tohum, cicek, kok ve govde

kisimlarinda dogal olarak sentezlenmektedir (Wollgost ve Anklam 2000).

Bugiine kadar 8.000’den fazla fenolik bilesik ve tiirevleri taninmaktadir. Bu bilesikler;
fenolik asitler, flavanoidler, tannenler, stilbenler ve kurkuminoidler olarak
siiflandirilmaktadir (Fresco vd. 2006).

Fenolik asitler, fenolik bilesiklerin en 6nemli iiyesi olarak, yapisal dzelliklerine gore iki
gruba ayrilmaktadir. Birinci grupta yer alan bilesiklerin kimyasal yapilarinda, hidroksi
benzoik asit grubu bulunmaktadir. Gallik asit bu grubun 6nemli tiyelerindendir. Gallik
asit tibbi bitkilerin kimyasal yapilarinda yaygin olarak bulunmaktadir. GUnluk diyette
kullanilan baharatlar 6rnegin, karanfil ve kekik ylksek miktarda gallik asit bilesigini
icermektedir (Cai vd. 2004, 2006, Shan vd. 2005, Surveswaran vd. 2007).

Ikinci grubun iiyeleri ise, hidroksi sinamik asit grubunu icermektedir. Kafeik asit ve

kumarik asit bu grubun 6nemli bilesiklerindendir. Bu bilesikler, genel olarak tibbi

bitkilerde, baharatlarda, meyve ve sebzelerde bulunmaktadir (Cai vd. 2004). Kirmizi
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meyveler 6rnegin; yaban mersini, bogiirtlen, ¢ilek, ahududu, kiraz ve kusiiziimii yiiksek
miktarda kafeik asit, ferulik asit ve kumarik asit bilesiklerini icermektedir (Jakobek vd.

2007). Sekil 2.7’de gallik asit ve kafeik asit bilesiklerinin yapis1 yer almaktadir.

COOH 0

OH

HO
OH HO

Sekil 2.7 a. Gallik asit, b. Kafeik asit (ChemDraw programu ile ¢izilmistir)

Flavonoidler, cesitli besin ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygin
gruplar1 arasinda olan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler bitkilerde tat, koku, ve renk
gibi Ozelliklerin olusumunu saglamaktadir. Bu bilesiklerin temel yapisi iki tane
aromatik fenil benzo piren halkasindan olugsmaktadir. Bu aromatik halkalar 3 karbon
iceren bir zincir ile birbirleriyle baglanmaktadir (Cai vd. 2004). Flavonoidler iskelet
yapilarinin  farkli olmasindan dolayr flavonlara, flavononlara, flavanonollara,
flavanollara, antosiyaninlere, izoflavonoidlere ve biflavonoidlere ayrilmaktadir (Cai vd.
2004, 2006). Luteolin, apigenin, krisin flavonlarin en o©nemli bilesikleri olup,
Asteraceae ve Lamiaceae familyasinda yer alan bitkilerin yapilarinda bulunmaktadir.
Ayrica flavonlar, maydonoz, kekik, kiraz, cay, zeytin ve brokolide yeralmaktadir (Ren
vd. 2003, Fresco vd. 2006). Kuersetin, kaempferol, mirisetin, morin ve galanin flavonol
grubunda yer almaktadir. Flavonoller sogan, kiraz, elma, brokoli, lahana, patates, dut,
cay, kirmiz1 sarap ve kimyonda bulunmaktadir. Ayrica, flavonoller antikanser etki
gosteren tibbi bitkilerde 6rnegin; Sophora japonica ve Rosa chinensis’in gigeklerinde ve
Crataegus pinnatifida’nin meyvesinde bulunmaktadir (Cai vd. 2004, Shan vd. 2005).
Flavanonlara 6rnek naringenin ve hespertin verilmektedir. Flavanonlar genel olarak

Uzimde sentezlenmektedir. Flavanollerin onemli yelerinden kategin ve epikatecin
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olup, cay, elma, dut ve kokada bulunmaktadir (Cai vd. 2004, Shan vd. 2005). Siyanidin,
delfinidin ve malvidin antosiyaninlerin 6nemli bilesiklerinden, iiziim, dut, kirmizi

lahana ve misirda sentezlenmektedir (Cai vd. 2004, 2006).

Flavonoidler dogada genellikle serbest, glikozit ve bazen aglikonlar halinde
bulunmaktadir (Hollman ve Katan 2000). Flavonoidler genellikle bir veya daha fazla
seker bilesigi ile -OH grubu veya karbon — karbon baglar1 ile baglanip, O — glikozitler
ve C — glikozit bilesiklerini olusturmaktadir (Cai vd. 2006, Fresco vd. 2006). Sekil

2.8’de baz1 6nemli flavonoid bilesiklerin yapist goriilmektedir.

OH OH

HO 0 HO 0 o

OH

OH 0
OH 0

Sekil 2.8 a. Kuersetin, b. Kaempferol, c. Naringenin (ChemDraw programi ile
¢cizilmistir)

Dogal olarak tannenler, suda ¢6ziinen ve 500 ile 4.000 kDa araliginda molekiil
agirligina sahip olan polifenolik bilesiklerdir. Tannenler genellikle hidrolize (gallo ve
ellagi) ve kondanse (proantosiyaninler) olarak iki smifa ayrilmaktadir (Cai vd. 2004).
Tannenler yaygin olarak alkaloidler, polisakkaritler ve proteinler ile kombine halde
bulunmaktadir (Han vd. 2007). Uziimiin ¢ekirdegi ve kabugu, cam agacinin kabugu
yiiksek miktarda tannen tiirevlerini icermektedir. Bundan dolay1 kuvvetli antioksidan
etkiye sahip olup, giiniimiizde kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Huh vd. 2004).
Ayrica, bir ¢ok meyve (6rnegin; elma, celik, ahududu, nar, ceviz, seftali, zeytin ve erik),
sebze (Ornegin; nohut, mercimek ve kuru fasulye) ve baharat (6rnegin; karanfil ve

tarc¢in) yiiksek miktarda tannen trevlerini icermektedir (Shan vd. 2005, Han vd. 2007).
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Stilbenler, bir etan kopriisii ile baglant1 yapan iki tane aromatik halkadan olusan fenolik
bilesiklerdir (Fresco vd. 2006). In vitro ve in vivo ortaminda yapilan ¢aligmalar,
stilbenlerin hormona duyarli tiimérlerin tedavisinde etkili olduklar1 gosterilmistir (Athar
vd. 2007).

Kurkuminoidler, feriilik asit tiirevlerinden olusan fenolik bilesiklerdir. Genellikle,
Zingiberaceae familyasinda yer alan bitkilerde bulunmaktadir. Zerdegal ve hardal gibi

baharatlarin sar1 renkleri, kurkuminoid bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Cai vd. 2004).

2.3 Serbest Radikaller

2.3.1 Serbest radikallerin tanimi

Serbest radikaller, kararli olmayan ve atomik yada molekiiler yoriingesinde
ciftlesmemis bir veya birden fazla elektron bulunduran bir kimyasal drin olarak
taninmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 1999). Atomlardaki elektronlar yoriinge veya
orbital olarak bilinen bosluklarda hareket etmektedir. Bu kararsiz bilesikler proteinler,
lipitler, karbohidratlar ve nikleik asitler gibi makro molekiller ile reaksiyona
girebilecek serbest enerji olusturarak, biyolojik sistemlere zarar vermektedir. Bu
bilesikler, genellikle oksijenli serbest radikaller olarak bilinen reaktif oksijen tiirleri
(ROT) adiyla taninmaktadir (Droge 2002). Serbest radikaller, aerobik organizmalar
tarafindan yan {irlinler olarak tretilip, oto katalitik reaksiyonlar1 baslatarak diger
molekiillerin radikallere zincir reaksiyonlar ile doniistimiinii saglamaktadir (Valko vd.

2007).

ROT (i) UV radyasyon, X- isinlar1 ve gama isinlarindan, (ii) metal katalizlenen
tepkimeler sirasinda, (iii) kirleticiler olarak atmosferden, (iv) enflamasyon sirasinda
notrofiller ve makrofajlar tarafindan ve (v) mitokondriyel elektron transfer
reaksiyonlariin ve diger ¢esitli mekanizmalarin yan iirlinleri olarak olusmaktadir. ROT,
hem endojen hem ekzojen olarak iiretilip, liretim miktar1 birgok faktor araciligiyla

belirlenmektedir. ROT un endojen kaynaklar1 arasinda, mitokondriyel sistem, sitokrom
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Paso metabolizmasi, peroksizomlar ve iltihapli hiicre aktivasyonu yer almaktadir (Inoue

vd. 2003).

Serbest radikal iiretiminin en biiyiik kaynaklarindan birisi mitokondridir. Mitokondrinin
yapisinda bulunan c¢esitli antioksidanlar, ROT stresini azaltmakla goérevlidir (Cadenans
ve Davies 2000). Bunun disinda bazi enzimler de serbest radikallerinin olusumuna
neden olmaktadir. Ornegin; hipoksantinin, ksantine ve ksantinin de iirik asite
dontisiimiinii katalizleyen ksantin oksidaz enzimi, bu asamalarin her birinde molekiiler
oksijeni indirgeyerek hidrojen peroksiti, devaminda da siiperoksit anyonun olusumunu
saglamaktadir (Borges vd. 2002, Vorbach vd. 2003).

Notrofiller, eozinofiller, makrofajlar, mikrozomlar ve peroksizomlar da yukarida

bahsedilen endojen ROT kaynaklarina ek olarak verilebilmektedir (Valko vd. 2004).

Ayrica ROT; ksenobiyotikler, klorlu bilesikler, ¢evresel faktdrler, metaller ve iyonlar

gibi digsal konakeilar tarafindan iiretilmektedir (Cizelge 2.1) (Valko vd. 2006).

Cizelge 2.1 Serbest radikallerin kaynaklar1

Endojen Kaynaklar

Ekzojen Kaynaklari

Mitokondriyal elektron tasiyici zincir

Iyonize radyasyon

Endoplazmik retikulum ve cekirdek

Cevresel faktorler (hava kirliligi)

Redoks donguisu

laclar, ksenobiyotikler

Arasidonik asit metabolizmasi

Zararli 1sinlar (x-ray, U.V.)

Fagositik hlcreler (monosit ve
makrofajlar vs.) ve endotelyal
hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar

Ortamin havasi (sigara dumani, ozon,
kiikiirtdioksit, egzos gazlar1)

Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz vs.
enzimler

Otooksidasyon reaksiyonlari

Glutatyonu okside eden maddeler
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Tiim bu bilgilerin yaninda, ROT nin az miktarlar1 bazi biyolojik durumlarda faydali
etkiler gdsterebilmektedir. Ornegin, hiicre ici sinyal sisteminin bir takim
fonksiyonlarinda ve enfeksiyon ajanlara karsi savunma gibi hiicresel tepkimelerde

fiziyolojik roller alabilmektedir (Poli vd. 2004).

2.3.2 Serbest radikallerin olusumu

Serbest radikaller hiicre icinde metabolik olaylar sirasinda pozitif ve negatif yiike sahip

olarak, 3 temel mekanizmayla meydana gelmektedir (Halliwell ve Gutteridge 2001).

1) Kovalent bag tasiyan bir molekiilin homolitik yikimi sonucu; yiiksek enerji
tasiyan elektromanyetik dalgalar veya yiiksek sicaklik derecesi, kimyasal
baglarin kirilmasina neden olmaktadir. Bagin yapisinda bulunan iki elektron,
bagin kirilmasi sonucunda, her bir elektron ayri ayri atomlar iizerinde olacak

sekilde ayrilir. Dolayisiyla, bu tiir kirtlmaya homolitik kirilma adi verilmektedir

(Altan vd. 2006).

XY > X'+Y°

2) Heterolitik bolinmede, kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin bélunmesi
sonucunda kovalent bagi olusturan atomlarindan birinin elektronunun bir diger

atomuna gegmektedir (Altan vd. 2006).

X Y > X +Y'

3) Bu mekanizmada, normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile serbest
radikal olusmaktadir (Altan vd. 2006).

X + e > X

Serbest radikaller kendilerini kararli hale getirmeye calisirken, hiicrelerdeki lipit,
protein, DNA ve Kkarbohidratlar ile reaksiyona girerek zincir reaksiyonlara yol
acmaktadir. Bu reaksiyonlar, hiicre bilesiklerinin bozulmasina, hiicre fonksiyon kaybina

ve sonug olarakta hastaliklara neden olmaktadir (Valko vd. 2007).
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2.3.3 Serbest radikallerin simiflandirilmasi

Serbest radikaller iki ana gruba ayrilmaktadir.
1) Reaktif Oksijen Turleri (ROT)

2) Reaktif Nitrojen Turleri (RNT)

ROT grubu, bircok radikal ve radikal olmayan molekilleri icermektedir. Stperoksit
anyonu (O,""), hidroksil radikali (OH"), peroksil radikali (RO,""), hidroksil radikali
(HRO;™), hipokrorit anyonu (CIO~) gibi radikaller ve hidrojen peroksit (H,O,),
hipoklorik asit (HOCI) gibi radikal olmayan bilesikler bu grupta yeralmaktadir (Evans
vd. 2002, Valko vd. 2004, Valko vd. 2005).

RNT grubu ise, nitrik oksit (NO®), nitrojen dioksit (NO,"") gibi serbest radikaller ve
peroksinitrit (ONOQ") ve alkil peroksinitrat (RONOO) gibi radikal olmayan molekiilleri
icermektedir (Carr vd. 2000, Ghafourifar ve Cadenas 2005).

2.4 Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan ve hiicre zar1 yapisinda yer
alan doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olmaktadir. Bu biyokimyasal olay;

baslama, ilerleme ve sonug¢ basamagindan olusmaktadir.

Baglama basamaginda, bir serbest radikal (X") ile doymamuis yag asiti (LH)
molekilinin reaksiyonu sonucu, (H) atomu transferi gerceklesmekte ve bir lipit
radikalinin (L") olusumuna neden olmaktadir. Ilerleme basamaginda, olusan L°
radikaline oksijenin eklenmesiyle birlikte lipit peroksit radikali olugmaktadir. Bu
peroksi radikali, diger bir yag asidi molekiiliinden ayrilan bir hidrojen atomu ile
birleserek tekrar hidroperoksitlere ve yeni lipit radikallerine doniismektedir. Son
basamakta ise, olusan radikaller birbirleriyle reaksiyona girerek radikal olmayan ester,
eter, aldehit, keton ve alkol gibi kararli bilesiklere doniismektedir (Sekil 2.9) (Sekeroglu
vd. 2000, Niki vd. 2005).
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Baslama; Coklu doymamis yag asidi
A"

K R
RH
Tlerleme: l

/ \ Dien konjugats
}/_ O]

/ \ Lipid peroksit radikali

—O—H

-/ \ Lipid hidroperoksid

Lipid radilcali

Fe kompleksleri -~ \}

Sonlanma:

LOO" + LOO" —— LOOL+0:

LOO + L — LOOL

LO", LOO', parcalanma iiriinleri
(Aldehidler ve karbonil bilegikleri)

Sekil 2.9 Doymamis yag asitlerin peroksidasyonu (Sekeroglu vd. 2000)

Bu yikimin iriinleri DNA veya proteinler ile reaksiyona girerek, mutajenik etki
gostermektedir. Ug veya daha fazla ¢ift baga sahip olan yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucunda malondialdehit (MDA) bilesikleri olusmaktadir. MDA, hiicre zarinda yer
alan bilesiklerin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina yol agmaktadir (Masella
vd. 2005).

2.5 Antioksidan Savunma Sistemi

Serbest radikallerin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in bir¢ok
savunma mekanizmasi tamimlanmistir. Bu mekanizmalar, antioksidan savunma
sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir. Antioksidan molekdller
ekzojen ve endojen kaynakli bilesikler olup, oksidan molekiillerin olusturdugu hasari
hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirmektedir. Hiicre dis1
savunma sistemi, bilirubin, transferin, seruloplazmin ve (rik asit gibi ¢esitli molekiilleri
icermektedir (Taysi vd. 2002).
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Hicre ici antioksidan savunma sistemi, enzimatik ve enzimatik olmayan
komplekslerden olugmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 2001). Enzimatik antioksidan
savunma sistemi, glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT), glutatyon rediiktaz (GR),
stperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz (GST) ve sitokrom oksidaz’dan
olusmaktadir (Khan vd. 2010). Ayrica, bakir, ¢inko ve selenyum gibi elementler bu

enzimlerin fonksiyonlar i¢in gerekmektedir (Altan vd. 2006).

Enzimatik olmayan antioksidanlar ise alfa-tokoferol (vitamin E), askorbik asit (vitamin
C), tiyol grubu iceren antioksidanlar (glutatyon, tiyoredoksin ve lipoik asit), melatonin,
karatenoid, flavonoid bilesikleri ve diger antioksidanlardan olugsmaktadir (Cizelge 2.2)

(Pastore vd. 2003).

Cizelge 2.2 Biyolojik sistemlerde bulunan antioksidan savunma sistemi

Enzimatik savunma Enzimatik olmayan savunma sistemi

sistemi

Superoksit dismutaz A-lipoik asit Albimin

(SOD) Glutatyon (GSH) Seruloplazmin

Katalaz (KAT) a- Tokoferol (vitamin E) Transferin

Glutatyon peroksidaz Askorbik asit (vitamin C) | Ferritin

(GPx) B-karoten Laktoferrin

Glutatyon-S-transferaz Flavonoidler Melatonin

(GST) Urat Sistein

Glutatyon rediktaz (GR) Bilirubin

Sitokrom oksidaz
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2.5.1 Enzimatik antioksidanlar

2.5.1.1 Superoksit dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1) yiksek oranda reaktif olan stperoksit
anyonunun, hidrojen peroksit ve oksijen molekiiliine doniisiimiinii katalize etmektedir
(Perry vd. 2010). SOD aktif bolgesinde bulunan metal iyonlarinin ping-pong
mekanizmasiyla arka arkaya oksidasyonu ve indirgeme gecisini yaparak, siiperoksit
anyonunun yikimini hizli bir reaksiyon ile ger¢eklestirmektedir. SOD’un tiim izozimleri

genellikle, azid ve fluorit gibi tek yiiklii anyonlara baglanmaktadir (Mates vd. 1999).

SOD
O,™ + 0" +2H —8 ™ ——> O, + H,O,

Okaryotik hiicrelerde SOD’un iki tane intraselltler izozimi bulunmaktadir. Bu izozimler
Cu/Zn SOD ve Mn-SOD olarak taninmaktadir. Cu/Zn- SOD (SOD-1), ilk defa 1938
yilinda Mann ve Keilin tarafindan sigir eritrositinden izole edilmistir. SOD-1, 32
kDa’luk bir homodimer yapiya sahip olup, tiim hiicrelerin sitozoliinde ve ¢ekirdeginde
yer almaktadir (Perry vd. 2010). Bu izozimin her alt Unitesi bir metal kimeyi
icermektedir. Bu metal kiime, enzimin aktif bolgesi olarak bilinmektedir. Aktif bdlgede
bulunan bakir ve c¢inko atomlart bir histamin bilesiginin yardimiyla birbirine
baglanmaktadir (Battistoni vd. 1998). Ayrica, N3, CN™ ve F~ iyonlar1 bu enzimin

rekabet¢i inhibitorleri olarak taninmaktadir (Vance ve Miller 1998).

Mn-SOD (SOD-2), 96 kDa’luk agirliga sahip olan ve her alt linitesinde bir Mn?* atomu
bulunduran, bir homotetramer enzim olarak taninmaktadir. SOD-2 genellikle, hiicrelerin

mitokondri matriksinde yer almaktadir. (Perry vd. 2010).
1989 yilinda Marklund ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ise SOD’un

Uclincl izozimi saptanmistir. Bu izozim, ekstraselliler superoksit dismutaz (EC-SOD)

olarak adlandirilmastir.
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EC-SOD genellikle hiicre disindaki sivilarda, 6rnegin; lenf, sinoviyal sivi ve plazmada
bulunmaktadir (Marklund vd. 1982, 1986). EC-SOD tetramer yapiya sahip olan bir
glikoprotein yapisidir. Her tetramer iki dimer alt iiniteden olusmaktadir. Bu dimerler
karboksi terminallerinde yer alan sistein (Cys) amino asitlerinin, distlfit koépriler
yapmast sonucu birbirine baglanmaktadir (Fattman vd. 2000). EC-SOD’un her alt
tinitesinde bir bakir ve bir ¢inko atomu bulunmaktadir (Mates vd. 1999). Bu enzim
heparin ve heparan siilfat gibi glikozaminoglikan bilesiklerine yiiksek afinite

gostermektedir (Mates vd. 1999).

2.5.1.2 Katalaz (KAT)

Katalaz (KAT) (EC 1.11.1.6) 240 kDa agirliga sahip olan tetramerik bir enzimdir.
KAT’1n her alt tinitesi 60 kDa olup ve bir ferriprotoporfirin grubunu igermektedir
(Mates vd. 1999). Katalaz enzimi su ve oksijen molekiiliinii olusturmak iizere H,O; ile

cok verimli bir sekilde reaksiyona girmektedir (Chelikani vd. 2004).

KAT
2H202 > 2H20 + O2

Bugiine kadar, katalaz enziminin 300’den fazla dizisi bulunup, bu enzim dizileri 3
izozim seklinde gruplandirilmaktadir. Bu gruplar, monofonksiyonel hem igeren
katalazlar, bifonksiyonel hem iceren Kkatalaz-peroksidazlar ve manganez iceren

katalazlar olarak taninmaktadir (Chelikani vd. 2004).

Monofonksiyonel hem igeren izozim, katalaz enziminin en yaygin bulunan izozimi
olarak taninmaktadir. Enzimin her alt {nitesinin agirhiginin 60-75 kDa oldugu
bilinmektedir (Klotz vd. 1997). Azid, aminotriyazol ve siyanid, bu enzimin hem
grubunda yer alan demir atomuna baglanarak, enzimi inhibe etmektedir (Chelikani vd.

2004).

Dogada, bifonksiyonel katalaz-peroksidaz izozimi, monofonksiyonel izozimine gore

daha az oranda gorulir, ancak monofonksiyonel izozimi gibi yapisinda hem grubu
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bulunmaktadir. Bu izozim, monofonksiyonel izozimi gibi H,O, molekuline yiksek
afinite gosterip, H,O,’e¢ baglanarak onu H,O ve Oy’¢ doniistirmektedir. Yalniz,
bifonksiyonel izozimler, metanol, etanol, formik asit ve fenoller gibi (H) verici organik
bilesiklere yiiksek afinite gostermektedir (Mates vd. 1999, Chelikani vd. 2004).

KAT
ROOH + AH, > H,0+ROH+A

Uclincli izozimin aktif bdlgesinde hem grubu yerine manganez atomun bulunmasi
nedeniyle hem icermeyen katalaz olarak taninmaktadir. Bu izozim, homohekzamerik bir
yaptya sahip olup, dogada sadece bakterilerin yapilarinda bulunmaktadir (Klotz ve

Loewen 2003).

2.5.1.3 Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx) (EC 1.11.1.19) 80 kDa agirliginda, aktif bolgesinde
selenyum atomu iceren ve tetramerik yapiya sahip olan bir peroksidaz enzim tipidir.
Enzimin her alt {initesi bir selenosistein bilesigini icermektedir. GPx, genel olarak
sitozolda yer almaktadir (Mates vd. 1999). GPx enzimi, rediiklenmis glutatyon tripeptidi
(GSH) ile hidrojen peroksit molekilunin reaksiyonunu katalize ederek hidrojen
peroksit molekiiliiniin suya g¢evrilmesini saglamaktadir. Boylece hiicre membran1 ve

hiicre i¢inde bulunan organelleri oksidatif strese karsi korumaktadir (Drevet 2006).

Glutatyon peroksidaz enzimi iki tane substrata sahiptir. Bunlardan biri peroksitler,
digeri ise rediiklenmis glutatyondur. Peroksit molekiilleri alkollu bilesikleri
indirgenirken, GSH bilesigi yiikseltgenir. Olusan yiikseltgenmis glutatyon (GSSG),
glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bir baska reaksiyon ile tekrar indirgenmis

glutatyona doniismektedir (Drevet 2006).

Memelilerde, bugine kadar GPx enziminin 5 izozimi taninmaktadir. Bu izozimler
GPx-1 (cGPx), GPx-2 (GPx-G1), GPx-3 (GPx-P), GPx-4 (PHGPx) ve GPx-5 olarak
adlandirilmaktadir (Mates vd. 1999).
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GPx-1 (cGPx), eritrosit, bobrek ve karaciger hiicrelerinin sitozol ve mitokondrisinde
bulunmaktadir. Fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz (GPx4 yada PHGPx)
genelikle sitozolde ve membranlarda bulunmaktadir. GPx-4 normal olarak bobregin
epiteliyal hiicrelerinde ve testislerde yiksek diizeyde gortilmektedir. GPx-2 genel olarak
sitozolde, GPx-3 ise ekstraselltler alanda gorilmektedir. GPx-2 ve GPx-3 mide-
bagirsak ve bobrek alani disinda diger dokularda fazla bulunmamaktadir. Son
zamanlarda, GPx ailesinin yeni bir iiyesi olarak taninan GPx-5, genel olarak farelerin
epididim dokusunda bulunmaktadir. GPx-5 izozimi selenyuma bagimsiz bir enzim
olarak taninmaktadir (Mates vd. 1999).

2.5.1.4 Glutatyon-S-transferaz (GST)

Detoksifikasyon, yabanci bilesiklerin (ksenobiyotiklerin) hiicrelerden uzaklastirilmasini
saglayan bir proses olarak bilinmektedir. Genel olarak ilaclar, kimyasal kirleticiler,
herbisitler ve insektisitler ksenobiyotik bilesikleri olarak taninmaktadir (Guengerich
1990).

Detoksifikasyon prosesi, genel olarak faz [ ve faz II olarak adlandirilir ve iki basamakta
gerceklesmektedir (Sheehan vd. 2001). Faz I reaksiyonlari, yiikseltgenme, indirgenme
ve hidroliz gibi reaksiyonlar gerceklesirken, Faz II reaksiyonlarinda substratin
hazirlanmasi saglanmaktadir (Armstrong 1997). Faz II’de siilfat, asetat, glukoronik asit,
glutatyon ve glisin gibi endojen maddeler ile konjugasyon reaksiyonlar gerceklestirilip,
boylece ara metabolitlerin polaritesi arttirilarak, bobrek ve mide-bagirsak sisteminden

atilmasi gergeklestirilmektedir (Eaton ve Bammler 1999).

Glutatyon-S-transferaz (GST) (EC.2.5.1.18), elektrofilik ksenobiyotikleri konjuge
ederek, inaktif hale getirip, onlarin viicuttan atilmasini saglayan bir dimerik enzimdir.
GST, detoksifikasyon yolunun son iiriinii olan merkapturik asit olusumunun ilk
asamasini katalizleyerek homeostasisin saglanmasina neden olmaktadir. Bu asamada,
glutatyon (GSH) ile endojen ve ekzojen hidrofobik elektrofilik bilesiklerin baglanmasi
gerceklesmektedir. Boylece, bu bilesiklerin suda daha fazla ¢oziinmesini, daha az toksik

olarak, daha kolay viicuttan atilmasini saglamaktadir (Townsend ve Tew 2003).
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GST enzimi, faz II metabolizmasinin 6nemli enzimi olarak bilinmektedir. GST enzimi
dogada bakteriler, mayalar, kiifler, kabuklular, solucanlar, kurbagalar, bocekler,
bitkiler, baliklar, kuslar ve memelilerde bulunmaktadir. GST, sitozolik bir enzim olarak,
genellikle karaciger, incebagirsak, kalinbagirsak, bobrek, akciger, meme, kas, dalak,

testis ve plasentada bulunmaktadir (Sheehan vd. 2001).

Bugiine kadar GST enziminin, vertabralilarda 7 izozimi bulunmaktadir. Bu izozimler,
alfa, mii, kappa, pi, sigma, tetta ve zeta olarak adlandirilmaktadir. Insanlarda ise GST
enzimi alfa, mu, pi, tetta ve sigma olmak tizere 5 izoformada gorilmektedir (Sheehan
vd. 2001).

Sonu¢ olarak, enzimatik savunma sisteminde rol yapan enzimlerin katalizledgi

reaksiyonlarin 6zeti bir sema halinde sekil 2.10’da verilmektedir.

[ Peroksizom
P450 Oksidaz GSSH
FADH, Sitokrom b3 HQO
Oksidaz O2
GPX
0 NADPH KAT
2 ———_Oksidaz
NADPH 0,
NADP* x 42 H,0
i
Ksantin
MPO
Oksidaz
> Fe* .OH
/ ()\/'--—-;"
0 i 2 Cu
2 0,
Aniyon kanah
. - l\llim-.k?ndrieleklrunta:_sl)'u:l . fi . - e .::. . H 0
2 Hipoksi r - - © KAT 0,

Sekil 2.10 Enzimatik antioksidan savunma sistemi (Mates vd. 1999)
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2.5.2 Enzimatik olmayan antioksidanlar

E vitamini yagda ¢6zlinen bir vitamin tiirii olarak, lipit peroksidasyonunu 6nlemektedir.
Bu vitamin dogada 8 farkli formda bulunmaktadir. Bunlardan biri olan alfa-tokoferol
insanda en ¢ok aktif bulunan formu olmaktadir. Hiicre membraninda ¢ok dnemli bir
antioksidan olarak yer alan alfa tokoferol, OH" radikalinin olusturdugu lipit
peroksidasyonu inhibe etmek icin, peroksil radikali ile reaksiyona girebilmektedir (Van
Haaften vd. 2001, Kojo 2004).

a-tokoferol-OH + LOO® > o- tokoferol-O® + LOOH

Boylece a-tokoferol, o-tokoferol-O”’e doniiserek yeni bir radikal formunu
olusturmaktadir. Olusan bu radikal tipi, baska bir yag asidiyle birlesebilme yetenegiyle,
zincir reaksiyonunu durdurmaktadir. Olusan a-tokoferol-O* radikali (tokoferoksil) hiicre
membran yiizeyinde bulunan askorbik asit ile (C vitamin) reaksiyona girerek tekrar o-

tokoferol formuna dontismektedir (Van Haaften vd. 2001, Kojo 2004).

a- tokoferol-O" + Askorbik asit > a-tokoferol + Askorbik asit

C vitamini suda ¢ozlinen bir vitamin tipidir. Bu vitamin sahip oldugu prooksidatif
islemleri durdurma 6zelligiyle kuvvetli bir antioksidan olarak taninmaktadir. Bu vitamin
kollajen sentezinde, tirozin amino asitinin yikiminda, epinefrin bilesiginin sentezinde,
safra olusumunda ve pek ¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici rol
oynamaktadir. C vitamini, E vitamini ile birlikte membran ve lipoprotein yapilarinda a-
tokoferoksil radikalinin tekrar a-tokoferola doniismesini saglamaktadir (Kojo 2004,
Duarte ve Lunec 2005, Hathcock vd. 2005).

Glutatyon (GSH) (y- glutamil sisteinil glisin) glutamik asit, sistein ve glisinden olusan
bir tripeptiddir. GSH bilesigi hiicre i¢in en 6nemli tiyol grubu igeren antioksidan bilesigi
olarak taninmaktadir. GSH suda ¢6ziinen bir yapiya sahip olmakla birlikte yiiksek
miktarda sitozolde (1-11mM), cekirdekte (3-15mM) ve mitokondride (5-11mM)

bulunmaktadir. GSH hiicre i¢inde, sitozolde bulunan glutamat-sistein ligaz ve glutatyon
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sentetaz enzimleri yardimiyla iiretilerek tasiyici proteinlerin yardimiyla mitokondri igine
taginmaktadir (Shen vd. 2005, Valko vd. 2007). Cekirdegin i¢inde bulunan GSH, kritik
redoks durumunda, DNA’nin tamiri ve ekspresiyonunda gorev alan stlfidrilli proteinleri
korumaktadir. Oksitlenmis glutatyon, hiicreler i¢cinde birikmektedir. GSH/GSSG orani,
hicrenin oksidatif stres durumunun iyi bir 6l¢utt olarak bilinmektedir (Jones vd. 2000,
Nogueria vd. 2004).

Glutatyonun oksidatif strese karsi koruyucu rolleri bilinmektedir. Ornegin; glutatyon,
glutatyon peroksidaz, glutatyon transferaz ve oksidatif strese karsi rol alan enzimlerin
kofaktoru olarak taninmaktadir. Ayrica GSH, hiicre zarinda amino asitlerin tagimasinda
rol oynamaktadir. Hiicre i¢inde dogrudan GSH hidroksil ve oksijen radikallerinin
stiptirticiisii olarak gorev yapmaktadir. Ayrica GSH, glutatyon peroksidazin katalitik
etkisi ile hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin detoksifikasyonuna neden olmaktadir.
GSH ayrica, bir ¢ok antioksidan bilesiginin rejenerasyonuna sebep olmaktadir. Ornegin;
glutatyon, tokoferol radikalinin, vitamin E formuna ve dehidroaskorbatin, askorbat

formuna indirgenmesini saglamaktadir (Masella vd. 2005, Valko vd. 2007).

Alfa-lipoik asit (ALA) ise 6nemli bir antioksidan olarak taninmaktadir. Bu bilesik,
bitkiler, hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenmektedir. ALA, oksitlenmis veya
indirgenmis iki siilfiir molekiiliinii i¢cermektedir. Hem yagda, hem suda c¢oziiniip,
dolayisiyla hem hiicre zarinda hem de sitozolde bulunmaktadir. ALA, ginlik besinden
kolaylikla alinip, hizla indirgenerek dihidrolipoik asit formuna doniismektedir (Semith
vd. 2004). Hem ALA hem de dihidrolipoik asit (DHLA) gugli antioksidan etkiye sahip
olup, serbest radikallerin temizlenmesine, metal iyonlarin selasyonuna ve oksidatif stres

nedeniyle hasar goren proteinlerin onarimini saglamaktadir (Valko vd. 2007).

Karotenoidler, Dbitkilerde ve mikroorganizmalarda renkli pigmentler olarak
bilinmektedir. A vitamininin iiretiminde yer alan p-karoten, karatenoidlerin en onemli
tiyesi olmaktadir (Mortensen vd. 2001). Karotenoidler; peroksil, hidroksil ve oksijen
radikallerini baskilayarak hiicreleri oksidatif strese karsi korumaktadir (Stahl ve Sies
2003).
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2.6 Kansere Genel Bakis

Kanser, hiicrenin biiylimesi ve farklilasmasini etkileyen mutasyonlar sonucu olusan
Oliimciil bir hastaliktir. Kontrolsiiz hiicre biiytimesi, farklilagmasi ve anormal hiicrenin
yayilmasi seklinde tarif edilmektedir. Genlerde meydana gelen bir seri mutasyon sonucu
kontrolsiiz olarak boliinmeye ugrayan bir hiicrenin meydana getirdigi primer tumor
hiicreleri pek c¢ok farkli fenotipik Ozellikler kazanmaktadir. Bu degisimler tiimor
hiicrelerinin kontrolsiiz ve smirsiz olarak c¢ogalmalarina neden olmaktadir. Ayrica,
cevrelerinden bagimsiz olarak yasayabilen bu hiicreler, bagska dokulara hareket edebilme
(metastaz) ozellikleri nedeniyle diger doku ve organlarinin islevlerini de etkilemektedir

(Hanahan ve Weinberg 2000).

Kanserler, hiicre tipine gore genellikle dort gruba ayrilmaktadir. Kanserin iki tipi olan
I6semiler ve lenfomalar beyaz kan hiicreleri olan 16kosit ve lenfositlerin gereginden
fazla tliremesinden dolayr olusmaktadir. Sarkomalar, kas, kemik ve kikirdak gibi
embriyolojik mezodermden gelisen dokularin tiimorii olarak taninmaktadir.
Karsinomalar kanserlerin %85’ini olusturmakta ve bunlar bezler, meme, deri ve

tirogenital dokulardan (prostat, rahim agzi gibi) koken almaktadir (Dilsiz 2009).

Kanser tedavisi birgok zorluk i¢ermektedir. Bunlardan en ¢ok karsilasilani hiicrelerin
ilaca karsi savunma ozellikleri kazanarak ila¢ direnci olusturmasi, kullanilan ilaglarin
normal hiicreleri etkilemesi ve hiicrelerin o bolgeden uzaklastirilmasina ragmen kolayca

metastaz yapabilme 6zellikleridir (Demirtas vd. 2009, Mesquita vd. 2009).

Bu ¢alismada, giiniimiiz tedavi siirecinde hizli ¢ogalan hticre profili gosteren kanser ve
diger proliferatif hastaliklarda kullanilan kemoterapétiklerin hedefe 6zgii etkinliklerini
arttirmak icin hiicresel savunma mekanizmalarint kontrol edip diizenleyecek diisiik
toksisitede dogal kaynaklara dayali kemoterapdtigi destekleyici fitokimyasallarin tespit
edilmesidir. Bu amaca ulasmak i¢in bu g¢alismada, Ankara’nin gesitli bolgelerinden
toplanan bitkilerin metanol 6zutlerinin antikanser etkisi insan akut promiyelositik
I6semi (HL-60) ve meme kanseri (MCF-7) hiicre modelleri Gizerinde XTT metodu ile

incelenmistir.
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2.6.1 Meme kanseri

Meme kanseri, meme hiicrelerinin anormal ¢ogalma gosterdikleri genetik bir hastaliktir.
Tek bir hastalik gibi goriinse de, hiicre ve dokular etkileyen karmasik bir hastaliktir ve
hicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir. Meme kanseri
diinyada kadinlar arasinda en fazla goriilen kotii huylu tiimor olarak, kadinlarda goriilen
tim kanserlerin %30’unu olusturmaktadir (Greenlee vd. 2000). Genetik, gevresel,
hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik etkenler bu hastaligin olusumunda etkili oldugu
bilinmektedir (Tannock ve Hill 1992). BRCAL (Breast Cancer Susceptibility Gene 1)
ve BRCA2 (Breast Cancer Susceptibility Gene 2) kalitsal meme kanserinin olusumunda
etkili olan en 6nemli iki timor siipresor geni olarak taninmaktadir (Girtung 2007).
Gunumuzde, meme kanser tedavisinde, cerrahi, ilac tedavi ve radyoterapi meme kanser
tedavisinde en yaygin yontemler olarak taninmaktadir. Ama tiim kullanilan yontemlere
ragmen, heniiz meme kanserini kesin onleyen bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.
Gilinlimiizde bilinen tek yontem, erken teshisdir. Erken tan1 sayesinde, meme kanserinin
getirdigi sorunlar biiyiik oranda ¢oziilebilmektedir. Bu sayede hastaligin yaptig1 hasar
en aza indirilmek ile, yasam siiresi ve kalitesi onemli Olgiide arttirlmaktadir. Meme
kanserine model hiicre hatlarindan biri olan MCF-7 hiicreleri, ilk olarak 69 yasinda
beyaz 1rk bir bayan hastanin meme epitel dokusundan elde edilmistir. Bu hlcre modeli,

tek katmanli biiyliyen yapigkan hiicre hatt1 olarak bilinmektedir (Gulrtung 2007).

2.6.2 Insan akut promiyelositik 16semi

Ldsemi, vucudun bagisiklik sisteminin énemli bir parcasi olan beyaz kan hiicrelerinin
(akyuvarlar) kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucunda olusan bir cesit kanser tipidir. Bu
hastalikta, etkilenen hicreler (granulositler, lenfositler, retiktlohistiyositler ve plazma
hiicreleri) kontrolden c¢ikarak bagimsiz bir sekilde hareket etmeye baslar ve kan
hiicrelerinin {iretildigi organlara, ve bazen baska organ ve dokulara yerleserek yapisal
yikima neden olmaktadir. Losemiler kendi i¢inde akut (hizl ilerleyen) ve kronik (yavas
ilerleyen) olmak Uzere iki ana gruba ayrilmaktadir. Ayrica, etkilenen 16kosit tipine gore
ise miyeloid ve lenfoid olmak iizere siniflandirilmaktadir. Genel oalrak 16semi

hastaliginin 4 o6nemli tipi bulunmaktadir. Bunlar; kronik lenfositik I6semi, kronik
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miyelositik 16semi, akut lenfositik 16semi ve akut miyelositik I6semi olmak (izere
siralandirmaktadir (Ozgimen 2005). Bazi 16semi hastalarin ilag tedavisinde, ilaca
direncli 16semi hiicreleri bulunmaktadir, dolayisiyla giiniimiizdeki tedavi segenekleri bu
hastalar1 iyilestiremez bir duruma gelmesine sebep olmaktadir (Wang vd. 2009). Bu
nedenle glinumuiizde I6semi hiicresini kemoterapinin etkilerinden koruyan mekanizmalar
ve ila¢ direncini geri ceviren yontemler konusunda calismalar yapilmaktadir. Bu
amagcta, yeni ilaglar sentezlemek veya dogal (botanik) kaynaklardan yeni ilaglar elde
etmek i¢cin kapsamli testler yiiriitilmektedir. Bu amaci takip ederek bu calismada,
Ankara’nin farkli bolegelerinde yetisen bitki Oziitlerin antikanser etkisi insan akut
promiyelositik 16semi hicre modeli (HL-60) {izerinde incelenmistir. HL-60 hicre dizisi
ilk olarak Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan 36 yasinda akut promiyelositik hastasi
olan bir bayandan elde edilmistir. Genellikle bu hiicreler her 36-48 saat sure iginde
bolunmektedir (Ratanachoo vd. 2002).

2.7 Mikroorganizmalar

Tez kapsaminda yapilan g¢alismalarda, bitkilerden elde edilen metanollii 6ziitlerin

antimikrobiyal etkileri 5 ¢esit mikroorganizma susu lizerinde incelenmistir.

2.7.1 Bacillus subtilis

Genelde toprakta bulunup ve Gram (+) bir bakteri olarak taninmaktadir. B. subtilis

gidalarin kontaminasyonuna neden olmaktadir (Ryan ve Ray 2004).
2.7.2 Staphylococcus aureus
Gram (+) bir bakteri olarak, normal sartlarda insan derisinde ve mukozasinda yaygin bir

sekilde kolonize olmaktadir. Eger viicuda girme imkani bulursa hastaliga neden

olmaktadir (Ryan ve Ray 2004).
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2.7.3 Escherichia coli

Enterobacteriaceae ailesine ait olan bir Gram (-) bakteridir. Hasta ve saglikli hayvanlar
ve insanlarin bagirsaklarinda bulunmaktadir. E. coli mide ve bagirsak sistemde yiiksek
miktarda bulunmaktadir. Ayrica, E. coli bakteriyel enfeksiyon, neonatal menenjit ,

tiriner sistem enfeksiyonu ve gasteroenteriteye neden olmaktadir (Murray vd. 1990).

2.7.4 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ozellikle, bagisiklik yetersizligi olan hastalarda solunum ve idrar
yollariin, yaniklarin ve acik yaralarin firsat¢i patojeni olarak taninip, ayni zamanda
kanda da enfeksiyona sebep olmaktadir. Nozokomial (hastane kaynakli) enfeksiyonlarin
onda biri P. aeruginosa’dan kaynaklanmaktadir. Kistik fibroz hastalar1 6zellikle P.
aeruginosa enfeksiyonlarina yatkin olmaktadirlar. P. aeruginosa kirli kiivet ve jakuziler
gibi su kalitesinin diisiik oldugu durumlara maruz kalindiginda dermatite sebep

olmaktadir (Ahmed vd. 2001).

2.7.5 Candida albicans

Normalde sindirim sistemi florasinda yer alan bir maya ¢esitidir. C. albicans insanlarda
oral ve genital enfeksiyonlara neden olmaktadir . Sistemik mantar enfeksiyonu daha ¢ok

zayif immiin sistemine sahip olan hastalarda goriilmektedir (Walsh vd. 2004, Hube ve
Enfert 2007) .
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu tez kapsaminda incelenen bitki 6rneklerinin listesi Gizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Tez kapsaminda kullanilan bitki 6rnekleri

Familya Cins Bitki Turd
Asteraceae Centaurea Centaurea virgata Lam.
Asteraceae Cichorium Cichorium intybus L.

Euphorbiaceae Euphorbia Euphorbia macroclada Boiss.

Fabaceae Melilotus Melilotus officinalis (L.) Pall.

Zygophyllaceae Zygophyllum Zygophyllum fabago L.

Tez caligmasinda kullanilan bitki tlirleri Temmuz ve Agustos (2009) aylarinda
Ankara’nin farkli bolgelerinden toplanmistir. Bitkiler 6ziit hazirlamak {izere kurutulmus

ve depolanmistir. Bitkilerin toplandigi bolge ve tarihler ¢izelge 3.2°de sunulmustur.
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Cizelge 3.2 Bitkilerin toplandig1 lokasyonlar

Familya Bitki Tard Lokasyon
: Yenikent-Zir vadisi
Asteraceae Centaurea virgata Lam. 17 07.2009
. .. Elvan-Pegenek arasi
Asteraceae Cichorium intybus L. 10.08.2009
Eunhorbiaceae Euphorbia macroclada Yenikent-Zir vadisi
P Boiss. 17.07.2009
Fabaceae Melilotus officinalis (L.) Elvan-Pegenek arasi
Pall. 10.08.2009

Konya yolu-Etiler kavsagi

Zygophyllaceae | Zygophyllum fabago L. 09.08.2009

Bitki 0Orneklerinden elde edilen Ozdtlerin antimikrobiyal aktivitelerini incelemek
amactyla 5 farkli mikroorganizma sec¢ilmistir. Bu amagla, Gram (+) bakterilerden
Bacillus subtilis ATCC-6633 ve Staphylococcus aureus ATCC-25923 Gram (-)
bakterilerden Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853 ve Escherichia coli ATCC-25922
ile Okaryotik bir maya olan Candida albicans ATCC-10231 secilmistir. Kullanilan
mikroorganizmalar Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin
edilmistir. Ayrica, bitki 6zutlerinin sitotoksisite etkilerini incelemek amaci ile akut
promiyelositik 16semi hiicre hatti (HL-60) ve meme kanseri (MCF-7) hiicre hatti
kullanilmistir. Kullanilan kanser hiicre modelleri SAP ensititiisti’nden temin edilmistir.
Bitkilerden elde edilen Ozdtlerin antioksidan savunma sisteminde yer alan enzimler
tizerinde olan etkilerini incelemek amaciyla sigir karacigerinden homojenat

hazirlanmistir. Sigir karacigeri Kazan mezbahasindan temin edilmistir.

Tez c¢alismasinda kullanilan; 4-aminoantipirin (4-AP), hidrojen peroksit (H,O;) ve
sodyum azit (NaN3) Acros firmasindan, sodyum potasyum tartarat (Na-K tartarat) Carlo
Erbu firmasindan, 2,3-bis (2-metoksi-4-nitro-5-silfofenil-2-tetrazoliyum-5-karboksi-
anilid) tizii (XTT) Cell signaling firmasindan, sodyum karbonat (Na,Cos), tert-butil
hidroperoksit (t-BOOH) ve trikloroasetik asit (TCA) Fisher Scientific firmasindan,
ditiyoteritol (DTT), 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), nitro blue tetrazolyum (NBT)
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ve sodyum hidroksit (NaOH) Fluka firmasindan, nikotinamidadenin dinukleotit fosfat
(NADPH) Gebru firmasindan, gentamisin soliisyonu, fetal sigir serumu, L-glutamin,
penisilin/streptomisin, RPMI 1640, tripsin ve tripan mavi boyas: Hyclone firmasindan
malt ekstrat agar (MEA) ve nurient agar (NA) Igs firmasidan, aliminyum klorir
(AICI3), bakir siilfat (CuSo04.5H,0), baryum Klorlr (BaCly), etil alkol (EtOH), gallik asit
(GA), nutrient broth (NB), potasyum klorir (KCI), sodyum asetat, sodyum Kklorir
(NaCl) ve siilfiirik asit Merck firmasindan, dimetil siilfoksit (DMSO), %99’luk metanol,
potasiyum mono fosfat (K;HPO,) ve potasyum di fosfat (KH,PO,4) Riedel-de Haen
firmasindan, 2,6-di-tert-butil-4-metil fenol (BHT), etilenediaminetetraasetik asit
(EDTA), Folin-Ciocalteu reaktifi, glutatyon (GSH), glutatiyon rediiktaz enzimi (GR),
horseraddish peroksidaz (HRP), katalaz enzimi (KAT), ksantin, ksantin oksidaz (XOD),
kuersetin dihidrat, sigir serum albumin (BSA), sodyum 3,5 dikloro-2-hidroksi benzen
stlfonat (DHBS), 1,1,3,3- tetra etoksi propan (MDA) ve 2-tiyobarbiturik asit (TBA)

Sigma firmasindan temin edilmistir.

Tiim enzim c¢aligmasinda kullanilan deneye 6zgii mikroplakalar Brand firmasindan
temin edilmistir. Ayrica, antimikrobiyal deneylerde kullanilan steril diskler Oxoid

firmasindan temin edilmistir.

Tez galismasi boyunca; bitki Oziitlerin hazirlanmasi igin rotari evoparator (Biichi B-
490), ekstraktlarin toplam protein, polifenol ve flavonoid bilesiklerin tayininde ve ayrica
TBARS metodunda spektrofotometrik  Olglimler almak amaciyla UV-vis
spektrofotometre (HP 8453 A), mikroskalada enzim aktivite tayini amaciyla ise
multimod mikroplaka okuyucu (Spectra Max M2e) kullanilmigtir. Deneylerde
kullanilan diger 6nemli cihazlar ise hassas terazi (Denver Inst), isiticili manyetik
kanigtiric1 (Heidolph Mr Hei), ¢eker ocak, saf su cihazi (Millipore) ve ultra saf su
sistemi (Millipore), buz dolab1 (Bosch), buz makinesi (Scotsman AF80), Doku ve hiicre
kiiltiirli galismalari igin steril ¢alisma kabini (Bilser), CO; inklbatorii (New Brunswick),
yatay otoklav, biyolojik mikroskop (Motic), derin dondurucu (-20 °C, Bosch), derin
dondurucu -80 °C (Hettich), pH metre (Metter Toledo), sogutucu santrifiij (Hettich),
ultra yiiksek devirli sogutmali ve vakumlu santrifiij (Hanil Science), vorteks (Heidolph)

ve otomatik pipetler (Gilson ve Biohit) kullanilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Bitki orneklerinin toplanmasi, saklanmasi ve tiir teshisi

Tez kapsaminda calisilan bitki 6rnekleri (Cizelge 3.1) Temmuz ve Agustos (2009)
aylarinda Dog¢. Dr. Fatmagiil GEVEN tarafindan Ankara’nin ¢esitli bolgelerinden
toplanmis ve tiir teshisi yapilmistir. Kullanilan bitki 6rneklerinin bir kismi daha sonra

referans olarak kullanma amaciyla Ankara Universitesi Herbaryumu’nda saklanmistir.
3.2.2 Ekstraksiyon oncesi bitki 6rneklerinin hazirlanmasi

Toplanan bitki ornekleri musluk suyu ile yikanmis ve bodylece arazi sartlarindan
kaynaklanan kirlilikten arindirilmistir. Sonra, temiz bir odada iki haftalik siire igerisinde
kurutma kagidi tizerinde kurutulmustur.

Kurutma isleminden sonra bitki ornekleri etiketlenmis ve uygun saklama kutularina
alinmistir. Herbaryum’da kayit altina alinmis olan bitkilerin etiket numaralar1 (voucher

no) ve tiir teshis bilgileri ¢izelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 Bitki 6rneklerine verilen etiket numaralari

Familya Bitki Tard Etiket Numarasi
Asteraceae Centaurea virgata Lam. FG2010-11
Asteraceae Cichorium intybus L. FG2010-27

Euphorbiaceae Euphorbia macroclada FG2010-25
Boiss.

Fabaceae Melilotus officinalis (L.) FG2010-21
Pall.

Zygophyllaceae Zygophyllum fabago L. FG2010-16

Bu bitkilerden, Centaurea virgata, Cichorium intybus ve Melilotus officinalis’in ¢i¢ek

kismi, Euphorbia macroclada’nin ¢i¢cek ve yaprak kisimlart ve Zygophyllum
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fabago’nun yaprak ve meyve kismlari tez ¢alismasi kapsaminda incelenmek {izere

secilmistir.

3.2.3 Bitki orneklerinin ekstraksiyona hazirlanmasi

Belli bitki kisimlarinin ekstraksiyon asamasina hazirlanmasi igin bitki 6rnekleri siv1 azot
yardimiyla iyice ezilmis ve tamamen toz haline getirilmistir. Sivi azot, Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Toz
haline getirilmis olan bitki 6rnekleri 50mL’lik falkonlar i¢ine alinmis ve oda 1sisinda

saklanmistir.

Ekstraksiyon asamasinda bitki drneklerinden polar ve apolar bilesiklerce zengin 6ziit
elde edilmesi amaciyla %99’luk metanol ¢ozgeni kullanilmistir (Cowan 1999). Bitki
ekstraksiyon isleminde 2gr toz bitki 6rnegine 20mL ¢ozgen (toz agirlik-¢g6zgen hacim
orani 1:10 olacak sekilde) eklenmistir. Ekstraksiyon islemine oda 1sisinda 30dk siddetli
karistirma yoluyla baglatilmistir. +4°C’de 24 saat bekletilen ekstraksiyon karisimi,
+4°C, 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant (siv1 fazi) ise temiz bir
cam balona transfer edilmistir. 40°C, 337 mBar basin¢ uygulanarak rotari evaporator
yardimiyla siipernatandaki ¢ozgen uzaklastirilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen
konsantre 6zlt ¢ozlinebildigi miktarda DMSO’da ¢6ziinmiistiir. Coziinen bitki 6ziitleri
alikotlar halinde -20°C’de saklanmistir (Ertiirk 2003, Coruh vd. 2007).

3.2.4 Bitki 6zutlerinin antimikrobiyal analizi
Bitki 6zutlerinin antimikrobiyal aktiviteleri disk difizyon metodu ile belirlenmistir. Bu
amagla, 4 bakteri susu (Bacillus subtilis ATCC-6633, Escherichia coli ATCC-25922,

Pseudomona aeruginosa ATCC-27853 ve Staphylococcus aureus ATCC-25923) ve bir
maya susu (Candida albicans ATCC-10231) secilmistir.
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3.2.4.1 Mikroorganizmalarin iiremesi icin besi yerlerinin hazirlanmasi

Antimikrobiyal etki analizinde bakterilerin iiretilmesi i¢in gerekli olan kat1 besi yeri i¢gin
nutrient agar ve maya susunun tretilmesi i¢in malt ekstrakt agar kullanilmistir. Nutrient
agar besi yeri igin 28 gr besi yeri 1L dH,0 iginde ¢oziilmiistiir. Malt ekstrakt agar’in

hazirlanmasinda ise 39 gr besi yeri 1L dH,O iginde ¢6ziilerek hazirlanmistir.

Mikroorganizmalarin standardizasyonunda sivi besi yeri olarak nutrient broth
kullanilmigtir. Besi yerinin hazirlanmasi igin 8 gr besi yeri 1L dH,0 iginde ¢6ziilmistiir.
Hazirlanan ve sterilize edilen besi yerleri, petri kaplarina ortalama 4.0 mm (+0.5 mm)
derinlikte olacak sekilde dokiilmiistiir. 120 mm’lik ¢apinda olan bir petri kap1 yaklasik
40 mL besi yeri icermistir. S1v1 besi yerinde ise, hazirlanan ve sterilizasyon isleminden
gecen besi yeri 16x16 mm’lik steril cam tiiplere alinmistir. Her steril cam tlip yaklasik
10 mL besi yeri i¢cermistir. Tim besi yerleri hazirlandiktan sonra 4°C’de saklanmigtir
(Silici ve Kog¢ 2006, Altuner ve Cetin 2009). Besi yerlerin dékim ve sterilizasyon
islemleri Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

3.2.4.2 Bitki 6zutlerin disklere emdirilmesi

Bitki 6rneklerinden elde edilen 6zitler, 6 mm‘lik bos ve steril antibiyotik disklerine 5
UL ve 20 pL oraninda emdirilmistir. Oziitlerin emdirildigi diskler bir giin oda 1si1sinda

kurumaya birakilmistir (Altuner ve Cetin 2009).

3.2.4.3 Mikroorganizmalarin standardize edilmesi

Disk diftizyon yonteminde, besi yerlerine yayilan mikroorganizma kiiltiirlerinin standart
miktarda mikroorganizma icermesi gerekmektedir. Bu amagcla mikroorganizma
kiiltiirleri serum fizyolojik (%0.9 NaCl ¢ozeltisi) i¢ine alinarak bulaniklik agisindan
standardize edilmistir. Mikroorganizma igeren serum fizyolojigin bulanikligt McFarland

0.5 standardi ile karsilastirilmistir.
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Mc Farland No 0.5 standardinin hazirlanmasi i¢in; 0.0999 gr BaCl, tartilarak 10 mL
dH,0 ig¢inde ¢oziilmiistiir. Sonra, 100 mL 0.36 N H,SO4 (%1 v/v) ¢6zeltisi hazirlanarak,
BaCl, ¢ozeltisinden 0.5 mL alinmis ve 0.36 N H,SO,’den 99.5 mL ile karistirilmustir .

Mikroorganizma orneklerini 0.5 Mc Farland standardi ile standardize etmek amaciyla,
oncelikle mikroorganizma kaltdrleri izole koloniler elde etmek igin agar ortaminda
ekilmis, 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra iyi izole olmus koloniler 6ze yardimiyla
nutrient broth besi yerine alinmistir. Hazirlanan kiltir 37°C’de 24 saat inkibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, mikroorganizma kiiltiiriinden mikropipet yardimiyla
belli oranlarda canli hiicre alinmis %0.9’luk serum fizyolojik {izerine eklenmistir.
Hazirlanan mikroorganizma siispansiyonu, daha once hazirlanmis olan 0.5 McFarland
standard1 ile karsilastirilarak siispansiyonun bulanikligi ayarlanmistir. 0.5 Mc Farland
ile bulaniklig1 ayarlanan mikroorganizma siispansiyonu tahmin olarak yaklasik 1x107-

1x10° cfu/mL araliginda canli hiicre icermesi gerekmistir (Kirby ve Bauer 1966).

Bu yontemle elde edilen siispansiyonun 0.5 McFarland ile karsilagtirilmasinda seKil

3.1°de sunulan siyah beyaz ¢izgilerden olusan bir kagit kullanilmistir.

= -

L — =
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A
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Sekil 3.1 Bakteri slispansiyonu ile McFarland standardini karsilastirmak i¢in kullanilmis
kagit
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3.2.4.4 Besi yerlerin inokiilasyonu ve disklerin yerlestirilmesi

Inokiilasyon asamasinda hazirlanan ve standardize edilen mikroorganizma
siispansiyonlarindan 100 pL alinmis ve dragalski spatiilii yardimiyla siispansiyon besi
yerinin iizerine yayillmistir (Ertiitk vd. 2006). Mikroorganizma siispansiyonu yayilan
petriler, bitki Oziitii igeren diskler yerlestirilmeden once 15 dakika kurumaya
birakilmistir. Oziit iceren diskler, inhibisyon zonlarmin okunmasini engellememek
amactyla agar iizerinde araliklarla dizilmistir. Disk yerlestirilmesi igleminden 15 dakika

sonra petriler 37 °C ve 24 saat inkiibasyona alinmistir.

3.2.4.5 Inhibisyon zonlarn dl¢iimii

Inhibisyon siirecinin sonunda olusan inhibisyon zonlari, cetvel yardimiyla bir ugtan
diger uca kadar 6l¢iilmiis ve olusan zonlarin ¢apt milimetre (mm) cinsinden ifade
edilmistir.

3.2.4.6 Antimikrobiyal analizde kullanilan negatif ve pozitif kontrol

Negatif kontrol olarak DMSO ve %99’luk metanol disklere emdirilerek kullanilmistir.
Pozitif kontrol olarak ise standart antibiyotik diskler kullanmilmistir. Kullanilan

antibiyotik disklerin listesi ¢izelge 3.4’de sunulmustur.

Cizelge 3.4 Pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerin listesi

Antibiyotik Diski Madde Miktar:
Ampisilin 10mg
Gentamisin 10mg
Streptomisin 10mg
Tetrasiklin 30mg
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3.2.5 Bitki 6zutlerin Lowry metodu ile protein tayini

Bitki drneklerinden elde edilen 6zitlerin protein miktar1 Lowry protein tayin metodu ile
belirlenmistir (Lowry vd. 1951). Alkalin ortamda bakir iyonu (Cu®*) proteinlerdeki
peptid baglari ile bir kompleks olusturur ve Cu'*e indirgenir. indirgenmis bakir ve
proteinlerin yan zincirinde yer alan Tirozin (Tyr), Triptofan (Trp) ve Sistein (Cys)
amino asitleri Folin reaktifinde bulunan fenol yapisin1 indirgeyerek mavi renk
olusumuna neden olurlar. Olusan mavi rengin siddeti protein konsantrasyonu ile
orantilidir ve 600 nm’de spektrofotometrik olarak olgilur. Lowry metodunda, protein
standardi olarak 1 mg/mL sigir serum albomin (BSA) ¢o6zeltisinden faydalanilmis ve
0.1-0.5 mg/mL aralifinda BSA ¢ozeltileri hazirlanmistir. Ayrica, bu metotta kullanilmis
olan Lowry reaktifi; A (%2 Na,COs, 0.1N NaOH), B (%1 CuS0O4.5H,0) ve C (%2 Na-
K tartarat) tamponlarinin sirayla 100:1:1 oraninda karigtirllmasiyla hazirlanmistir.
Folin-Ciocalteu reaktifi ise 1:1 oraninda distile su igerisinde hazirlanmistir. Bitkilerden
elde edilen 6ztlerin protein tayini icin 0.5 mL Kor (sadece saf su), standart protein
cozeltileri (BSA) ve bitki drnekleri iceren tiplere 2.5 mL Lowry reaktifi eklenerek iyice
karnigtirllmistir. Karisim 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siire sonunda tiim
deney tiplerine 0.25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek iyice karistirilmig ve oda
sicakliginda 45 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda tiim soliisyonlarin 600 nm’de
Kor’e karsi absorbans Ol¢limleri alinmistir. Bitki Oziitlerinin protein miktarr, BSA
konsantrasyonuna karsilik gelen ODgoo degerleriyle olusturulan standart kalibrasyon

grafiginden yararlanarak hesaplanmistir.

3.2.6 Bitki oziitlerin toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Toplam fenolik madde tayini spektrofotometrik yontem ile gerceklestirilmistir. Bu
metotta Folin-Ciocalteu reaktifine ek olarak %2’lik sodyum karbonat g¢ozeltisi ve
fenolik madde standardr olarak da gallik asit (GA) kullanilmigtir. Olusan reaksiyona
bagl renk degisimleri ise 750 nm’de absorbans Ol¢iimii ile belirlenmistir. Gallik asit
(1 mg/mL) cézeltisinden 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 mg/mL araliginda DMSO ile hazirlanan
cozeltiler fenolik madde standartlar1 olarak kullanilmistir. Fenolik madde miktar1 tayini

icin 100 pl Kor (sadece DMSO), standard bilesik (GA) ve bitki 06ziitii igeren tiiplere
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1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmis ve iyice karistirilan soliisyonlar oda isisinda
karanlik ortamda 5 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda oziitler, standart ve kor
tdplerine 1 ml %2’°lik sodyum karbonat eklenmis ve iyice karistirildiktan sonra bu kez 1
saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda, tiim
sollisyonlarin 750 nm’de Kor’e karsi absorbans dlgtimleri (OD7sp) alinmistir. Gallik
asidin farkli konsantrasyonlarina karsi dl¢iilen OD7sg degerleriyle olusturulan standart
kalibrasyon grafiginden yararlanilarak Oziitlerdeki toplam fenolik madde miktarlar

hesaplanmistir (Slinkard ve Singleton 1977).

3.2.7 Bitki oziitlerinin toplam flavanoid madde miktarinin belirlenmesi

Bitki 6ziitlerin toplam flavanoid madde miktar1 aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi
ile belirlenmistir. Bu metotta %95’lik etil alkol, %10’luk aliiminyum kloriir ve 1 M
sodyum asetat c¢ozeltileri kullanilmistir.  Aluminyum klorir kolorimetrik yontemi
Woisky ve Salatino tarafindan 1998 yilinda modifiye edilmistir. Bu metotta kuersetin,
kalibrasyon egrisini hazirlamak i¢in kullanilmigtir. 10 mg kuersetin 10 mL %80’lik etil
alkol icerisinde ¢oziilmiis, 25, 50 ve 100 pg/mL’ye seyreltilmistir. Flavanoid madde
tayini icin tpler igcine 0.5 mL kor (%95’lik etil alkol), standart kuersetin soliisyonlari ve
bitki 6zutleri koyulmus, tizerine 1.5 mL %95°1ik etil alkol, 0.1 mL %10’luk aliiminyum
kloriir, 0.1 mL sodyum asetat (1M) ve 2.8 mL DMSO ilave edilerek , 30 dakika karanlik
ortamda ve oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, tiim soliisyonlarin 415
nm’de kore karsi absorbans Olclimleri (ODg4j5) alinmustir. Kuersetin’in - farkh
konsantrasyonlarina karsi Ol¢iilen ODg15 degerleriyle olusturulan standart kalibrasyon
grafiginden  yararlanilarak  Oziitlerdeki toplam flavanoid madde miktarlar

hesaplanmustir.

3.2.8 Toplam polifenol miktarina bagh olarak bitki oziitlerin doz plaka
hazirlanmasi

Enzim aktivitesi iizerine etkilerini incelemek amaciyla, bitki 6ziitlerinden elde edilen
toplam polifenol madde miktarina bagli olarak her bir bitki 6rnegi i¢in sekiz dozda 0zut
plakast hazirlanmistir. Hazirlanan bu plakada, doz araliklar1 en diisiik doz 0.186 ug/mL
ve en yiiksek 23.80 pg/mL olmaktadir.
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3.2.9 Sigir karacigerden homojenat hazirlanmasi

Glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz ve siperoksit dismutaz enzimlerinin
aktivitelerinin tayini ile lipid peroksidasyon inhibisyon deneyinde sigir karacigerinden
elde edilmis homojenat kullanilmistir. Homojenat hazirlama islemi 2 kez, 31 Ocak 2012
ve 16 Ekim 2012 tarihlerinde yapilmustir. izolasyon islemi igin -80 °C’de saklanmus
olan sigir karacigeri tartilarak, agirliginin iki kat1 kadar, 0.15 M potasyum klorir, 1 mM
EDTA ve 1 mM ditiyotreitol iceren 10 mM’lik potasyum fosfat tamponu (pH=7.0)
eklendikten sonra, homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat 4 °C, 10,000 x g’de 20
dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonras1 tliplerde olusan siipernatant alinip baska
tiiplere konulmus ve ikinci kez +4 °C, 30,000 x g’de 60 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifij sonunda elde edilen slpernatant enzim aktivite tayinlerinde kullanilmak

amaciyla ependorflar igerisinde -80 °C’de saklanmistir (Iscan vd. 1998).

3.2.10 Bitki o6zltlerinin  Glutatiyon-S-transferaz  (GST) enzim aktivitesine
etkilerinin analizi

Oziitlerin glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesi tizerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla Habig tarafindan gelistirilmis metot, (Habig vd. 1974) modifiye edilmis ve
mikroplaka uygulamalar1 i¢in minyatiirlestirilmistir (Isgor BS vd. 2005, Isgor BS vd.
2010). Reaksiyon, 5 uL bitki 6ziitii, 33 pL 200 mM’lik fosfat tamponu (pH=6.5), 5 pL
karacigerden izole edilmis GST enzimi (0.7826 mg/mL) ve 200 uL 50 mM’lik CDNB
ve 200 mM’lik GSH igeren 100 mM fosfat tamponu ile 250 pL’lik toplam hacimde, 96
kuyulu mikroplakalarda 240 sn’de ve 340 nm dalga boyunda yiiritilmistir. Bitki
Ozatleri 0.372 pg/mL - 23.81 pg/mL araliginda DMSO ile 1:2 oraninda seri
seyreltmelerle hazirlanmistir. Bu OzUtlerinin enzim aktivitesine olan etkisi ise ozt
yerine ¢Ozgen kullanilan kore karsilik farkli konsantrasyonlardaki oOziitlerin GST
aktivitesine olan etkilerinin kiyaslanmasiyla belirlenmistir. Deney tiim bitki drnekleri
i¢cin duplike olarak yapilmistir. Enzim aktivitesi ise deneysel verilerin agsagidaki formiile

yerlestirilmesiyle hesaplanmistir.

EA(IU/mL)=(ODg34¢/dakika)*(1/e340)*(seyreltme faktori)
& = Soéniimleme Katsayist CDNB igin 9,60 aML.em ™ dir.
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Elde edilen sonuglar ise Gaphpad Prism 6.0 programi yardimiyla analiz edilmis,
oziitlerin % inhibisyon oranlar1 ve bu oranlardan yola ¢ikarak da ICsy degerleri

hesaplanmustir.

3.2.11 Bitki 6ziatlerinin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesine etkilerinin
analizi

Bitki ozdtlerin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi Uzerindeki etkilerini
belirtmek amaciyla GPx enzim aktivite tayini, glutatyon rediiktaz (GR) igeren dolayli
6l¢iim metoduyla gerceklestirilmistir. Bu metotta GPx etkisiyle glutatyon ve hidrojen
peroksitin su ve yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniisimi ile agiga ¢ikan GSSG
tirin miktarina bagli olarak GR’1n ne kadar NADPH molekiiliiniin NADP’ye oksitledigi
340 nm’de takip edilmistir (Isgor vd. 2008).

Tum deneyler 96 kuyulu mikroplakada ve her bitki ornegi ic¢in duplike olarak
gergeklestirilmigtir. Bitki 6zUtleri 1.48 pg/mL - 23.81 pg/mL araliginda DMSO ile 1:2
oraninda seri seyreltmelerle hazirlanmuistir. Ozitlerin GPx enzim aktivitesine olan
etkilerinin tespiti i¢in her bitki 6rnegine karsilik Kor ve enzim kontrolii hazirlanmistir. 5
puL Kor, enzim kontrolii (sadece DMSO) ve bitki 6rnegi iceren kuyulara sirayla 36 pL
0.5 mM’lik EDTA igeren Tris.HCl (pH=8.0) tamponu, 2 pL sigir karaciger dokusundan
elde edilen sitozol (0.9282 mg/mL) (enzim kontrolu harig), 5 puL glutatyon rediktaz (20
U/mL) enzimi, 20 pL 20 mM’lik GSH, 5 puL 10 mM’lik NADPH ¢ozeltisi ve en son
120 pL 30 mM’lik kumilhidroperoksit iceren Tris.HCI tamponu eklenerek karisimin
toplam hacmi 200 pL’ye tamamlanmistir. Karigim karistirildiktan hemen sonra 340
nm’de optik dansitedeki (ODss0) diisiis, 5 dakika siiresince takibe alinmistir. Enzim
aktivitesi ise deneysel verilerin asagidaki formiile yerlestirilmesiyle hesaplanmstir.

EA (1IU/mL)=(OD34o/dakika)x(1/es40)x(seyreltme faktori)

NADPH i¢in 340 nm’deki soniimleme katsayisi (ezs0) 0,00622 nM™t.cm? olarak

alinmustir.
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Elde edilen sonuglar ise Gaphpad Prism 6.0 programi yardimiyla analiz edilmis,
Ozutlerin ylzde (%) inhibisyon oranlar1 ve bu oranlardan yola ¢ikilarak da ICsy degerleri

hesaplanmustir.

3.2.12 Bitki 6zutlerinin katalaz (KAT) enzim aktivitesine etkilerinin analizi

Bitki Ozdtlerinin katalaz (KAT) enzim aktivitesi (zerindeki etkilerini belirlemek
amactyla katalaz aktivite tayini, bu enzimin hidrojen peroksiti suya katalizledigi
reaksiyonun spektorofotometrik olarak 520 nm’de okunup, peroksit miktarindaki
diismeye  bagli  olarak  goriilecek  absorpsiyondaki  azalmanin  takibiyle

gerceklestirilmistir (Aebi 1984, Isgor vd. 2008).

Deney iki asamali olup tamami 96 kuyulu mikro plakalarda yapilmustir. ilk asamada her
bitki dziitiinden 2 pL oraninda alinmis ve mikroplaka kuyucuklarina konulmustur. Bitki
Ozitleri 0.372 pg/mL - 23.81 pg/mL araliginda DMSO ile 1:2 oraninda seri
seyreltmelerle hazirlanmigtir. Sonra, Kor ve 6ziit igeren kuyulara sirastyla 100.1 U/mL
katalaz enziminden 20uL, 50 mM’lik fosfat tamponundan 28uL ve 10 mM’lik H,0,
cOzeltisinden 50 pL eklenerek 2 dakika inkiibasyona almmistir. Inkiibasyon sonrasi
karisima 50 pL 15 mM’lik sodyum azit (NaNs) ilave edilmis ve 5 dakika karanlik
ortamda inkiibe edilmistir. Ikinci inkiibasyondan sonra, yani deneyin ikinci agsamasinda,
her karigimdan 5’er pL 6rnek alinmis ve yan kolondaki kuyulara konulmus, ve bunlara
255 pL kromojen karisimi eklenerek, toplam hacim 260 pL’ye tamamlanmuistir.
Kromojen karigimi ayni giinde kullanmak amaciyla 4-aminoantipirin (4-AP), sodyum
3,5 dikloro-2-hidroksi benzen sulfonat (DHBS) ve horseraddish peroksidaz (HRP)

enziminden (ImL:1mL:1puL) olusturularak hazirlanmistir.

Karisim iyice karistirildiktan sonra karanlik ortamda 40 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi, ortamda kalan H,O, ile kromojen arasinda olusan
reaksiyonda ortaya ¢ikan pembe renk 520 nm dalga boyunda mikroplakada okunmustur.
Bu islemler her bitki 6ziitii i¢in ayr1 ayr1 ve dublike olarak yapilmistir. Enzim aktivitesi

asagida sunulan formiile yerlestirilerek hesaplanmstir.
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EA(IU/mL) = (AH,0,/dakika) x (seyreltme faktori)/ deney hacimi

Elde edilen sonuglar ise Gaphpad Prism 6.0 programi yardimiyla analiz edilmis,
Oziitlerin % inhibisyon oranlar1 ve bu oranlardan yola c¢ikilarak da 1Csy degerleri

hesaplanmustir.

3.2.13 Bitki ozutlerinin superoksit dismitaz (SOD) enzim aktivitesine etkilerinin
analizi

Bitki 6zltlerinin siperoksit dismitaz (SOD) enzim aktivitesi Uzerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla Geller ve Wing (1984) tarafindan gelistirilmis metot, tarafimizdan

kismen degistirilmis ve mikroplaka uygulamalar1 i¢in minyatiirize edilmistir.

SOD enzim aktivitesinin tayini amactyla 0.3 mM ksantin, 25 mM nitro blue tetrazolyum
(NBT) ve ksantin oksidaz igeren ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olusmus siiperoksit
radikalleri, SOD enzim sisteminde kullanilmadiginda ortamda bulunan NBT bilesiginin

rediiksiyonuna ve ortamda renk degisimine neden olmustur.

Oziitlerin SOD enzim aktivitesine olan etkilerinin tespiti igin her bitki 6rnegine karsilik
Kor ve enzim kontrolii hazirlanmistir. 5 pL. Kor, enzim kontrolii (sadece DMSO) ve
0Oziit iceren kuyularin lizerine sirayla 5 pL sitozol (0.9282 mg/mL), 150 pL 0.6 mM’lik
EDTA igeren sodyum karbonat (Na,COg3) tamponu (200 mM; pH=10.0), 75 uL ksantin
(0.3 mM), 10 pL suyla hazirlanan NBT karisimi ve 0.139 U/mL XOD enziminden 5 pL
eklenmistir. Sonra karisim iyice karigtirildiktan sonra kuyularin icinde olusan
reaksiyonlar 550 nm dalga boyunda takibe alinmistir. Deneyde yapilan tiim islemler her
bitki 6rnegi i¢in duplike olarak yapilmistir. Bitki 6zutleri 0.372 pg/mL — 11.90 pg/mL
araliginda DMSO ile 1:2 oraninda seri seyreltmelerle hazirlanmistir. Deneyde yapilan
tiim islemler her bitki 6rnegi i¢in dublike olarak yapilmistir. Deney sonunda, elde edilen

veriler asagida belirtilen formiill kullanilarak hesaplanmaistir.

EA(U/mL) = (ODggsr - ODyest)/(ODkOr)x(seyreltme faktori)
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Elde edilen sonuglar ise Gaphpad Prism 6.0 programi yardimiyla analiz edilmis,
oziitlerin % inhibisyon oranlar1 ve bu oranlardan yola c¢ikilarak da 1Cso degerleri

hesaplanmustir.

3.2.14 Bitki oOzitlerinin  TBARS yontemi ile lipit peroksidasyonu Uzerinde
etkilerinin analizi

Oksijen radikalleri fosfolipitlerin yapilarinda bulunan doymamis serbest yag asitleri ile
reaksiyona girerek, reaktif oksijen tirleri (ROT) olusumuna neden olmaktadir. Diger
taraftan yiuksek ROT diizeyi lipit peroksidasyon iiriinlerinin yikimi sirasinda diisiik
molekiiler agirlikli aldehitlerin olusumuna yol agmaktadir. Malondialdehit (MDA)
bunlardan birisidir. Bu bilesikler ise tiyobarbitiirik asit ile bilesikler olusturma
egilimindedir. Dolayisiyla hiicresel lipid peroksidasyonu diizeyinin belirlenmesinde
tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyona giren bilesik (MDA) duzeylerinin tayini

hiicresel oksidatif stres diizeyi hakkinda bilgi vermektedir.

Lipid peroksidasyonu ve dolayisiyla oksidatif stres seviyesinin tayini icin lipit
peroksidasyon dizeyinin tespiti ve bitki 0Ozutlerinin lipit peroksidasyonu (zerine
etkilerinin belirlenmesi icin Okhawa ve arkadaslarinin (1979) gelistirdigi metot
kullanilmistir. Bu metotta, lipid peroksidasyonunun son Grini olan MDA, asidik
(pH=3.0-4.0) ve sicak (95 °C) bir ortamda tiyobarbitlrik asit (TBA) ile MDA-TBA
kompleksini olusturmustur. Kompleksten olusan pembe renk 532 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.

Bitki ozutlerinin lipit peroksidasyonu Uzerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, 250 pL
sigir karacigerden elde edilen sitozole (11.602 mg/mL), 50uL bitki 6ziiti (5 doz)
ekleyip toplam hacim distile su ile 500 pL’ye tamamlanmistir. Karigim iyice
karistirildiktan sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona alimmistir. Inkiibasyon sonrast;
sirastyla, 400 pL % 15°1ik trikloro asetik asit (TCA), 20uL % 0.01 butil hidroksi toluen
(BHT) ve 80 pL % 0.67°lik TBA eklenip ve 30 dakika kaynar suda kaynamaya
birakilmistir. Kaynama sonrasi, tiiplerdeki karisima 1.5 mL Butan-1-ol eklenip, iyice
kanigtirildiktan sonra tiipler 6000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi, olugan siipernatant alinip, olusan pembe renk 532 nm’de Kore karsi
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spektrofotometrik olarak okunmustur. Deneyde yapilan tiim iglemler her bitki 6rnegi
icin dublike olarak yapilmistir. Bitki ozltleri 1.48 pg/mL - 23.81 ug/mL araliginda

DMSO ile 1:2 oraninda seri seyreltmelerle hazirlanmistir.

Bitki dziitlerinin lipit peroksidasyonu iizerine inhibisyon etkisi, asagida belirtilen formiil

ile hesaplanmstir :

TBARS = [(ODpumune) — (ODysr) / KEE (nM™)] x (SF) = nM MDA Eq
KEE: Kalibrasyon Egrisi Egimi; SF: seyreltme faktoru; Eq: Ekuvalan

% Inhibisyon = [(Akontrol —Asmek) / Akontrol)] X100

Elde edilen sonuglar ise Gaphpad Prism 6.0 programi yardimiyla analiz edilmis,
oOzitlerin % inhibisyon oranlari ve bu oranlardan yola ¢ikilarak da 1Csy degerleri

hesaplanmuistir.
3.2.15 Bitki 6zatlerin insan hticre serilerinin tzerinde olan etkileri
3.2.15.1 Insan hiicre serilerinin canhhginin siirdiiriilmesi

Insan hiicre serileri HL- 60 (insan akut promiyelositik 16semi) ve MCF-7 (meme
kanseri) hiicreleri T-25 kiiltiir kabinda 1x10° hiicre/mL yogunlukta, 10mL besiyeri
igerisinde SAP Enistitiisiinden temin edilmistir. Hiicre serileri standard protokollerin
(Gil vd. 1998, lIsgér vd. 2013) uygulanmasiyla destekli besiyerlerinde (2mM
L-Glutamin, 100 Unite/mL Penisilin-Streptomicin ve %10 Fetal Sigir Serum igeren
RPMI 1640 ve DMEM ) yiizey alam 25 (T-25) ve 150 cm? (T150) olan filtre kapakli
hiicre kiiltiir kaplarinda biiyiitiilmek tizere %5 CO; ve nem destegi saglanmis
incubatorde 37 "C’da aseptik sartlarda bityiitiilmiistiir. Hiicrelerin duplikasyon siirelerine
bagl olarak besiyerleri degistirilmis ve her 2-3 gilinde bir hiicre yogunluguna baglh
olarak pasajlama islemi gergeklestirilmistir. Pasajlama ve yeni hicre ekim
basamaklarinda hiicreler steril salin-fosfat tamponu (PBS) ve ardindan katkisiz

besiyerleri ile yikanmis, santrifuj islemi 5 dakika diisiik hizda (450xg) steril falkon
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tiipler kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicrelerin dublikasyon siireleri ve yogunluklari

rutin olarak tripan mavisi boya diglama metodu ile belirlenmistir.
3.2.15.2 Tripan mavi metodu ile kanser hiicrelerin sayim

HL-60 ve MCF-7 hiicrelerinin canliligi ve yogunlugu tripan mavi boyama dislama
metodu ile yapilmistir. Bu metotta 100 pL hiicre slispansiyonu steril sartlarda kiiltiir
kabindan alinarak, steril olmayan 1.5 mL hacimli ependorf tiiplere aktarilmistir. Bu
hiicre slispansiyonundan alinan her 20 pL’ye 40uL PBS ile seyreltilmis % 0.4’liik tripan
mavisi ¢ozeltisi eklenmis ve hemasitrometre lamina yardimi ile hiicre sayimlari

mikroskop altinda gerceklestirilmistir.

3.2.15.3 XTT metodu ile 6zutlerin kanser hiicresi Gizerine olan sitotoksik etkilerinin
analizi

Bitki dzitlerinin kanserli hiicre modelleri (HL-60 ve MCF-7) lzerinde etkilerini analiz
etmek amaciyla kolorimetrik bir yontem olarak tanman XTT metodu kullanilmistir. Bu
metotda, metabolik aktivitenin dl¢limiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin
olarak 2,3-bis (2-metoksi-4-nitro-5-stlfofenil-2-tetrazoliyum-5-karboksianilid) gibi
tetrazolyum tuzu kullanilmistir. Calisma prensibi, temel olarak proliferasyona ugrayan
hicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyum tuzu (sar1 renk) kullanarak
formazan (turuncu) boya Uretmesi sonucu olusan rengin 450 nm’de mikroplaka

okuyucuda kolorimetrik olarak takibe alinmasidir (Berridge vd. 2005).

Bu yontemde, 96 kuyucuklu hiicre plakalarma 145 pL hicre siispansiyonu (her bir
kuyuda 1x10* kanser hiicresi olacak sekilde) eklenmistir ve 24 saat icerisinde hiicrelerin
yiizeye yapigmalari i¢cin beklenmistir. Bu sure sonunda hticreler invert mikroskop ile
kontrol edildikten sonra bitkilerin metanol 6zitlerinden 5 pL olacak sekilde MCF-7 ve
HL-60 kanser hiicre hatlarina ilave edilerek 24 saat boyunca inkiibasyona alinmistir.
Bitki 0zutlerinin en diisiik dozu 0.372 pg/mL ve en yiiksek dozu 23.81 pg/mL olmak
uzere stok ¢ozeltileri 1:2 oraninda DMSO kullanilarak seri seyreltmeyle hazirlanmistir.
Uygulama yapilmamis hiicreler ¢alismada kontrol olarak kullanilmistir. Inkiibasyon

sonrasi, 2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-silfofenil-2-tetrazoliyum-5 karboksi-anilid) boyasi
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(50 mg/ml PBS ¢o6zeltisinde hazirlandi) 50 plL oraninda 4 saat boyunca 37°C de
hiicreler ile muamele edilmistir. Hiicre canliligi mitokondriden tlrevlenen aktiviteye
bagli olarak formazan iiriinleri olan turuncu rengin olusumunun 450 nm’de mikroplaka

okuyucuda kolorimetrik olarak okumasi ile gergeklestirilmistir (Marshall vd. 1999).
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4. BULGULAR

4.1 Bitki Ozutlerin Verimleri

Centaurea virgata, Cichorium intybus, Euphorbia macroclada, Melilotus officinalis ve
Zygophyllum fabago tirlerinden elde edilen metanolli 6zutlerin % verimleri gizelge

4.1’°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Bitki 6zutlerin (%) verimleri

o Bitki Verim
Bitki Familyasi Bitki Ad1
Kisimlari (%)
Centaurea virgata Lam. Cicek 7.125
Asteraceae : _ :
Cichorium intybus L. Cicek 7.965
Euphorbiaceae Euphorbia macroclada Gigek 6.285
Boiss. yaprak 13.76
Fabaceae Melilotus officinalis Cicek 755
(L.)Pall.
. vl Yaprak 8.62
ygophyllaceae .
Zygophyllum fabago L Meyve 10535

Oziitleme calismalart  sonucunda en yiiksek verim Zygophyllum fabago’nun
meyvesinden ve Euphorbia macroclada’nin yapragindan elde edilmistir. En az verim
ise Euphorbia macroclada’nin ¢igeginden elde edilmistir (Cizelge 4.1).

4.2 Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lari

4.2.1 Disk difiizyon yontemi ile pozitif ve negatif kontrollerin sonuclari
Antibiyotiklerden; Ampisilin, Gentamisin, Streptomisin ve Tetrasiklin pozitif kontrol

olarak (Cizelge 4.2), DMSO ve metanol ise negatif kontrol olarak disk diflizyon

yonteminde standart bakteri suslarina karsi test edilmistir. Negatif kontrol olarak
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kullanilan DMSO ve metanoliin hi¢ bir mikroorganizma susu iizerinde inhibisyon etkisi

goriilmemistir.

4.2.2 Bitki Ozutlerinin disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite tayini
sonuclari

Bitki 6rneklerinden elde edilen metanolli 6zitlerin disk difizyon yéntemi ile
mikroorganizmalar iizerinde gosterdigi inhibisyon etkileri gizelge 4.2°de verilmistir.
C.virgata, M.officinalis ve C.intybus’un ¢igeginden, Z.fabago’nun yapragi ve
meyvesinden ve E.macroclada’nin ¢igeginden ve yapragindan elde edilen metanollii
Ozutlerin antimikrobiyal aktivitesi, 2 adet Gram (+) (B. subtilis ve S. aureus), 2 adet
Gram (-) (E. coli ve P. aeruginosa) bakterileri ile bir adet maya (C. albicans) susu
olmak {iizere toplam 5 adet mikroorganizma lizerinde incelenmistir. Sonuglara gore her
bir bitki 6ziitii en az bir mikroorganizma susu {izerinde inhibisyon etki gostermistir. C.
virgata ¢igeginden elde edilen 0ziit; S. aureus (ATCC 25923), B. subtilis (ATCC 6633),
E. coli (ATCC 25922) ve P. aeruginosa (ATCC 27853) suslari lizerinde 15 mm ile 18
mm arasinda zon ¢api olusturarak en etkili 6ziit olmustur. Ayrica, Z. fabago’nun
yapragindan elde edilen metanollii 6zt tim gram negatif ve gram positif suslart
tizerinde 7 mm ile 12 mm arasinda zon c¢ap1 olusturarak ikinci yiliksek aktiviteyi
gosteren Oziit olarak belirlenmistir. En diisiikk antimikrobiyal aktivite M. officinalis’in
ciceginden hazirlanan 6ziitte gozlenmistir. M. Officinalis’in ¢gigeginden elde edilen 6ziit
sadece S. aeurus (ATCC 25923) tizerinde 10 mm’lik zon olusturarak, antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Ayrica, antimikrobiyal ¢aligmas sirasinda kullanilan tek maya susu

olan C. albicans (ATCC 10231) tim bitki 6zltlerine kars1 direng gostermistir.
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Cizelge 4.2 Bitki oziitlerin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Bitki Ornekleri Mikroorganizmalar
B. subtilis C. albicans E. coli P. aeruginosa S. aureus
Bitki Ad1 Bitki Kism1
inhibisyon Zon Capi (mm)
C. virgata Cicek 18 - 18 15 16
C. intybus Cicek 10 - 11 - 8
Cicek 11 - 10 - 9
E. macroclada
Yaprak 12 - - - -
M. officinalis Cicek - - - - 10
Meyve 9 - 10 7 12
Z. fabago
Yaprak - - 9 - 11
Pozitif Kontrol
Ampisilin 30 - 20 - 20
Gentamisin 18 - - 15 30
Stroptomisin 25 - 23 15 20
Tetrasiklin 13 - 35 20 13

Zon caplari disk ¢apim (6 mm) icerecek sekilde 6l¢tilmiigtiir



4.3 Bitki Ozutlerin Toplam Protein Tayini

4.3.1 Kalibrasyon egrisi

Bitki oziitlerinin toplam protein miktar1 Lowry yontemine gore ¢izilmis, kalibrasyon
egrisine gore hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin ¢izilebilmesi i¢in sigir serum
albumin (BSA)’dan hazirlanmis, farkli konsantrasyonlarda soliisyonlardan elde edilen

absorbans degerleri kullanilmistir (Sekil 4.1).

BSA Kalibrasyon Egrisi

0,9
=08 - y=1.5406x + 0.0875
0,7 R2=0.9594
0,6

0,5
0,4 #/
0,3

0,2 }/

0,1

0ol | | | | |
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Absorbans (600 nm

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.1 Toplam protein tayini i¢in BSA standart egrisi grafigi

4.3.2 Bitki oziitlerinin protein miktar:

Tez calismasinda kullanilan bitkilerden elde edilen metanollii Oziitlerin protein
miktarlar1 Lowry yontemine gore belirlenmistir. Elde edilen veriler cizelge 4.3’te

sunulmustur.
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Cizelge 4.3 Bitki 6z(tlerinin toplam protein miktari

Bitki Adi Bitki Kisimlari Protein Miktar
(mg/mL)

Centaurea virgata Cicek 17.18
Cichorium intybus Cicek 16.59
Euphorbia macroclada Cicek 18.66
Yaprak 48.99
Melilotus officinalis Cicek 7.33
Zygophyllum fabago Yaprak 16.50
Meyve 9.15

Gozlemlenen sonuglara gore, E. macroclada’nin yapragindan elde edilen 6ziit 48.99
mg/mL oraninda igerdigi protein miktar1 ile en yiiksek ve M. officinalis gigegi 7.33
mg/mL oraninda igerdigi protein miktari ile en diisiik protein icerikli 6ziit olarak

belirlenmistir.

4.4 Bitkilerin Toplam Fenolik Madde Tayini

4.4.1 Kalibrasyon egrisi

Bitki oziitlerinin toplam fenolik madde miktarmin belirlenmesi Folin-Ciocalteu (FCR)
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu yontem ile bitki Oziitlerinin toplam fenolik
madde igeriklerinin tayini i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisinde standart olarak farkli
konsantrasyonlarda gallik asit c¢ozeltileri kullamilmistir. Kalibrasyon egrisinin
cizilebilmesi igin gallik asit (GA)’dan hazirlanmig, farkli konsantrasyonlarda

soliusyonlardan elde edilen absorbans degerleri kullanilmistir (Sekil 4.2).
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Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

1,6

*

1,4
1,2 /i y=3.2155x +0.1075

R?=0.98
0,8 /
0,6
0,2 }/

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbans (750nm)

Konsantrasyon (mg/mlL.)

Sekil 4.2 Toplam fenolik madde tayini i¢in gallik asit standart egrisi grafigi

4.4.2 Bitkilerin toplam fenolik madde miktar:

Calismada kullanilan bitki oziitlerinin toplam fenolik madde miktarlart sekil 4.2’deki
kalibrasyon egrisi yardimi ile hesaplanmis ve elde edilen deneysel veriler ¢izelge 4.4°de
verilmistir. Elde edilen verilere gore E. macroclada’nin yapraginin en yiiksek, M.

officinalis’in ¢igeginin ise en diisiik fenolik madde miktarina sahip oldugu gorilmistiir.

Cizelge 4.4 Bitki 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktar1

Bitki Ad1 Bitki Kisimlar: Fenolik madde

Miktar1 (mg/mL)
Centaurea virgata Cicek 93.89
Cichorium intybus Cicek 117.67
Euphorbia macroclada Cicek 143.64
Yaprak 573.10
Melilotus officinalis Cicek 44.01
Zygophyllum fabago Yaprak 114.13
Meyve 48.40
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4.5 Bitki Oztlerinin Toplam Flavonoid Madde Tayini

4.5.1 Kalibrasyon egrisi

Bitki 6zutlerinin toplam flavonoid madde tayini aliminytm klortr klorometrik yontemi
ile belirlenmistir. Bitki o6ziitlerinin toplam flavonoid madde tayini igin c¢izilen
kalibrasyon egrisinde, belirli konsantrasyonlarda hazirlanmis standart kuersetin
cozeltilerinden elde edilen absorbans degerleri kullanilmistir. Kalibrasyon egrisi grafigi

sekil 4.3’te sunulmustur.

Kuersetin Kalibrasyon Egrisi
0,7
0,6
Eos /. v =0.0429x + 0.153
o R2= 0.9985
F o4
E /-/
Zo03
s /./
= 0,2
-
0,1
0 | | | | )
0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.3 Toplam flavonoid madde tayini i¢in kuersetin standart egrisi grafigi

4.5.2 Bitkilerin toplam flavonoid madde miktar:

Calismada kullanilan bitki 6ziitlerinin toplam flavonoid madde miktarlar1 sekil 4.3 deki
kalibrasyon egrisi grafigi yardimiyla hesaplanmis ve elde edilen deneysel veriler cizelge
4.5’te verilmistir. Elde edilen verilere gore E. macroclada’nin yapraginin en yiiksek, Z.
Fabagu’nun meyvesinin ise en diisiikk flavonoid madde miktarma sahip oldugu

gorilmiistiir.
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Cizelge 4.5 Bitki 6ziitlerinin toplam flavonoid madde miktari

Bitki Ad1 Bitki Kisimlari Flavonoid madde
Miktar1 (ng/mL)
Centaurea virgata Cicek 122.81
Cichorium intybus Cicek 94.23
Euphorbia macroclada Cicek 97.63
Yaprak 450.70
Melilotus officinalis Cicek 55.89
Zygophyllum fabago Yaprak 181.47
Meyve 28.96

4.6 Bitki Ozitlerinin Glutatyon-S-Transferaz Enzimi Uzerinde Olan EtKileri

Sigir karaciger dokusundan kismen saflastirilan GST enziminin aktivitesi, 340 nm’de
CDNB-GSH konsantrasyonundaki artisa bagli olarak Ol¢lilmiistiir. Bitki 6ziitleri
olmadan, sadece GST enziminin olusturdugu aktivite degerleri 0.7826 mg/mL enzim
icin 1.721 pmol/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger %100 enzim aktivitesi olarak
kabul edilmis ve bitki 6ziitlerinin GST enzim aktivitesi iizerine etkileri bu degerle

kiyaslanarak belirlenmistir. GST enzim aktivite egrisi sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4 GST enzim aktivite egrisi (Spektrometreden alinan aktivite egrisi)
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GST enzim aktivitesi hesaplandiktan sonra; C. virgata, C. intybus ve M. officinalis
bitkilerinin cicekleri, E. macroclada bitki yaprag: ve cicegi ve Z. fabago bitki yaprag
ve meyve Ozltlerinin GST enzim aktivitesine olan etkileri ¢alisilmistir. %100 enzim
aktivitesine dayanilarak enzimin inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Cizilen egim
grafikleri, 6ziit konsantrasyonlarinin % inhibisyon degerlerine karsilik gelen doz-cevap

egrilerilerine ait grafikler sekil 4.5 - 4.12’de gosterilmistir.

Sekil 4.5’te C. virgata bitki g¢igceginden elde edilen Oziitlin en yiiksek dozu
kullanildiginda en fazla %30 inhibisyon yaptig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.5 C. virgata Lam. bitki ¢icegi Oziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi
Uzerine olan etkisi

C. intybus bitki ¢icegi Ozitiiniin doz-cevap egrisinin ve ICsy degerinin (Sekil 4.6)

gOzlenmesi bu bitki ¢iceginin %50 inhibisyon oraniyla iyi GST inhibitorii oldugunu
gostermektedir. Ayrica, ICsy degeri ise, 0.334 pg/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6 C. intybus L. bitki ¢igegi Oziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi
uzerine olan etkisi (ICs degeri 0.334 pg/mL)

Sekil 4.7 ve 4.8’de E. macroclada bitki ¢icegi ve yapragindan elde edilen 6ziitlerin en
yiksek dozu kullanildiginda sirasiyla en fazla %22 ve %10 inhibisyon yaptigi
gorulmektedir.
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Sekil 4.7 E. macroclada Boiss. bitki ¢i¢egi Oziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim
aktivitesi Uzerine olan etkisi
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Sekil 4.8 E. macroclada Boiss. bitki yapragi oziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim
aktivitesi tzerine olan etkisi

M. officinalis bitki ¢igegi Oziitiiniin doz-cevap egrisi (Sekil 4.9) bu bitki 6ziitlinin en

yliksek dozda en fazla %23 oraninda GST enzimi inhibisyonu yaptigini gostermektedir.
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Sekil 4.9 M. officinalis (L.) Pall. bitki ¢icegi Oziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim
aktivitesi Uzerine olan etkisi

Sekil 4.10°da degisen doz araliklarindaki inhibitor etkileri ve ICs degeri incelendiginde

en yiiksek dozda gozlenen GST enzim inhibisyonu %50 olmaktadir. Bu inhibisyon farki
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Z. fabago bitki meyvesi Oziitiinlin iyi bir inhibitor etkinligi oldugunu gostermektedir.

ICsp degeri, 0.447 ng/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.10 Z. fabago L. bitki meyvesi 6zltunin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi
uzerine olan etkisi (ICso degeri 0.447 pg/mL)

Sekil 4.11 de Z. fabago bitki yapragindan elde edilen 6ziitiin en yiiksek dozu
kullanildiginda bile en fazla %20 inhibisyon yaptig1 goriillmektedir .
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Sekil 4.11 Z. fabago L. bitki yaprag1 oziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi
uzerine olan etkisi
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Sekil 4.12 Bitki 6zutlerinin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi Uizerine olan etkisi

4.7 Bitki Ozutlerinin Glutatyon Peroksidaz Enzimi Uzerine Olan Etkileri

Sigir karaciger dokusundan kismen saflagtirllan GPx enzim aktivitesini belirlemek
amactyla GPx enzim aktivite tayini, glutatyon rediiktaz (GR) igeren indirek Olgim
metoduyla gergeklestirilmistir. Bu metotta GPx etkisiyle glutatyon ve hidrojen
peroksitin, suya ve yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniisli sonrasinda agiga c¢ikan
GSSG iirlin miktarma bagl olarak GR’1n NADPH molekiiliiniin NADP’ye oksidasyonu
340 nm’de takibe almmustir. Bitki Oziitleri olmadan, yani sadece GPx enziminin
olusturdugu aktivite degeri 0.928 mg/mL enzim icin 0.045 mmol/min/mL olarak
hesaplanmistir. Bu deger %100 enzim aktivitesi olarak kabul edilmis ve bitki 6ziitlerinin
GPx enzim aktivitesi Uzerine etkileri bu degerle kiyaslanarak belirlenmistir. GPx enzim

aktivite egrisi sekil 4.13’te sunulmustur.
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Sekil 4.13 GPx enzim aktivite egrisi (Spektrometreden alinan aktivite egrisi)
GPx enzim aktivitesi hesaplandiktan sonra C. virgata, C. intybus ve M. officinalis bitki
cicegi; E. macroclada bitki yapragi ve cicegi, Z. fabago bitki yapragi ve meyve
Ozutlerinin GPx enzim aktivitesi (zerine olan etkileri ¢alisgilmistir. %100 enzim
aktivitesine dayanilarak enzimin inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Cizilen egim
grafikleri, 6ziit konsantrasyonlarinin % inhbisyon degerlerine karsilik gelen doz-cevap

grafikleri sekil 4.14 - 4.21°de gosterilmistir.

C. virgata bitki ¢icegi 6ziitiinin doz-cevap egrisi (Sekil 4.14) incelendiginde, en yiiksek
ve en diisiik dozlarda sirayla %30 ve %10 GPx enzimi inhibisyonuna yol agtigini, bu da
C. virgata bitki cicegi Oziitiiniin en fazla % 20 GPx enzimi inhibisyonu yaptigini

gostermektedir.
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Sekil 4.14 C. virgata Lam. bitki ¢icegi Oziitiiniin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi
uzerine olan etkisi
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Sekil 4.15’te degisen doz araliklarindaki inhibitor etkileri incelendiginde en yiiksek ve
en diisiik dozlarda gozlenen GPx enzimi inhibisyonu sirayla %40 ve %10’dur.
Dolayisiyla bu da C. intybus bitki ¢igegi Oziitiinin %30 inhibisyon yaptigini
gostermektedir.
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Sekil 4.15 C. intybus L. bitki ¢igegi 6ziitiiniin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi
uzerine olan etkisi

Sekil 4.16 ve 4.17°de E. macroclada bitki ¢igegi ve yapragindan elde edilen 6zutlerin en

yiksek dozu kullanildiginda sirasiyla en fazla %30 ve %20 inhibisyon yaptigi
gorulmektedir.
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Sekil 4.16 E. macroclada Boiss. bitki cicegi Oziitiiniin glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesi zerine olan etkisi
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Sekil 4.17 E. macroclada Boiss. bitki yapragi 6ziitiiniin glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesi zerine olan etkisi

Sekil 4.18’de M. officinalis bitki ¢i¢eginden elde edilen Oziitiin en yiiksek dozu
kullanildiginda bile yaklasik olarak en fazla %16 inhibisyon yaptig1 goriillmektedir.
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Sekil 4.18 M. officinalis (L.) Pall. bitki ¢igegi Oziitiinliin glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesi Uzerine olan etkisi

Sekil 4.19 ve 4.20’de Z. fabago bitki meyvesi ve yapragindan elde edilen 6zdtlerin en
yiksek dozu kullanildiginda sirasiyla en fazla %25 ve %18 inhibisyon yaptigi
gortlmektedir.
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Sekil 4.19 Z. fabago L. bitki meyve Ozitinin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi
Uzerine olan etkisi
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Sekil 4.20 Z. fabago L. bitki yapragi oziitiiniin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi
uzerine olan etkisi
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Sekil 4.21 Bitki 6zutlerinin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi izerine olan etkisi

4.8 Bitki Ozitlerinin Katalaz Enzimi Uzerinde Olan Etkileri

Bitki Ozutlerinin katalaz (KAT) enzim aktivitesi tzerinde olan etkilerini belirlemek
amaciyla katalaz aktivite tayini yapilmistir. Bu enzimin hidrojen peroksiti suya
katalizledigi reaksiyon spektrofotometrik olarak 520 nm’de peroksit miktarindaki

diisiise baglh olarak absorbsiyondaki goriilen azalmanin takibiyle gergeklestirilmistir.
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Bitki oziitleri olmadan sadece KAT enziminin olusturdugu aktivite degeri 4.53 mg/mL
saf enzim igin Olgiilen 100.1 umol/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger %100
enzim aktivitesi olarak kabul edilmis ve bitki 6ziitlerinin KAT enzim aktivitesi {izerine
etkileri bu degerle kiyaslanarak belirlenmistir. KAT enziminin aktivitesi H,0;
kalibrasiyon egrisine gore hesaplanmustir. Kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi i¢in H,O- den
hazirlanmis olan farkli konsantrasyonlardan olusan soliisyonlardan elde edilen

absorbans degerlerine gore ¢izilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 H,0; kalibrasyon egrisi

KAT enzim aktivitesi hesaplandiktan sonra; C. virgata, C. intybus ve M. officinalis
bitkilerinin ¢gigekleri, E. macroclada bitkisinin yapragi ve ¢icegi ve Z. fabago bitkisinin
yapragi ve meyve Oziitlerinin KAT enzim aktivitesi lizerine olan etkileri ¢alisilmistir.
%100 enzim aktivitesine dayanilarak enzimin inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir.
Cizilen egim grafikleri, 6ziit konsantrasyonlarinin % inhbisyon degerlerine karsilik

gelen doz-cevap grafikleri sekil 4.23 - 4.30°de gosterilmistir.

C.virgata bitki gicegi 6ziitiinlin doz-cevap egrisi (Sekil 4.23) incelendiginde, kullanilan

dozlarin hig birisinde KAT enzimi inhibisyonu gériilmemektedir.
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Sekil 4.23 C. virgata Lam. bitkisinin ¢igegi 6ziitiiniin katalaz enzim aktivitesi lizerine
olan etkisi

C. intybus bitkisi ¢igegi Oziitiinlin doz-cevap egrisi (Sekil 4.24) incelendiginde, en
yiiksek ve en diisiik dozlarda sirasiyla %5 ve %10 KAT enzimi inhibisyonu yapmasi, C.
intybus  bitkisi ¢igegi Oziitiiniin, zayif bir KAT enzimi inhibitori oldugunu
gOstermektedir.
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Sekil 4.24 C. intybus L. bitkisi ¢igegi Oziitiiniin katalaz enzim aktivitesi iizerine olan
etkisi

Sekil 4.25’te E. macroclada bitkisi ¢i¢eginden elde edilen Oziitiin en yiiksek dozu

kullanildiginda bile en fazla %10 inhibisyon yaptig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.25 E. macroclada Boiss. bitkisi ¢igegi Oziitliniin katalaz enzim aktivitesi lizerine
olan etkisi

Sekil 4.26’da degisen doz araliklarindaki inhibitor etkileri incelendiginde en yiiksek ve
en disik dozlarda gozlenen KAT enzimi inhibisyonu sirayla %60 ve %?20°dir,
dolayisiyla %40 inhibisyon farki vardir ve bu da E. macroclada bitki yapragi oziitiiniin

inhibitdr etkinligini gostermektedir. ICsqo degeri ise, 0.119 pg/mL olarak bulunmustur.

1007
90+
80+
70+
60
50
40

301

inhibisyon (% Kontrol)

20

-3.0 -3.5 -4.0 -4.5 -5.0 -5.5
Log[ Konsantrasyon, g/L]

Sekil 4.26 E. macroclada Boiss. bitki yapragi 6ziitiiniin katalaz enzim aktivitesi lizerine
olan etkisi (1Csp degeri 0.119 pg/mL)
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M. officinalis bitki ¢icegi oOziitiiniin doz-cevap egrisi (Sekil 4.27) incelendiginde,

kullanilan dozlarin hig birisinde KAT enzimi inhibisyonu gOriilmemektedir.
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Sekil 4.27 M. officinalis (L.) Pall. bitki ¢i¢egi oziitiinlin katalaz enzim aktivitesi ilizerine
olan etkisi

En yiksek dozda gozlenen %50 KAT enzim inhibisyonu ve ICsy degerinin (Sekil 4.28)
gOzlenmesi Z. fabago bitki meyve oziitiiniin iyi bir KAT inhibitorii oldugunu gbz 6niine

sermektedir. 1Csq degeri ise, 0.083 pug/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.28 Z. fabago L. bitki meyve 0zutiniin katalaz enzim aktivitesi Gzerine olan
etkisi (ICsp degeri 0.083 pg/mL)
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Sekil 4.29°da Z. fabago bitki yapragindan elde edilen o6ziitin en yiliksek dozu
kullanildiginda bile en fazla %12 inhibisyon yaptig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.29 Z. fabago L. bitki yapragi oziitiiniin katalaz enzim aktivitesi Uzerine olan
etkisi
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Sekil 4.30 Bitki 6ztlerinin katalaz enzim aktivitesi izerine olan etkisi
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4.9 Bitki Ozutlerinin Superoksit Dismutaz Enzimi Uzerinde Olan EtKileri

Sigir karaciger dokusundan kismen saflagtirllan SOD enzim aktivitesini belirtmek
amaciyla, Geller ve Wing (1984) tarafindan gelistirilmis metod kullanilmistir. Bu
metotta, 0.3 mM ksantin, 25 mM NBT ve ksantin oksidaz iceren ksantin- ksantin
oksidaz sisteminden olusan siiperoksit radikalleri SOD enzim sisteminde kullanilmadigi
takdirde ortamda bulunan NBT bilesiginin rediiksiyonuna ve dolayisiyla ortamdaki renk
degisimine neden olmustur. Ortamdaki renk degisimi spektrofotometrik olarak 550

nm’de ortamda bulunan rediiklenmis NBT miktarina gore 6l¢iilmiistiir.

Bitki oziitleri olmadan, yani sadece SOD enziminin olusturdugu aktivite degeri 0.9282
mg/mL enzim i¢in Ol¢iilen 0.3818 umol/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger %100
enzim aktivitesi olarak kabul edilmis ve bitki 6ziitlerinin SOD enzim aktivitesi {izerine
etkileri bu degere kiyaslanarak belirlenmistir. SOD enzim aktivite egrisi sekil 4.31°de

sunulmustur.
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Sekil 4.31 SOD enzim aktivite egrisi (Spektrometreden alinan aktivite egrisi)

SOD enzim aktivitesi hesaplandiktan sonra; C. virgata, C. intybus ve M. officinalis bitki
cicegi, E. macroclada bitki yapragi ve ¢igegi ve Z. fabago bitki yapragi ve meyve
Oziitlerinin SOD enzim aktivitesi iizerine olan etkileri calisilmistir. %100 enzim

aktivitesine dayanilarak enzimin inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Cizilen egim

71



grafikleri, 6ziit konsantrasyonlariin % inhbisyon degerlerine karsi ¢izildigi doz-cevap

grafikleri olarak sekil 4.32 - 4.39°da gosterilmistir.

C. virgata bitki ¢igegi ozitiinin doz-cevap egrisi (Sekil 4.32) gozlenerek bu bitki
0zltunln sadece en diisiik dozda en fazla %10 oraninda SOD enzimi inhibisyonu

yaptigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.32 C. virgata Lam. bitki ¢igegi oziitiiniin superoksit dismutaz enzim aktivitesi
Uzerine olan etkisi

C. intybus bitki ¢icegi Oziitiinin doz-cevap egrisi (Sekil 4.33) gozlenerek en yuksek

dozda bu bitki Ozitunin %30 oraninda SOD enzimi inhibisyonu yapmasini
belirtmektedir.
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Sekil 4.33 C. intybus L. bitki ¢icegi Oziitiiniin superoksit dismutaz enzim aktivitesi
Uzerine olan etkisi

E. macroclada bitki ¢igegi oziitiinln doz-cevap egrisi (Sekil 4.34) gozlenerek ve en
yiiksek ve diigiik dozlarda sirayla %40 ve %10 SOD enzimi inhibisyonu yapmasi, bu da
E. macroclada bitki ¢igegi oOziitiiniin %30 SOD enzimi inhibisyonu yapmasini
belirtmektedir.
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Sekil 4.34 E. macroclada Boiss. bitki ¢igegi Oziitiiniin superoksit dismutaz enzim
aktivitesi Uzerine olan etkisi
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Sekil 4.35’te sunulan doz-cevap egrisinde, en yiiksek ve en diisilk dozlarda g6zlenen
sirayla %30 ve %5 SOD enzimi inhibisyonun goriilmesi E. macroclada bitki yapragi

Oziitliniin %25 inhibisyon yaptigini gostermektedir.
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Sekil 4.35 E. macroclada Boiss. bitki yapragi 6zitlnln superoksit dismutaz enzim
aktivitesi tGzerine olan etkisi

M. officinalis bitki ¢igegi oOziitinin doz-cevap egrisi (Sekil 4.36) izlendiginde,

kullanilan dozlarin hig birisinde SOD enzimi inhibisyonu gorilmemektedir.
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Sekil 4.36 M. officinalis (L.) Pall. bitki ¢igegi Oziitiiniin superoksit dismutaz enzim
aktivitesi tzerine olan etkisi
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Z. fabago bitki meyvesi 6zitlnin doz-cevap egrisi (Sekil 4.37) izlendiginde, biitiin

dozlarda inhibisyon oran1 %20 ve %25 arasinda sabit kalmasin1 gostermektedir.
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Sekil 4.37 Z. fabago L. bitki meyvesi 6zitlniin superoksit dismutaz enzim aktivitesi
Uzerine olan etkisi

Sekil 4.38’de Z. fabago bitki yapragi oOziitiiniin doz-cevap egrisi incelendiginde,

kullanilan dozlarin hig birisinde SOD enzimi inhibisyonu goriilmemektedir.
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Sekil 4.38 Z. fabago L. bitki yapragi oziitiiniin superoksit dismutaz enzim aktivitesi
uzerine olan etkisi
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Sekil 4.39 Bitki 6zutlerinin superoksit dismutaz enzim aktivitesi Gzerine olan etkisi

4.10 Bitki Ozutlerinin Lipit Peroksidasyon Uzerinde Olan EtKileri

Bitki Oziitlerinin lipit peroksidasyon iizerinde olan etkilerini belirlemek amaciyla
tiyobarbiturik asit (TBARS) metodu kullanilmistir. Bu metotta, lipit peroksidasyonunun
son iriinii bilinen MDA, asidik ve sicak bir ortamda TBA ile reaksiyona girerek, MDA-
TBA kompleksini olusturmaktadir. Bu kompleksten ortaya c¢ikan pembe renk
spektrofotometrik olarak 532nm’de MDA miktarindaki diisiise bagli olarak

absorbsiyondaki goriilen azalmanin takibiyle gerceklestirilmistir.

Bitki Ozutleri olmadan sadece karaciger dokusundan elde edilen sitozolun (11.602
mg/mL), Malondialdehit (MDA) miktari 0.151 (nmol/mgprotein) olarak hesaplanmustir.
Bu deger karacigerden elde edilen sitozolun toplam MDA miktar1 olarak kabul edilmis
ve bitki Ozutlerinin lipit peroksidasyonu fiizerine etkileri bu degerle kiyaslanarak
belirlenmistir. Karaciger dokusundan elde edilen sitozolun toplam MDA miktari, MDA
kalibrasyon egrisine gore hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi icin MDA’den
hazirlanmis olan farkli konsantrasyonlardan olusan soliisyonlardan elde edilen

absorbans degerlerine gore ¢izilmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40 MDA kalibrasyon egrisi

Sitozol toplam MDA miktar1 hesapladiktan sonra; C. virgata, C. intybus ve M.
officinalis bitkilerinin gicekleri, E. macroclada bitkisinin yaprag: ve gigegi ve Z. fabago
bitkisinin yapragi ve meyve Oziitlerinin lipit peroksidasyon {izerine olan etkileri
calisgtlmigtir. Sitozol toplam MDA miktarina dayanilarak lipit peroksidasyon ylizdeleri
hesaplanmistir. Cizilen egim grafikleri, 0©ziit konsantrasyonlarinin % inhibisyon

degerlerine karsilik gelen doz-cevap grafikleri Sekil 4.41- 4.48°de gbsterilmistir.

Sekil 4.41°de C. virgata bitki ¢igeginden elde edilen oziitin en yiiksek dozu
kullanildiginda en fazla %10 inhibisyon yaptig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.41 C. virgata Lam. bitki ¢i¢egi 6ziitiiniin lipit peroksidasyon iizerine olan etkisi
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Sekil 4.42°’de C.intybus bitki c¢iceginden elde edilen oOziitin en disiik dozu

kullanildiginda en fazla %5 oraninda inhibisyon yaptig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.42 C. intybus L. bitki ¢igegi 6ziitiiniin lipit peroksidasyon tizerine olan etkisi

Sekil 4.43 ve 4.44’te E. macroclada bitki ¢igegi ve yapragindan elde edilen 6zutlerin en
disik dozu kullanildiginda sirasiyla en fazla %30 ve %S5 inhibisyon yaptigi
gorulmektedir.
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Sekil 4.43 E. macroclada Boiss. bitki ¢i¢egi 6ziitliniin lipit peroksidasyon lizerine olan
etkisi
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Sekil 4.44 E. macroclada Boiss. bitki yapragi oziitiiniin lipit peroksidasyon tiizerine
olan etkisi

M. officinalis bitki ¢icegi oziitinin doz-cevap egrisi (Sekil 4.45) gozlenerek bu bitki
0zltunin en yuksek doz harig, diger dozlarda en fazla %5 oraninda lipit peroksidasyon

inhibisyonu yaptigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.45 M. officinalis (L.) Pall. bitki ¢igegi 6ziitiiniin lipit peroksidasyon iizerine olan
etkisi
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Sekil 4.46 ve 4.47°de Z. fabago bitki meyvesi ve yapragindan elde edilen Ozdtlerin en

diisiik dozu kullanildiginda sirasiyla en fazla %25 ve %10 inhibisyon yaptig

gorulmektedir.

inhibisyon (% Kontrol)

901

801

701

60

501

404

301

201

101

-101

-20-

P

-3.5 -4.0 -4.5 -5.0 5.5
Log[ Konsantrasyon, g/L]

Sekil 4.46 Z. fabago L. bitki meyvesi 6zdtlndn lipit peroksidasyon tzerine olan etkisi
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Sekil 4.47 Z. fabago L. bitki yaprag: 6ziitiiniin lipit peroksidasyon {izerine olan etkisi
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Sekil 4.48 Bitki ozutlerinin lipit peroksidasyon tizerine olan etkisi

4.11 XTT Metodu ile Oziitlerin Kanser Hiicresi Uzerine Olan Sitotoksik Etkileri

Calisma kapsaminda daha 6nce enzim caligsmalarinda en iyi enzim inhibisyonu gdsteren
Z. fabago ‘nun meyvesi, E. macroclada’nin yapragi ve C. intybus’un ¢igeginden
hazirlanan metanol oziitlerinin hiicre canlilii lizerine etkisini belirlemek amaci ile
HL-60 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarina 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
(0.372-23.81 pg/mL) uygulama yapilmistir. Uygulama yapilmamis kontrol hiicreler ve
bitki oziitleri ile muamele edilmis 6rnekler 4 saat boyunca 37°C ‘de XTT reaktifi ile
inklibe edilmistir. Hiicre canliligi mitokondrisi aktif olan uygulama yapilmamis
hiicrelerdeki formazan olusumuna bagli olarak turuncu rengin olusumu 450 nm dalga
boyunda yapilan kolorimetrik analizine gore % 100 canli olarak kabul edilmistir.
Uygulama yapilan hiicrelerdeki spektrofotometre okumasi bu deger ile oranlanarak

hiicre canlilig1 olarak (%) ifade edilmistir.

Elde edilen sonuglar, E. macroclada yapragimmin ve C. intybus g¢iceginin metanol
ozitlerinin farkli dozlarda %65 ve %69 civarinda HL-60 hiicre canliliginin inhibe
ettigini gostermistir (Sekil 4.49 ve Sekil 4.50). IC50 degerleri ise, 0.027 ve 0.002 ug/mL
olarak belirlenmistir. Z. fabago meyvesinden hazirlanan 6ziit tim dozlarda inhibisyon
orani %61 civarinda sabit kalmistir. Hazirlanan bitki 6ziitlerinin hi¢ birisi MCF-7 meme

kanseri hiicre canliligina her hangi bir etki géstermemistir.

81



0.47

0.3

0.27

OD450

0.1

B E. macroclada
- Z.fabago

A C.intybus
0.0 T T T T T T 1

-1.5 -2.0 -2.5 -3.0 -3.5 -4.0 -4.5 -5.0

Log [konsantrasyon, mg/L]

Sekil 4.49 XTT metodunda gerceklenen absorbans degisimi
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Sekil 4.50 Bitki 6zitlerinin HL-60 hiicre hatt1 tizerinde olan etKisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez caligma kapsaminda, iklim oOzelliklerinden dolayr zengin bitki florasina sahip
Ankara’nin gesitli bolgelerinde yetisen C. virgata, C. intybus ve M. officinalis’in ¢igcek
kisimlari, E. macroclada’nin ¢i¢cek ve yaprak kisimlar1 ve Z. fabago’nun meyve ve
yaprak kisimlarindan elde edilen metanollii 6ziitlerin mikrobiyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri incelenmistir. Bu calismada, bitkilerin ilgili kisimlarindan elde edilen
metanollii 6ziitlerin toplam fenolik ve flavonoid bilesik miktari, protein igerikleri ve
insanda sarta bagli patojenik etkisi olan bes farkli bakteri ve maya suslar1 iizerinde
antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Ayrica, bitki Oziitlerinin kemoterapotik direng
mekanizmalarina olan etkileri ayn1 zamanda antioksidan savunmada gorev yapan SOD
ve GST enzimlerine olan etkileri doz-cevap analizleriyle ve kemoterapdtiklerin etkinligi
uzerinde rolli olan antioksidan savunma sistemi enzimlerine (KAT ve GPx) ve lipit
peroksidasyon mekanizmasina olan etkinlikleri doz-cevap analizleriyle incelenmistir.
En son asamada ise, bitki oziitlerinin hiicre canlilig1 ve biliylimesi iizerine etkileri, insan
I6semi (HL-60) ve meme kanseri (MCF-7) hicrelerinde sitotoksisite analizleriyle

arastirilmastir.

Kemoterapdtik uygulamalarin 6nemli bir yan etkisi olarak goriilen bagisiklik sisteminin
zayiflamasi ile bagisiklik sisteminde tretilen ROT’un liretiminde azalma, hastanin
enfeksiyona agik hale gelmesi gibi sebeplerle terapinin etkinligini yitirmesine veya uzun
siireye yayilarak siirmesine neden oldugu bilinmektedir. Baz1 bitki 6ziitlerinde bulunan
ucucu yaglar, alkaloidler, fenoller ve flavonoidlerin antimikrobiyal etkilerinin oldugu

uzun yillardan beri bilinmektedir (Cowan 1999) .

Bu calismada; C. virgata, C. intybus ve M. officinalis’in ¢i¢egi, E. macroclada’nin
cicegi ve yapragi ve Z. fabago meyvesi ve yapragindan elde edilen metanollii
Ozitlerinin  Gram (+) (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) ve Gram (-)
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) bazi bakteriler ve maya susu (Candida
albicans) Uzerine olan etkilerini saptamak amaciyla disk diflizyon yontemi
kullanilmistir. Belirlenen bitki kisimlarindan elde edilen metanollii 6ziitler 5 pL. ve 20

puL olmak iizere 6 mm’lik disklere emdirilmistir. Yalniz, 5 uL 6ziit emdirilen hi¢ bir
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bitki 6rneginin diskleri ¢evresinde onemli Glglide zon gézlemlenememistir. Sonuclara
gore her bir bitki Oziitii en az bir mikroorganizma susu iizerinde inhibisyon etki

gostermistir.

S. aureus gida zehirlenmesi, osteomiyelit, poliartrit ve endokardit gibi bir¢ok hastaligin
nedeni olarak taninmaktadir (Hajjeh vd. 1999). Bu ¢alismada, E. macroclada bitkisi
yapragi haricinde tiim metanollii bitki oziitleri S. aureus Uzerinde antimikrobiyal etki
sergilemistir. Ayrica, C. virgata giceginden elde edilen 6ziit; S. aureus tzerinde 16 mm,
B. subtilis ve E. coli Gzerinde 18 mm ve P. aeruginosa iizerinde 15 mm zon ¢ap1
olusturarak bu bakteri suslarina kars1 en etkili 6ziit olmustur. C. virgata bitkisi ¢i¢eginin
metanol 6zitunin S. aureus ve B. subtilis’e olan etkisinin pozitif kontrol olan
tetrasiklin’e gore daha etkin oldugu ve gentamisin ile aym etkiyi gosterdigi
gozlemlenmistir. Ayrica, bu bitki Oziitiiniin E. coli zerinde, pozitif kontrol olan
ampisiline yakin bir etki gosterdigi, P. aeruginosa’ya olan etkisinin de gentamisin ve

stroptomisin kontrolleri ile ayn1 oldugu gériilmistiir.

En disiik antimikrobiyal aktivite M. officinalis’in ¢igceginden hazirlanan oziitte
gozlemlenmistir. M. officinalisin ¢i¢eginden elde edilen 6ziit sadece S. aeurus Uzerinde
10 mm’lik zon olusturarak, antimikrobiyal aktivite géstermistir. Ayrica, antimikrobiyal
deneylerinde tek maya susu olarak kullanilan C. albicans tiim bitki Oziitlerine kars1

direng gostermistir.

Toplam protein tayini ¢alismasinda, E. macroclada bitkisi yapragi (48.99 mg/mL)
caligilan diger bitkilerin kisimlarinin metanollii 6ziitlerine gore oldukga fazla miktarda
protein icerik gostermistir. Bu bakimdan E. macroclada bitkisi yapragi oldukga dikkat
cekicidir. Ayrica, M. officinalis bitkisi ¢icegi igerdigi 7.33 mg/mL protein miktari ile en

diisiik protein igerikli 6ziit olarak belirlenmistir.

Fenolik bilesikler, antioksidan aktivite de dahil olmak {izere birden fazla biyolojik etki
gostermektedir. Bu nedenle, bitki Oziitlerinin fenolik igeriklerinin degerlendirilmesi
olduk¢a 6nem kazanmustir. Calisma kapsaminda, bitki 6zdtlerinin toplam fenolik madde

miktarinin belirlenmesi Folin-Ciocalteu (FCR) yontemi kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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Toplam fenolik madde tayini calismasinda E. macroclada bitkisi yapragi metanol
Oziitlinlin, calisilan diger bitkilerin kisimlart ve metanol Ozutlerine gore daha fazla
(573.10 mg/mL) fenolik bilesik i¢erdigi gézlenmistir. Elde edilen veriler, M. officinalis
bitkisi ¢i¢eginin igerdigi 44.01 mg/mL fenolik madde miktar1 ile en diisiik fenolik

madde miktarina sahip oldugunu gostermistir.

Calisilan bitkilerde bir fenolik bilesik olan flavonoidin, tayini ¢alismasi sonucunda E.
macroclada bitkisi yapraginin metanol oziitiiniin (450.70 pg/mL), diger bitki oziitlerine
gore daha fazla flavonoid igerdigi saptanmistir. Ayrica, Z. fabago bitkisi meyvesi
icerdigi 28.96 pg/mL flavonoid bilesigi ile en diisiik flavonoid igerikli 6ziit olarak

belirlenmistir.

Sonug¢ olarak; toplam protein miktar tayini, fenolik ve flavonoid bilesik tayini
caligmalarinda E. macroclada bitkisi yapraginin metanollii 6ziitii diger bitki 6zUtlerine

gore dnemli derecede bu bilesikleri icerdigi goriilmiistiir.

Bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen metanollii 6ziitlerin glutatyon-S-transferaz
(GST), glutatyon peroksidaz (GPy), katalaz (KAT), superoksid dismitaz (SOD), lipit
peroksidasyon ve HL-60 ve MCF-7 hiicre hatlar1 {izerinde olan etkilerini inceleme
amacuyla, bitki 6ziitlerinin konsantrasyonlar: bitkilerin toplam fenolik madde miktarma
gore standardize edilmis olup, konsantrasyon - % inhibisyon grafikleri olusturulmustur.
Inhibisyon gosteren bitki ornekleri dziitlerinin % inhibisyon yapan konsantrasyonlar
(ICsp), bu standardize degerler tizerinden pg/mL olarak hesaplanmigtir. Toplam fenolik
bilesik miktarina gore konsantrasyonlar1 en diisiik (0.186 pg/mL) ve en yiiksek (23.81

pg/mL) olarak standardize edilmis, bitki 6ziitleri 1/2 oraninda 8 doza diliiye edilmistir.

Normal fiziyolojik sartlarda olusan hiicre i¢i reaktif oksijen bilesiklerinin
detoksifikasyonu antioksidan savunma sistemi tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu
sistem ise KAT, SOD ve GPy enzimlerini kapsamakla beraber, glutatyon
metabolizmasinda rol alan GST enziminin de antioksidan savunma ve ROT
detoksifikasyon mekanizmalarinda rol oynadigi belirlenmistir. Hucresel ROT

diizeyindeki  artigin  hiicre  dongiisiinli  yavaglatmas1  sebebiyle  kanser
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kemoterapoétiklerinin etkinliklerini  diislirdiigli, kaspaz aktivitesinin inhibisyonunu
yaparak ve 0lim reseptorlerini inaktiflestirerek terapdtik aracilikli apoptozu engelledigi
ve bunun sonucunda bazi kemoterapotiklerin etkinligini diisiirdiigii gosterilmektedir
(Conklin 2004). Bu sebeple fenolik bilesikler gibi lipid peroksidasyonunu engelleyecek
antioksidanlarin kullaniminin kanser terapdtik etkinligini arttiracagi diasunulmektedir.
Diger taraftan ROT detoksifikasyonu sirasinda agiga ¢ikan hidrojen peroksitin katalaz
veya glutatyon peroksidaz enzimlerinin inhibisyonuna bagli olarak veya nonsteroid
antienflamatuvar ilaclarin varliginda birikmesi sonucu kanser hiicrelerinde saglikli
hiicrelere kiyasla segici apoptoz indiikksiyonu gozlenmistir (Marchetti vd. 2009).
Dolayisiyla kemoterapotik etki mekanizmasina bagli olarak farkli yollarla ROT
detoksifikasyon = mekanizmasinin ~ kontroliiniin  ilag  etkinligini  arttiracag
distiniilmektedir. Bu c¢alismada, farkli bitki kisimlarindan elde edilen metanollii
oOzutlerin, oksidatif savunma sisteminde rol alan enzimler Uzerindeki etkileri

incelenmistir.

Calisma kapsaminda, ilk olarak metanollii bitki oziitlerinin, GST enzimi aktivitesi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Oziitlerin GST enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla Habig ve arkadaslart (1974) tarafindan gelistirilmis metot,
modifiye edilmis ve mikroplaka uygulamalari i¢in minyatiirize edilmistir. Bu amag
kapsaminda, toplam fenolik madde miktarina gore standardize edilmis konsantrasyonlar
7 dozda (0.372-23.80 pg/mL pg/mL) kullanilmigtir. Mikroplaka diizeyinde uygulamak
amactyla ilk olarak, bitki 6ziitleri olmadan sigir karacigerinden kismen izole edilen GST
enzimi, i¢erdigi protein miktarina gore 4.069, 5.94, 1.252 ve 0.782 mg/mL olmak Uzere
enzim kalibrasyonu yapilmistir. Her konsantrasyon i¢in ayr1 ayr1 grafik egrileri
cizilmistir. Cizilen grafik sonuglarina gore en iyi enzim aktivitesi grafik egrisi 0.782 mg
protein/mL (Sekil 4.4) konsantrasyonuna ait oldugu i¢in tim GST deneyi boyunca
kullanilan sitozol miktari 0.782 mg/mL olarak tespit edilmistir. Ayrica, bu deger i¢in
Olgiilen enzim aktivitesi 1.721 umol/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger %100
enzim aktivitesi olarak kabul edilmis ve bitki 6ziitlerinin GST enzim aktivitesi ilizerine

etkileri bu deger ile kiyaslanarak belirlenmistir.
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Elde edilen sonuclara gore, Z. fabago meyvesinden elde edilen 6ziit 0.447 pug/mL ICs
degeri ile %50 oraninda GST enzimini inhibe etmistir. Ayrica, C. intybus ¢igeginden
elde edilen 6zlt 0.334 pg/mL ICs degeri ile %49 oraninda GST enzimini inhibe ederek
iyi bir GST enzimi inhibitorl olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada, en zayif inhibisyon

orani E. macroclada yapragindan elde edilen oziitte tespit edilmistir.

Bitki 6zltlerinin glutatyon peroksidaz (GP4) enzim aktivitesi Uzerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla Isgor ve arkadaslar1 (2008) tarafindan sunulan metot kullanilmustir.
Bu amag¢ dogrultusunda, ilk olarak enzim kalibrasyonu yapmak i¢in sigir karaciger
dokusundan kismen saflastirilan GPy enzimi, igerdigi protein miktarina gore 5 dozda
(0.464, 0.928, 1.856, 3.713 ve 7.426 mg/mL) kullanilmistir. Her protein konsantrasyonu
icin ayr1 ayri grafikler ¢izilmistir. Cizilen grafik sonuglarinda, en iyi grafik egrisi 0.928
mg/mL i¢in tespit edilmistir (Sekil 4.13). Bu deger igin Olgulen enzim aktivitesi 0.045
mmol/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger %100 enzim aktivitesi olarak kabul
edilmis ve bitki Oziitlerinin GPx enzim aktivitesi iizerine etkileri bu deger ile

kiyaslanarak belirlenmistir.

Bitki Ozutlerin GPy enzim aktivitesi tzerindeki etkilerini belirlemek amaciyla deneyde
toplam fenolik madde miktarina gére standardize edilmis konsantrasyonlardan 6 doz
(0.744 - 23.81ug/mL) kullanmilmistir. GPy deneyinde, GPx enzim aktivite tayini,
glutatyon rediktaz (GR) igeren indirek Olcim metoduyla gergeklestirilmistir.
Dolayisiyla, bu metodu uygulamak amaciyla, GPx enziminin substratlari olarak taninan
hidrojen peroksit, kumil hidroperoksit ve tert-butil hidroperoksit maddelerinin GPy
enzim aktivitesi tizerinde olan etkileri arastirilmistir. Kullanilan her substrat i¢in ayri
ayr1 GPy enzim aktivite hesaplamasi yapilmstir. Elde edilen sonuglar, GPx i¢in en iyi

substratin kumil hidroperoksit oldugunu gostermistir.

Elde edilen doz-cevap egrileri incelendiginde, E. macroclada ve C. intybus ¢i¢eginden
izole edilen oziitlerin %30 oraninda GPy enzimini inhibe ettikleri gézlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore M. officinalis ¢igeginden elde edilen 6ziit %16 inhibisyon oraniyla

en diisiik GPy inhibisyonunu gostermistir.
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Bitki ozdtlerinin katalaz enzim aktivitesi (izerindeki etkilerini incelemek amaciyla Aebi
(1984) tarafindan gelistirilmis metot modifiye edilmis ve mikroplaka uygulamalari i¢in
minyatiirize edilmistir. Daha 6nce bahsedildigi gibi, katalaz enzimi H,O, molekulind su
ve oksijen molekillerine ¢evirmektedir. Dolayisiyla, katalaz enzimi c¢alismasinda ilk
asamada substrat olarak kullanilan H2O, molekiiliiniin kalibrasyonu yapilmistir. Daha
sonra, ticari olarak temin edilen katalaz, saf enzim kullanilarak kromojen olarak
kullanilan 4.AP ve DHBS konsantrasyonlar1 ile kalibre edilmistir. Ayrica, deneyde
kullanilan tiim reaktifler kalibrasyon sonrasi sigir karacigerden elde edilen sitozol
tizerinde incelenmistir. Ancak elde edilen sonuclara gore sigir karacigerden izole edilen
sitozollin katalaz enzimini icermedigi goriilmiistiir. Dolayisiyla, tiim deneyler ticari
olarak temin edilen saf katalaz enzimi kullanilarak yapilmistir. Ayrica, bitki 6ziitlerinin
katalaz enzim aktivitesi lizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, toplam fenolik madde
miktarma gore 7 doz (0.372-23.81 pg/mL) olarak standardize edilmis

konsantrasyonlardan kullanilmistir.

Bitki 6zutlerinin katalaz enzimi Gzerinde olan etkilerinden elde edilen doz-cevap egrileri
incelendiginde, Z. fabago meyvesinden elde edilen 6ziit 0.083 pg/mL ICsy degeri ile
%50 oraninda katalaz enzimi inhibe etmistir. Ayrica, E. macroclada yapragindan elde
edilen metanollii 6ziit %40 oraninda 0.119 pg/mL ICsq degeri ile katalaz enziminin
inhibisyonuna neden olmustur. Bu deneyde, C. virgata ve M. officinalis ¢igeginden elde
edilen metanollii Ozitlerin doz-cevap egrileri incelendiginde, bu bitki Oziitlerinin

higbirinin katalaz enzimi Uzerinde inhibisyon etkisinin olmadig1 gorinmiistiir.

Bitki Ozdtlerinin stperoksit dismitaz (SOD) enzim aktivitesi Uzerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla Geller ve Wing (1984) tarafindan gelistirilmis metot, kismen
degistirilmis ve miktoplaka uygulamalar1 i¢in minyatiirize edilmistir. Bu amagcla, ilk
olarak bitki oziitleri olmadan sigir karaciger dokusundan izole edilen SOD enzimi,
icerdigi protein miktarina gore 1.856 mg/mL, 1.392 mg/mL, 0.928 mg/mL ve 0.464
mg/mL konsantrasyonlarinda kalibre edilmistir. Her konsantrasyon igin ayr1 ayr1 grafik
egrileri ¢izilmistir. Elde edilen grafik sonuclarina gore en iyi enzim aktivite grafik egrisi
0.928 mg/mL (Sekil 4.31) protein miktar1 sahip konsantrasyona ait oldugu goriilmiistiir.

Dolayisiyla, tiim SOD enzim aktivite tayininde kullanilan sitozol miktar1 0.928 mg/mL
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olarak kullanilmigtir. Ayrica, bitki Oziitlerinin SOD enzim aktivitesi {lizerine olan
etkilerini belirlemek amaciyla, toplam polifenol madde miktarina gore 6 doz (0.372-
11.90 pg/mL) olmak iizere standardize edilen konsantrasyonlardan kullanilmistir. SOD
enzim aktivite tayini deneyinde 6nemli olan faktér pH faktoridir. Bu deney genelde
bazik ortamda sonug gostermektedir. Dolayisiyla, bu deneyin hassasiyetini korumak

amaciyla pH kalibrasyonu yapilmstir.

Bitki oziitlerinin SOD enzim aktivitesi iizerinde yaptiklari etkileri ve elde edilen doz-
cevap egrileri gozlendiginde C. intybus ve E. macroclada gigek oziitleri %30 oraninda
SOD enzimini inhibe ederek diger dziitlere gore daha iyi inhibisyon orani gostermistir.

Ayrica elde edilen veriler, C. virgata ve M. Officinalis’in ¢i¢eginden ve Z. fabago’nun
yapragindan hazirlanan metanollii 6ziitlerin SOD enzimi {izerinde en zay1f etkiye sahip

oldugunu gostermistir.

Bitki Ozatlerinin lipid peroksidasyonu Uzerinde olan etkilerini belirlemek amaciyla
Okhawa ve arkadaglar1 (1979) tarafindan gelistirilen TBARS metodu, kismen modifiye
edilerek kullanilmigtir. TBARS metodunun temeline gore lipid peroksidasyonunun son
uriinu olarak bilinen malondialdehit (MDA) asidik ve sicak ortamda tiyobarbiturik asit
(TBA) ile reaksiyona girmektedir. Dolayisiyla, bu reaksiyonun gerceklestirilmesi i¢in
farkli konsantrasyonlarda trikliirikasedik asit (TCA) reaktifi kullanilarak ortamin pH’s1
kalibre edilmistir.

Karaciger dokusundan elde dilen sitozoliin toplam MDA miktari, MDA kalibrasyon
egrisine gore hesaplandigi i¢in, MDA’dan hazirlanmis olan farkli konsantrasyonlardan
olusan soliisyonlarin absorbans degerleri dl¢lilmiis ve grafik egrileri ¢izilmistir. Daha
sonra, kalibrasyon amacgli sigir karacigerden elde edilen sitozol icerdigi protein
miktarina gore farkli konsantrasyonlarda (2.32, 4.64, 9.28, 11.603 ve 23.207 mg/mL)
kullanilmigtir. Farkli protein konsantrasyonlardan elde edilen absorbanslar MDA
kalibrasyon egrisi ile kiyaslanmigtir. Bu kiyaslamada en iyi sonu¢ 11.603 mg/mL
protein miktarina sahip konsantrasyonda gorilmiistiir. Bitki 6ziitlerinin lipid
peroksidasyonuna olan etkilerini incelemek amaciyla toplam polifenol madde miktarina

gbre 5 doz (1.48-23.80 pug/mL) hazirlanan standart konsantrasyonlardan alinmistir.
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Ayrica, farklt bir TBARS deneyinde bitki 6ziitlerinin lipid peroksidasyonunu olumsuz
etkilemediginden emin olmak amaciyla TBARS deneyi sadece deneyde kullanilan bitki
doz oziitleri {lizerinde (hi¢ sitozol olmadan) yapilmistir. Elde edilen sonuclar deneyde

bitki 6zdtlerinin hi¢ bir negatif etki yapmadigi géstermistir.

Bitki 6ziitlerinin lipid peroksidasyonu iizerinde yaptiklar etkileri ve elde edilen doz-
cevap egrileri incelendiginde, E. macroclada c¢ig¢eginden elde edilen Oziitiin %30
oraninda lipid peroksidasyonun inhibisyonuna neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica, Z.
fabago meyvesinden elde edilen doz-cevap egrisi, bu bitkinin en yiiksek dozu
kullandiginda %25 oraninda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini gostermistir.
Calisma kapsaminda, C. intybus ve M. officinalis bitki ¢igcegi ve E. macroclada bitki
yapragindan elde edilen 6ziitler %5 inhibisyon oraniyla en diisiik inhibisyon sonucunu
gostermistir. TBARS deneyinde, doz-cevap egrileri incelendiginde inhibisyon oranlari
genel olarak en diisiik dozlarda tespit edilmistir. Bu nedenle, toplam fenolik bilesik
miktarina gore konsantrasyonlar1 en yiiksek (1.48 pg/mL) ve en diistik (0.0462 pg/mL)
olarak standardize edilmis, bitki 6zUtleri 1:2 oraninda 6 doza diliiye edilmistir. Ancak
elde edilen veriler, bu dozlarda bitki 6zutlerinin lipid peroksidasyonu tizerinde hicbir

etkisi olmadigini saptanmaigtir.

Metabolik aktivitenin 6lgiimiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin olarak
metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) ve 2,3-bis (2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)
tetrazolyum (XTT) gibi tetrazolyum tuzlari kullanilmaktadir. Calisma prensibi, temel
olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyumu (sar1) kullanarak formazan boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin
absorbans olarak mikroplaka okuyucu ya da spektrofotometre ile dl¢iilmesine dayali
olmaktadir. Dolayisiyla bu ¢aligmada, bitki 6ziitlerinin kanser hiicre hatlar iizerinde
olan sitotoksisite etkisini incelemek icin MTT ve XTT reaktifleri kullanilmustir. ilk
basta optimizasyon asamasinda hiicre canliligi ve hiicrelerini metabolik aktivitelerini
O0lcmek amaci icin MTT deneyi uygulandi yanliz MTT kiiltiir ortamda formazan
boyasina indirgendiginde ¢oziiniilmez hale geldigi i¢cin mikroplaka okumalarinda bir
takim hatalara neden olarak, dolayisiyla XTT reaktifi tercih edilmistir. XTT kullanimi

tercih edildiginin sebebi, XTT’nin hiicreler tarafindan yavas indirgendigi ve kiiltiir
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ortaminda ¢dziinebilecegi dir. Calisma kapsaminda daha 6nce enzim ¢alismalarinda en
Iyl enzim inhibisyonu gosteren Z. fabago ‘nun meyvesi, E. macroclada’nin yapragi ve
C. intybus’un ¢i¢eginden hazirlanan metanol 6ziitlerinin hiicre canlilig1 tizerine etkisini
belirlemek amaci ile HL-60 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarina 24 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda (0.372-23.81 pg/mL) uygulama yapilmistir. Elde edilen sonuclar, E.
macroclada yapragiin ve C. intybus ¢igeginin metanol 6ziitlerinin farkli dozlarda %65
ve %69 civarinda HL-60 hiicre canliliginin inhibe ettigini géstermistir (Sekil 49 ve Sekil
50). IC50 degerleri ise, 0.027 ve 0.002 pg/mL olarak belirlenmistir. Z. fabago
meyvesinden hazirlanan 06ziit tiim dozlarda inhibisyon orani %61 civarinda sabit
kalmistir. Hazirlanan bitki 6zltlerinin hi¢ birisi MCF-7 meme kanseri hiicre canliligina

her hangi bir etki gostermemistir.

C. virgata bitkisi hakkinda literatiir taramalarinda antimikrobiyal, antioksidan ve
antikanser etkinlikleri bakimindan herhangi bir c¢alismaya rastlanilmadigr igin
Centaurea cinsine ait olan baska bitki tiirleri ilizerinde yapilan ¢alismalar hakkinda

tartisma yapilmistir.

Akbar vd. 1992 yilinda, yaptiklar1 ¢alismada C. solstitialis’in kurumus olan toprak istii
kisimlarindan elde edilen metanollii 6ziitlerden izole ettikleri retin, solstitialin A, janerin
ve sinaropikrinin normal si¢anlar {lizerinde belirgin hipotermik etkisi oldugu tespit

etmislerdir.

Nergrette vd. (1993), C. chilensis {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada bitkinin toprak tistii
kisimlarindan izole ettikleri seskiterpen lakton bilesiginin antimikrobiyal etkisini agar
difiizyon yontemi ile incelemislerdir. Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans ve Aspergillus niger suslarinin kullandig1 deneyde alinan

sonuglar, bu bilesiklerin Gram (+) bakterilere kars1 etkili oldugunu gostermistir.
Ugur vd. (2009) yilinda, Mugla bolgesinde yayilis gosteren C. ensiformis tlrinln

antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini incelemisler. Bu ¢alismada C. ensiformis’in

toprak istli kisimlarindan elde edilen n-hekzanli, kloroformlu, etil asetatli ve etanollii
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Ozutlerin antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon metodu ile Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Micrococcus luteus, Enterobacter aerogenes ve Candida tropicalis Uzerinde
incelenmistir. Ayrica, antioksidan aktivitesi DPPH metodu ve B- karoten linoleik asit
metodu ile bakilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid bilesikleri Folin—Ciocalteu ve
aliminyum nitrat metodu ile degerlendirilmistir. Sonuglar, C. ensiformis’in etil asetatli
ve etanollii 6ziitlerin kuvvetli bir sekilde serbest radikal temizleme giiciine sahip
oldugunu gostermistir. Ayrica, etil asetatli ve etanollli 6zutler yliksek miktarda polifenol
ve flavonoid bilesiklerini icermistir. Bitkiden elde edilen etanollii ve etilasetath 6ziitler

cok giiclii bir sekilde tiim bakteri suglarinin tiremesini inhibe etmistir.

Ozgelik vd. (2009) C. solstitialis’ten izole ettikleri 3-asetil solstitiyalin-A bilesigin
antibakteriyal ve antiviral etkisini Enterococcus faecalis (ATCC 29212) ve Herpes

Simplex tip-1 tizerinde tespit etmistir.

Sen vd. (2013) ise C. stenolepis, C. kilaea, C. iberica, C. cuneifolia, C. solstitialis
olmak lzere, 5 farkli Centaurea tiirii tizerinde yaptiklari ¢alismada, kapitulum ve
kapitulumsuz toprak iistii kistmlardan hazirlanan metanollii 6ziitlerinde DPPH yontemi
ile antioksidan etki, MIC yontemi ile antimikrobiyal aktivite ve Folin-Ciocalteu yontemi
ile toplam fenolik madde igerigi arastirilmistir. Antioksidan testlerinde, askorbik asit
standardina gore bu tiirlerin antioksidan aktivitelerinin diigiik oldugu goriilmustiir.
Ancak bu tiirler igerisinde diger tiirlere kiyasla C. solstitialis’in antioksidan aktivitesinin
iyi diizeyde oldugu goriilmistiir. Ayrica, C. solstitialis’in az miktarda toplam fenolik
bilesik igerdigi gosterilmistir. C. solstitialis’in kapitulumlu toprak istii kisimlarinin
metanol Oziitleri deneydeki hicbir susa etki gostermezken, kapitulumsuz toprak iistl
kisimlarinin metanol 6ziitleri P. aeruginosa’a karsi diisiik diizeyde de olsa etki ettigi

tespit edilmistir.

Tez calismasi kapsaminda, antimikrobiyal ¢alismasindan elde edilen verilere gore, C.
virgata bitkisi ¢iceginden hazirlanan metanol 6ziitii, S. aureus iizerinde 16 mm zon ¢ap1
ile, B. subtilis ve E. coli iizerinde 18 mm zon ¢ap1 ve P. aeruginosa uzerinde 15 mm zon

capt olusturarak bu bakteri suglarinin liremesini kuvvetli oranda inhibe etmistir. C.
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virgata ciceginden elde edilen metanol 6ziit, tez calismasinda bulunan diger bitki
Oziitlerine gore orta seviyede polifenol ve flavonoid bilesiklerini (93.89 mg/mL ve
122.81 pg/mL) icermistir. Ayrica, ¢alismada hazirlanan metanol 6ziitin GST, GPy,
KAT ve SOD enzimleri ve lipid peroksidasyonu Uzerine olan etkileri ilk kez bu tez
calismasiyla incelenmisitir. Elde edilen doz-cevap grafikleri, C. virgata bitki ¢igeginin
GST enzimi Uzerinde %30 oraninda inhibisyon yaptigini gostermistir. Ayrica, bitki
0z0th %20 oraninda GPy enzimini inhibe etmistir. SOD enzim ¢alismasinda kullanilan
en diisik dozda (0.372 pg/mL) C. virgata bitki 6zitu en fazla %10 oraninda SOD
enzimini inhibe etmistir. Bu bitki 6ziitiiniin KAT enzimi {izerinde ise higbir inhibisyon
etkisi goriilmemistir. TBARS ¢alismasinda ise C. virgata oziitii sadece %10 oraninda

lipid peroksidasyonunu inhibe etmistir.

Hazra vd. (2002) ylinda C. intybus koékiinden elde ettikleri etanollti 6zUttn antitimor
etkisini in vivo ortaminda Ehrlich Ascites Carcinoma fareler tizerinde incelemistir. Elde
edilen sonugclar, bu bitki 6zitin 300 ile 700 mg/kg/day doz araliginda antitimor etkiye

sahip oldugunu gostermistir.

Bagka bir ¢alisgmada, Ahmed vd. (2003), C. intybus bitkisi tohumundan elde edilen
metanollli 6zltin hepatotoksik etkisini, CCl, ile muamele edilmis ve dolayisiyla
karaciger hasarina ugramis olan albino ratlar iizerinde incelemistir. Bu degerlendirme
sonucunda, C. intybus tohumundan elde edilen bitki 6ziitii cok kuvvetli oranda karaciger

hasarini1 6nlemistir.

Nandagopal ve Kumari 2007 yilinda, C. intybus’un kdkiinden elde ettikleri petrolli eter,
kloroformlu, hekzanli, etilasetath, sulu ve kloromfenikollu oziitlerin fitokimyasal
Ozelliklerini degerlendirmisler. Ayrica, elde edilen 6ziitlerin Gram (+) (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus ve Micrococcus luteus) ve Gram (-) (Escherichia coli ve
Salmonella typhi) bakteriler iizerinde olan antibakteriyal etkileri incelenmistir.
Fitokimyasal arastirmalardan elde edilen sonuglar, C. intybusun koékiinden elde edilen
cesitli Oziitlerin yiiksek oranda alkaloid, ugucu yag, serbest yag, flavonoid, triterpenoid,

tannin ve saponin gibi dnemli bilesikleri icerdigini gostermistir. Ayrica antimikrobiyal
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sonuclar, bitkinin kokinden izole edilen 6zitlerin B. subtilis, S. aureus ve S. typhi

tizerinde kuvvetli oranda antibakteriyal etki yaptigin1 gostermistir.

Mahmood vd. (2012) tarafindan yapilan bir arastirmada, C. intybus tohumundan elde
edilen metanolli 6zitln ve bu 6zltten izole edilen n-biitanolli, etilasetatli, kloroformlu
ve n-hekzanli fraksiyonlarin antimkrobiyal ve antioksidan ozellikleri incelenmistir.
Yapilan bu g¢alismada, metanollii 6ziit ve fraksiyonlarinin antimikrobiyal etkileri 4
bakteri susu (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ve Pasturella
multocida) ve 3 patojen mantar susu (Aspergillus niger, Aspergillus flavus ve Rhizopus
solani) lizerinde incelenmistir. Ayrica, elde edilen 6ziit ve fraksiyonlarin toplam fenolik
ve flavanoid bilesik igerikleri ve antioksidan etkileri Folin- Ciocalteu, AlCls; klorometrik
ve DPPH yontemi ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, C. intybus tohumundan izole
edilen metanollii 6ziit ve etil asetathh fraksiyonun yiliksek miktarda polifenol ve
flavanoid bilesiklerini igerdigini ve kuvvetli antioksidan etki gosterdigini tespit etmistir.
Ayrica, C. intybus tohumundan elde edilen metanollii 6zlt ve fraksiyonlar1 4 bakteri
susuna kars1 orta seviyede antibakteriyal etki gosterirken, patojen mantar suslari

tizerinde oldukca zay1f etki géstermistir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, C. intybus bitkisi ¢igeginden elde edilen metanol 6ziitii B.
subtilis (10 mm), E. coli (11 mm) ve S. aureus (8 mm) suslar1 tizerinde antimikrobiyal
etki gdstermistir. Ayrica bu bitki 6ziitli tez ¢alismasinda bulunan diger bitki oziitlerine
gore orta seviyede polifenol ve flavonoid bilesiklerini (117.67 mg/mL ve 94.23 pg/mL)
icermektedir. Bu ¢alismada C. intybus bitki ¢i¢eginden hazirlanan metanolli 6ziitiin
GST, GPy, KAT ve SOD enzimleri ve lipid peroksidasyonu Uzerinde olan etkisi ilk defa
in vitro ortamda incelenmistir. Doz-cevap egrisi ve ICsy degerlerine gore C. intybus
cicegi oziitii, %49 oraninda GST enzimini inhibe ederek bu enzimin iyi bir inhibitori
oldugunu gostermistir. ICsg degeri ise 0.334 ug/mL olarak bulunmustur. Ayrica bu bitki
0ztl %30 oraninda GPx ve SOD enziminin inhibe olmasina neden olmustur. C. intybus
ciceginden hazirlanan 6ziit sadece %5 oraninda KAT enzimi ve lipid peroksidasyon
inhibisyonuna sebep olmustur. Sitotoksisite incelemesinden (XTT) elde edilen verilere

gore, C. intybus’un ¢igeginden hazirlanan 6ziit HL-60 kanser hiicrelerininin blytmesini
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%69 oraninda (ICsp degeri 0.002 pg/mL) inhibe etmesine ragmen MCF-7 meme kanser

hiicrelerin biiyiimesinde hi¢ bir etki gdstermemistir.

Volete vd. 2004 yilinda, Euphorbia cinsine ait olan E. pubescens’den izole ettikleri
pubescenol, helioscopinolid-A, helioscopinolid-B ve pubescene-D bilesiklerinin
antitumor etkisini MCF-7 (meme kanseri) ve NCI-H460 (kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri) hiicre hatlari iizerinde arastirmistir. Cikan sonuglar, bu bilesiklerin tiim hiicre

hatlarinin liremesini orta derecede inhibe ettigini gostermistir.

Bagka bir ¢alismada, E. acanthothamnos, E. macroclada ve E. rigid’in toprak 0stl
kisimlarindan elde edilen petrol eterli, asetonlu ve etanollii 6ziitlerin {izerinde yapilan
antioksidan c¢alismalari, bu bitkilerin yiliksek derecede antioksidan aktiviteye sahip

olduklarini gostermistir (Barla vd. 2007).

Yapilan bagka bir aragtirmada, E. macroclada’nin toprak iistii kismindan ve lateksinden
elde edilen diklorometanli, etil asetatli ve metanollii 6ziitlerin sitotoksik etkisini MTT
metodu ile MDA-MB-468 meme kanser hiicre hatlar1 tizerinde incelenmistir. Sonuglar,
diklorometanli ve etilasetath 6ziitlerin kuvvetli oranda kanser hiicrelerinin biiylimesini

inhibe ettigini gostermistir (Sadeghi Aliabadi vd. 2009).

Baska bir ¢aligmada, E. hirta’nin yapragi, ¢igegi ve kokiinden elde edilen metanolli
oOziitlerin toplam fenolik ve flavanoid madde miktarlar arastirilmis ve DPPH metodu ile
oOziitlerin antioksidan etkileri incelenmistir. Sonuglar, bu 06ziitlerin yiiksek miktarda
fenol ve flavonoid bilesiklerin igerdigini ve yiliksek derecede serbest radikal stpurtcu

etkilerini gostermistir (Basma vd. 2011).

Wang vd. 2012 yilinda, E. helioscopia’dan elde edilen petroliyum eterli, kloroformlu,
etilasetatli ve n-butanollti 6zitlerin antikanser etkisini insan hepatoselliler karsinoma
hiicre hattinda (SMMC-7721, BEL- 7402, HepG2), gastrik karsinoma hiicre hattinda
(SGC-7901) ve kolorektal kanser hiicre hattinda (SW480) incelemistir. Etilasetatli ve
kloroformlu 6zitler 50-200 ug/mL konsantrasyonlarda tiim kanser hiicre hatlarinin

liremesini inhibe etmistir.
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Bagka bir ¢alismada, Farhan vd. (2012) E. macroclada yapragi ve kokiinden elde edilen
etanolll  6zutln ikincil metabolit iceriklerini klorometrik ve spektrofotometrik
yontemler kullanarak arastirmistir. Ayrica, bu bitki kisimlarindan elde edilen etanollii
0z0tlin antioksidan etkisi DPPH ve H,0, radikal temizleme yontemi ile incelemistir.
Elde edilen sonuglar, bu bitki kisimlarinin belli bir oranda terpenoid, flavonoid, tannin,
saponin ve alkaloid gibi ikincil bilesikleri icerdigini gostermistir. Ayrica, E. macroclada
yapragi ve kokiinden elde edilen etanollii 6ziitlerin yiiksek oranda polifenolik bilesik
icerdigi tespit edilmistir. DPPH ve H,0, radikal temizleme yontemlerinden elde edilen
veriler, bu bitki Ozutlerinin yuksek oranda serbest radikal temizleme glciline ve
dolayisiyla kuvvetli bir antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ayni grup 2013
yilinda, E. macroclada yapragi ve kokiinden elde edilen sulu 6ziitlerin toplam polifenol
ve flavanoid igeriklerini ve antioksidan etkilerini arastirip, elde edilen verileri etanolli
Oziitlerden alinan degerler ile karsilastirmistir. Bu kiyaslamada, etanollii 6ziitlerin sulu
Oziitlere gore daha yiiksek polifenol ve flavonoid bilesigi i¢erdikleri tespit edilmistir.
Ayrica, etanollii oziitlerin sulu Oziitlere gore daha kuvvetli serbest radikal temizleme

giicline sahip olduklar1 gdsterilmistir.

Hasan vd. (2013) yaptiklar1 ¢calismada, E. macroclada bitkisi yapragindan ve kokiinden
hazirlanan metanollii, etilasetatli ve sulu 6ziitlerin fitokimyasal igerigini kolorometrik
yontemler ile, antioksidan ve sitotoksisite etkileri ise DPPH ve XTT metodu ile
incelemistir. Fitokimyasal ¢alisma sonuglari, E. macroclada yapragindan ve kokiinden
elde edilen sulu 0ziitin saponin ve tanin bilesiklerin igerdigini gostermistir. Ayrica, ayni
bitki kisimlarinin metanollii ve etilasetatli 6ziitleri yiiksek oranda alkaloid, flavanoid,
terpenoid ve fenolik bilesikleri igerdigi tespit edilmistir. DPPH verileri, sulu ve
metanollii 6ziitlerin etilasetatli oziitlere gore daha kuvvetli antioksidan etkiye sahip
oldugu gostermistir. Bu c¢alisma, E. macroclada yapragindan elde edilen sulu ve
metanolli 6zitlerin ¢ok kuvvetli oranda MCF-7 hiicre biiyiimesinin inhibe ettigini

gostermistir.
Bu tez ¢alismasinda, E. macroclada bitkisi ¢icegi ve yapragindan elde edilen metanol

0z0tln antimikrobiyal ¢alismasindan elde edilen sonuglarina gore, E. macroclada ¢igegi

0zUtu B. subtilis (11 mm), E. coli (10 mm) ve S. aureus (9 mm) susuna kars1 inhibisyon
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gostermistir, halbuki ayni bitkinin yapragi oziitii sadece B. subtilis’e (12 mm) kars1
inhibisyon gostermistir. Toplam polifenol ve flavonoid bilesik igerigine gore, E.
macroclada yapragi oziitii bu bitkinin ¢igegi ve diger bitki Oziitlerine gore en yiiksek
polifenol (573.10 mg/mL) ve flavonoid (450.70 ug/mL) bilesigini igermektedir. Bu
degerlendirmede, E. macroclada cigegi 143.64 mg/mL polifenol ve 97.63 pg/mL
flavanoid bilesigi icermektedir. Enzim calisma sonuglari ve elde edilen doz-cevap
grafikleri degerlendirilmesinde, E. macroclada c¢icegi Oziitiiniin %22 oraninda GST
enzimin inhibisyonuna sebep oldugu goriilmiistiir. Halbuki, ayni bitkinin yaprak 0z(ti
GST enzimini sadece %10 oraninda inhibe ettigi isbatlanmistir. Ayrica, bu bitkinin
cicegi ve yapragindan hazirlanan 6ziitler GPx enzimini sirastyla %30 ve %20 oraninda
inhibe ettigi gorilmiistiir. E. macroclada gicegi 6zUti KAT enzimini sadece %10
oraninda inhibe ederken, ayni bitkinin yapragi KAT enzimini %40 oraninda inhibe
etmistir. Ayrica, bu bitkinin ¢igek 6ziitii %30 oraninda SOD enzimini inhibe etmistir.
Ayn1 bitkinin yapragi ise %25 oraninda bu enzimin inhibisyonuna neden olmustur.
TBARS deneyinden elde edilen veriler, E. macroclada c¢igeginin % 30 oraninda lipit
peroksidasyonu inhibe ettigini gostermistir. Halbuki ayn1 bitkinin yapraginin sadece %
5 oraninda lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gorilmiistiir. Ayrica, E. macroclada
yapragindan hazirlanan metanol 6ziiti HL-60 kanser hticrelerinin blyumesini %65
oraninda inhibe etmistir. ICso degeri ise 0.027 ug/mL olarak bulunmustur. Ama ayni

bitki 6z, MCF-7 meme kanser hiicrelerin biiyiimesi {izerine hig bir etki yapmamustir.

Plesca-Manea vd. 2002 yilinda, kumarin bilesigini igeren M. officinalis 6zutinin
etkisini, petrol yagi ile agir inflamasyona ugrayan erkek tavsanlarin tedavisinde
kullanmistir. Deney sonunda bu bitkinin kuvvetli anti inflamatuvar etkiye sahip

oldugunu gostermisler.

Bagka bir arastirmada, Fazly Bazzaz ve Harirzadeh (2003) Iran’in kuzey dogusundan
toplanan 306 tane bitki tlrinun Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhi, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Morganella morganii,
Staphylococcus aureus ve Candida albicans suslara karsi antimikrobiyal etkilerini

arastirmislar. Arastirma sonucunda, M. officinalis’ten elde edilen metanollii 6ziit sadece
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Morganella morganii susun tiremesini engellemistir, bitki 6zltl diger suslara karsi

hicbir inhibisyon etki gostermemistir.

Pourmorad vd. 2006 yilinda, iran’in kuzey bolgesinden toplanan M. Officinalis’in tiim
kisimlarindan elde edilen metanollii oziitlerinin toplam fenol ve flavonoid bilesik
miktarin1 ve serbest radikal temizleme guiclnu incelemistir. Sonug olarak bu bitkinin
yiiksek miktarda fenol ve flavonoid igerdigini ve kuvvetli bir sekilde serbest radikal

temizleme giicline sahip oldugunu gostermistir.

Tez kapsaminda antimikrobiyal deneyinde, M. officinalis bitki ¢igeginden hazirlanan
metanol 6zitl sadece S. aureus (10 mm zon c¢api ile) bakteri susun tUremesini inhibe
etmistir. Toplam polifenol ve flavonoid bakimidan M. officinalis tezde ¢alisilan diger
bitki 6ziitlerine gore diisiik oranda polifenol (44.01 mg/mL) ve flavonoid (55.89 pg/mL)
bilesigini igerilmesi goériinmiistiir. Enzim ¢alismalarinda elde edilen doz-cevap grafikleri
incelenmesinde, M. officinalis ¢igegi Oziitiniin GST enzimi iizerinde sadece %23
oraninda inhibe ettigi gorlinmiistiir. Ayrica, grafik degerleri bu bitki 6zUtinin GPx
enzimini sadece %16 oraninda inhibe ettigini gostermistir. M. officinalis ¢igek 6zutinilin
KAT ve SOD enzimi uzerinde ise hicbir inhibisyon etkisi gorinmemistir. TBARS
deney sonuglar1 ise bu bitki oziitiiniin lipid peroksidasyonunu sadece %5 oraninda

inhibe ettigini gostermistir.

Mudassir ve Sidney 2004 yilinda, Z. Fabago’nun tiim kisimlarindan elde edilen
metanolll 6zitun antimikrobiyal etkisini B. subtilis, B. cereus, E. coli, P. mirabilis, P.
aeruginosa, Sh. dysentrin, S. aureus, S. pyogenes, K. pneumoniae ve C. albicans
Uzerinde agar disk difizyon metodu ile incelemistir. Sonuglar Z. fabago’nun B. subtilis,
B. cereus, E. coli, P. aeruginosa ve C. albicans suslarina kars1 kuvvetli antimikrobiyal

ve antifungal etkisinin oldugunu gostermistir.

Yu Lin Feng vd. 2007 yilinda, Z. Fabago’nun kabugundan elde ettikleri etanollii
Ozutten 27-Nor-triterpenoid glikozit bilesigini izole edip ve antitimdr aktivitesini Eca-
109 insan hiicre hatt1 iizerinde MTT metodu ile incelemistir. Elde edilen sonug, bu

bilesigin Eca-109 hicre blylimesini kuvvetli sekilde inhibe ettigini gostermistir.
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Bu tez ¢alismasinda, Z. fabago bitki meyvesi ve yapragindan elde edilen metanol ziitiin
antimikrobiyal deneyinden elde edilen sonuclara gore, Z. fabago meyve 6zitl B. subtilis
(9 mm), E. coli (10 mm), S. aureus (12 mm) ve P. aeruginosa (7 mm) susuna karsi
inhibisyon gostermistir. Ayni bitkinin yaprag: 6ziitii de E. coli (9 mm) ve S. aureus (11
mm)’a kars1 inhibisyon gostermistir. Toplam polifenol ve flavonoid bilesik iceriklerine
bakildiginda, Z. fabago meyvesi 6ziitii bu bitkinin yapragi ve diger bitki 6ziitlerine gore
en disiik polifenol (48.40 mg/mL) ve flavonoid (28.96 pg/mL) bilesiklerine sahip
oldugu gorinmistiir. Bu degerlendirmede, Z. fabago yapragi 114.13 mg/mL polifenol
ve 181.47 pg/mL flavanoid bilesigi icerdigi saptanmistir. Enzim ¢alismasi sonuglart ve
elde edilen doz-cevap grafikleri incelemesinde, Z. fabago meyvesinden hazirlanan
Ozutin %50 (ICsp degeri 0.447 pg/mL) oraninda GST enzimini inhibe etmesi iyi bir
inhibitor etkisi oldugunu gostermektedir. Ancak bu degerlendirmede ayni bitkinin
yaprak 6zt GST enzimini sadece %20 oraninda inhibe etmistir. Ayrica, bu bitkinin
meyve 0Ozutl GPx enzimini %25 oraninda inhibe ederken, yapragindan hazirlanan 6zt
ayni enzimi sadece %18 oraninda inhibe etmigtir. Z. fabago meyvesi ve yapragindan
hazirlanan metanol 6ziitleri SOD enzimi tizerinde hicbir inhibisyon etki gdstermedigi
halde, KAT enzimi ¢alismasindan elde edilen doz-cevap grafikleri Z. fabago meyvesi
oziitiiniin %50 oraninda KAT enzimin inhibe ettigini gostermistir. Boylece bu bitkinin
meyve 0ziitli ¢alisilan diger bitki orneklerine gore KAT enziminin en iyi inhibitorii
olarak kendini gostermektedir. I1Csq degeri ise 0.083 pg/mL olarak bulunmustur. Ancak
degerler aynmi bitkinin yaprak Ozutinin KAT enzimini sadece %12 oraninda inhibe
ettigni gostermistir.  TBARS deneyinden elde edilen sonuglar ise, Z. fabago
meyvesinden elde edilen Ozutin lipid peroksidasyonu uUzerinde %25 oraninda
inhibisyon yaptigmi gostermistir. Ayrica, aym bitkinin yaprak Oziiti lipid
peroksidasyonu tzerinde sadece %10 oraninda inhibisyon etki yapmustir. Sitotoksisite
deneylerinde elde edilen veriler gore, Z. fabago meyvesinde elde edilen metanolli 6zt

HL-60 ve MCF-7 kanser hiicrelerinin biiylimesinde hi¢ bir etki gostermemistir.
Sonug olarak; Turkiye florasinda yetisen bitkilerin antimikrobiyal, antioksidan ve

antikanser etkileri bakimindan degerlendirilmesi buyik Onem tasimaktadir. Bu

calismada amac¢ gilinlimiiz tedavi silirecinde hizli ¢ogalan hiicre profili gdsteren
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romatizma, kanser ve diger proliferatif hastaliklarda kullanilan kemoterapoétiklerin
hedefe 6zgli etkinliklerini arttirmak i¢in hedef disi enzim ve hiicresel savunma
mekanizmalarini kontrol edip diizenleyecek diisiik toksisitede dogal kaynaklara dayali
kemoterap6tigi destekleyecek fitokimyasallarin tespit edilmesidir. Boylelikle proliferatif
hastaliklarda yaygin kullanim1 olmasina ragmen doza bagh sistemik toksisitesi yliksek
antikanser ilaglarin etkinliklerini bitkisel destekli arttirirken sistemik zararlarini

azaltmak uzun vadede bu amag kapsaminda hedeflenmeketedir.
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