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1. OZET

Isatis cappadocica'min Antioksidan, Antimikrobiyal, Tirozinaz inhibitor ve
Sitotoksik Etkilerinin Incelenmesi

Yapilan ¢aligmada Isatis cappadocica subsp. alyssifoli’nin sulu ve metanollii
ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal, tirozinaz inhibitor, sitotoksik aktiviteleri ve
ters faz-yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) yontemi kullanilarak

fenolik profilinin belirlenmesi amaglanmustir.

Bitkinin metanollii ve sulu ekstreleri hazirlanarak spektrofotometrik in vitro
antioksidan analizleri icin FRAP, DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi ve CUPRAC
testleri uygulanmistir. Calismamizda toplam fenolik madde miktar1 bitkinin metanollii
ekstresinde 10.1mg GAE/g numune, sulu ekstresinde ise 22.1 mg GAE/ g numune
olarak tespit edilmistir. FRAP ve CUPRAC yontemine gore ise toplam antioksidan
kapasitesi Troloks esdegeri cinsinden hesaplanmistir. FRAP sonuglari bitkinin sulu
ekstresinde 848 umolTroloks/g numune, metanollii ekstresinde ise 398 umol Troloks/g
numune bulunmustur. CUPRAC sonuglar1 sulu ekstrede 2189 uM Troloks/g numune,
metanollii ekstrede ise 4377 uM Troloks/g numune olarak bulunmustur. I. cappadocica
bitkisinin sulu ekstresi (SCsp: 0.0425 mg/mL) metanollii ekstresine (SCso: 0.0661
mg/mL) gore daha yiikksek DPPH radikaltemizleme aktivitesine sahiptir. |. cappadocica
ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi Agar Well Difiizyon ve Mikrodiliisyon
yontemiyle test edilmistir. Bitkinin sulu ekstresinin antimikrobiyal aktivite gostermedigi
metanollu ekstresinin ise antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. 1.
cappadocica metanol ekstresi ters faz—yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-
HPLC-UV) ile incelendiginde yapisinda sinapik asit, benzoik asit tespit edilmistir.
Sadece metanol ekstresinin tirozinaz enziminin inhibe ettigi ve artan konsantrasyonlarda
da bu etkiyi giderek arttirdigi saptanmistir. MTT yontemine gére metanollii ekstrelerde
test edilen konsantrasyonlarda PC-3 ve 3T3 hiicre hatlarinda yiiksek konsantrasyonlarda

doza bagli olarak sitotoksiteye neden olmustur.

I. cappadocica ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik ve tirozinaz
inhibitor aktivitelerinin test edildigi bu ¢alisma sonuglarina gore bitkinin farmakolojik,

kozmetik ve besin endiistrilerinde kullanilabilecegi kanaati dogmustur.

Anahtar Sézciikler: Antioksidan, Antimikrobiyal, Sitotoksite, Tirozinaz Inhibitor
Aktivite, HPLC, Isatis cappadocica



2. SUMMARY

Investigation of Antioxidant, Antimicrobial, Tyrosinase Inhibitor and Cytotoxic
Effect of Isatis cappadocica

In this study, it is aimed to examine antioxidant, antimicrobial, tyrosinase
inhibitor, cytotoxic activities and determination of phenolic profile using reversed-phase
high performance liquid chromatography (RP-HPLC) method in the aqueous and

methanolic extracts of Isatis cappadocica subsp. alyssifoli.

The CUPRAC, FRAP and DPPH Radical Scavening Activity tests are applied to
spectrophotometric in vitro antioxidant analysis by preparing methanolic and aqueous
extracts of the plant. The total phenolic substance quantity is idendified as 10.1mg
GAE/ g in methanolic extracts and 22.1 mg GAE/g in the aqueous extracts. According
to FRAP and CUPRAC methods, the antioxidant capacity is counted as Trolox
equivalent. The FRAP results are defined as 848 umol Trolox/g sample in the aqueous
extract and as 398 umolTrolox/g sample in methanolic extract. CUPRAC results are
defined as 2189 uMTrolox/g sample in the aqueous extract and as 4377 uM Troloks/g
sample in methanolic extract. DPPH radical scavenging activity (SCsp: 0.0425 mg/mL)
of the aqueous extract of |. cappadocica has higher than methanolic extract (SCso:
0.0661 mg/mL). The antimicrobial activities of I. cappadocica extracts are tested as
Agar Well Diffusion Method. The aqueous extract of plant hasn't showed antimicrobial
activity, but methanolic extract has showed antimicrobial activity. Synapic acid, benzoic
acid was detected when methanol extract of I. cappadocica was examined by reverse
phase-high performance liquid chromatography (RP-HPLC-UV). It was found that only
methanol extract inhibited tyrosinase enzyme and this effect is increasing gradually in
increasing concentrations. According to MTT method, the methanol extract has caused
to death of cells by dosagein thehigh concentrations cytotoxic activity on the PC-3 ve
3T3 celllines.

When the antioxidant, antimicrobial, cytotoxic and tyrosinase inhibitor activities
of I. cappadocica extracts were examined, we believe that there may be usage areas in
pharmacological, cosmetic and food industries.

Keywords: Antioxidant Activity, Antimicrobial Activity, Cytotoxicity, Tyrosinase
Inhibitor, HPLC, Isatis cappadocica



3. GIRIS ve AMAC

Gliniimiizde dogal yasama doniisiin yeni trendler arasinda olmasi nedeniyle
bitkilerin 6nemi de giderek artmaktadir. Cok uzun yillardir hastaliklara kars1 korunmada
ve tedavi amagh olarak bitkilerden faydalanilmaktadir. Diinya niifusunun yaklasik %
70-80°1 bitkisel kaynaklarla tedaviden yararlanmakta olup, ozellikle Cin tibbinda
yaklasik yarim asirdir kanser dahil pek ¢ok hastaligin tedavisinde bitkilerden ilag olarak
faydalanilmustir (1, 2).

Ulkemizde de gerek kirsal kesimde gerekse sehirlerde hastaliklar1 tedavi etmek
amaciyla kullanilan dogal kaynaklarin 6nemli bir kismini bitkiler olusturmaktadir (3).
Diinya {izerinde kullanilan tibbi bitkilerin yaklagik 100 bin civarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Son yillarda tibbi bitkilerin saptanmasi, kimyasal igerikleri, kullanimlari,
biyolojik aktivitelerinin ¢ok ilgi uyandirmasinin sebepleri kisaca soyle izah edilebilir
(4);

1. Halk arasinda uzun yillardir tedavi amaclh kullanilan bitkilerin yan etkilerinin

goriilmemesi,

2. Baz1 ilag ve ilkel maddelerin, bitkisel kaynaklardan elde edilebilmesinin

sentetik yollara nazaran daha ucuz ve kolay olmasi,

3. Sentetik ilaglar genellikle tek yonli etkiye sahipken, bitkisel ilaglarin birkag

etkiye birden sahip olmalari,

4. Kalkinma yolunda olan ve kimya sanayisi yeterince gelismemis tilkelerin kolay

ve ucuz yoldan ilag elde etmek istemeleri denebilir.

Ayrica kronik hastaliklarin yayginlasarak baglica 6liim nedenlerinden biri oldugu
giinlimiizde, sentetik ilaglarla tedavi yontemlerinin yetersiz kalmasi veya istenmeyen
sonuglara yol agmasi da bitkilerle tedaviye ilgiyi arttirmistir (5). Bir¢ok epidemiyolojik
calismada bitkisel {irlinlerce zengin bir diyet ile beslenmenin insan sagligi {lizerinde
olumlu etkilerinin oldugunu ve bu beslenme tarziyla oksidatif stres ile iligkili bir ¢cok
hastaliga karsi biinyenin korundugu ortaya ¢ikarilmistir. Bitkisel kaynakli tirlinlerde
vitaminler, fitoostroller, siilfiir bilesikleri, karotenoidler ve hormonlar gibi pek cok

sayida yararl bilesik bulunmaktadir (6).



Bu tez ¢alismasi ile Erzincan ydresinden toplanan |. cappadocica bitkisinin ilag,
kozmetik ve besin endistrisi gibi alanlarda kullanilabilirliginin aragtirilmasi

amagclanmustir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Isatis cappadocica Bitkisi Hakkinda Bilgi

Isatis L. cinsi Brassicaceae (Cruciferae) familyasindan olup bu familyadan
diinyada 338 cins ve 3709 tiir bulunmaktadir. Tiirkiye Brassicaceae tiirleri sayisi
bakimindan diinyanin en zengin {ilkeleri arasindan ikinci sirada gelmektedir (7).
Yapilan en son taksonomik ¢alismalara gore Brassicaceae familyasindan Tiirkiye'de 91
cins, 571 tiir bulunmaktadir. Yayilis kokeninin Iran-Turan bolgesi oldugu
diistintilmektedir (8).

Azotlu bilesikler yaninda fenolik bilesikler yoniinden de zengin liyeleri olan
Brassicaceae familyasinin Isatis cinsine ait tiirleri tarih 6ncesinden bu yana mavi boya
eldesinde kullanilmaktadir. Deri mantarlari, mide ve bagirsak rahatsizliklar1 ve yara
tedavisinde kullanilan Isatis'in pisirilmis kokiinden veya yapraklarindan hazirlanan

sicak lapanin yilanciga, ¢ibana ve ekzamaya kars1 onerildigi goriilmektedir (9).

Akdeniz, Dogu ve Orta Asya’ya Ozgii bir bitki olan Isatis cinsinin diinyada
yaklagik 79 tiirii bulunmaktadir. Iran-Turan fitocografik bolgesinde yayilis gdsteren
Isatis ¢ogunlukla yiiksek daglik kesimlerde bulunur (10). Isatis cinsi tek, iki veya gok
yillik otsu bir bitki tiiriidiir. Yasam alan1 olarak bozkir ve nadasl araziler, yol ve tarla
kiyilarinda bulunur. Tiirkiye’de Isatis tiirlerine 0-3600 m yiikseklikte rastlanilabilir (11).
Anadolu’daki Isatis tiirleri hakkinda ayrintili bilgi ilk kez Boissier (1867) tarafindan
yazilan “Flora orientalis” adli eserde yer verilmistir. Eserde soz ettigi 28 tiirden 15°1
Tiirkiye’de bulunmaktadir (12). Yapilan ¢aligmalar sonucu daha sonra yeni tiirler tespit
edilmis ve cinsin 34 tiir, 16 alttiir ve 2 varyete ile temsil edildigi bu 34 tiirden 20’sinin,

16 alttiirden 5’inin de endemik kategorisinde oldugu ortaya konulmustur (13).

4.1.1. Isatis L. Cinsinin Bitki Sistematigindeki Yeri

Boliim : Tracheobionta
Alt Boliim : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Takim : Dilleniidae
Familya : Capparales

Alt Familya  : Brassicaceae
Cins - Isatis



Tiir . Isatis cappadocica Desv. (14).

Sekil 1. I. cappadocica Bitkisinin Genel Goriiniisii

Kafkasya, Kuzey ve Kuzeybati Iran ile Tiirkiye'nin Dogu ve Giiney
Anadolu'sunda yetisen |. cappadocica bitkisi iki ya da ¢ok yilliktir. Gévde dipten ¢ok
dall1 tiiylii, yesil, nadiren morumsu ve belirgin koselidir. Meyve geng iken 2-4x2.5-5
mm, olgun iken 6-10x4-9 mm, dairesel, baklavamsi, eliptik, yogun velutinos tiiylii,
nadiren tliysiiz, ugta ve tabanda kiit veya emerginat, stilus belirgin 0.5 mm veya belirgin
degil, gobek belirgin rugoz, kisa villoz tiylli, kanat diiz veya yari ondiilelidir.

Cigceklenme zaman1 Haziran ay1, meyvelenme zamani Temmuz ayidir (15).

= I

Sekil 2. |. cappadocica Tiriintiin Tirkiye'deki Yayilisi (Kars, Erzurum, Mus,
Nigde, Tunceli, Van) (11).



4.2. Bitkilerin Tedavi Amach Kullanilmasi

Gegmisten giliniimiize kadar ilk insanin var olusundan bu yana diinya iizerinde
hastalik etkenlerinin var oldugu ve bu hastaliklara karsi korunma ydntemlerinin
gelistirildigi distiniilmektedir. Arkeolojik bulgulara gore insanlar, hem besin hem de
ilac kaynagi olarak Oncelikle bitkilerden faydalanmiglardir (16). Yiizyillar 6ncesine
dayanan insanlarin bitkilerle ¢ok yonlii iliskisi giiniimiizde tiim diinyanin kabul ettigi ve

Oonemli arastirmalarin yapildigi etnobotanik adi verilen bilim dalim1 ortaya ¢ikarmistir
(17).

Giliniimiizde diinya niifusunun % 64" bitkilerden tedavi amacl yararlanmaktadir
(18). Kullanilan tibbi bitkilerin 20.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (19). Diger
taraftan gelismis tlilkelerde regete ile satilan ilaclarin %25'ini bitkisel kaynakli ya da

bitkisel kaynakli bilesiklerin sentezlenmis tiirevidir (20).

Yapay olarak elde edilen ilaglarin istenmeyen yan etkilerinin olmasi, insanlari
tekrar bitkisel kaynakli ilaglar1 kullanmaya yonlendirmistir. Bu sebeple bitkilerin
hastalik tedavisindeki rolii {izerine yapilan arastirmalar giin gegtik¢e hiz kazanmaktadir

(21-25).
4.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Insan yasamu igin hayati fonksiyon tasiyan oksijen metabolik yollarin birincil
oksidan molekiiliidiir. Oksidatif stres, oksijen kullanan metabolik yollarda oksidan
olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin c¢esitli nedenlerle oksidan
olusumu yoniinde bozulmasi durumudur. Karbohidratlar, proteinler, niikleik asitler ve
lipidler gibi bir ¢ok biyomolekiile zarar veren oksidatif stres; kanser, kalp hastaliklari,
yaslanma, diyabet ve diyabetin komplikasyonlar1 gibi pek ¢ok patolojik tablonun da
patogenezi ile yakin iliskilidir. Oksidatif stres durumunda sebest radikaller olusur, bu
radikaller karbohidratlarla reaksiyona girerek karbon merkezli radikallerin olugsmasina
neden olur. En toksik radikal olan hidroksil radikali niikleik asitlerin yapisinda bulunan
pentoz fosfat yapiya saldirarak gesitli degisikliklere neden olmaktadir. Oksidatif stresten
etkilenen bir diger biyomolekiil ise proteinlerdir, protein yapisinda bulunan triptofan,
tirozin, metiyonin, prolin, histidin, fenil alanin amino asitleri oksidatif stres durumunda
degisiklige ugramaktadir. Oksidatif stres ayni zamanda lipid peroksidasyonuna neden

olarak membranlarin yap1 ve fonksiyonlarini bozmaktadir. Peroksidasyon sonucu olusan



malondialdehid, membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasi ve polimerizasyonuna
neden oldugu icin oksidatif stresin bir diger gostergesi olarak da kullanilabilmektedir

(26).

Serbest radikal, dis orbitalinde bir veya daha fazla ortaklanmamis (eslesmemis)
elektron igeren atom ya da molekiillerdir. Bu atom veya molekiiller bag olusturmamis
elektron igerdiklerinden oldukga reaktiftirler (27). Bir molekiil ya da atom bir elektron
kaybederek ya da bir elektron alarak radikal olusturabilir. Serbest radikaller pozitif veya
negatif yiikli iyon halinde olacagi gibi nétr de olabilirler. Radikaller serbestce diffiize
olabilen tiirler olabilecegi gibi biiyiik bir yapinin pargast da olabilirler (28).

Gliniimiizde radikallerin bir ¢ok hiicrede molekiiler ve genetik degisimlere neden
oldugu bilinmekte olup hiicresel hasar ve doku tahribatinda aktif rol oynadigi kabul

gormiistiir (29).

Serbest radikallerin olusumu metabolizmanin normal isleyisi sirasinda oldugu gibi
dis kaynakl1 da olabilmektedir. Serbest radikal olusturan kaynaklar; radyasyon, viriisler,
UV sinlar, X- 1sinlari, ozon kozmik isinlar, hava kirliligi yaratan fosil kokenli
yakitlarin yanma {irlinleri, agir metaller, sigara dumani, otomobil egzos gazlari, sanayi
atiklari, enfeksiyon, stres, lipid metabolizmasinin iiriinleri, baz1 tahrip edici kimyasallar,
kullanilan birgok sentetik ilag, tiiketilen islenmis besinler, alkol tiiketimi ve bir ¢ok

bagka etkendir (30).

Aninda olusup yok olabilen radikaller yapilarindaki kararsizlik nedeniyle oldukga
reaktiftir bir cok hiicre bilesikleriyle etkilesebilmekte ve yararli biyomolekiillerin
fonksiyonunu kaybetmesine neden olmaktadirlar. Yapilan klinik ¢aligmalar sonucunda
serbest radikaller giiniimiizde kanser, travma, yaslanma, alzheimer, ateroskleroz gibi bir
cok hastaligin olusmasindan sorumlu ajanlar olarak bilinmektedir. Radikaller yapisinda
oksijen iceren serbest oksijen radikalleri (SOR) ve yapisinda oksijen igermeyen
radikaller olarak iki sinifta incelenebilirler (31). Temel haldeki molekiiler oksijen
yapisinda bulunan iki eslesmemis elektrondan dolayr bir diradikaldir ve diger
radikallerle kolaylikla reaksiyona girebilir. Ayrica molekiiler oksijen, enerji lretimi
sirasinda karbon bilesiklerinin oksidasyonunda kullanilir, en son elektron alicis1 olarak

dort elektron alarak indirgenir ve suya doniistir.



Tablo 1. En Sik Kullanilan Serbest Radikaller ve Serbest Radikal Ureten Tiirlerin Bazi

Ozellikleri

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tiiriin
Ad1 Simge  Etkisi
Hidrojen radikali H* En basit serbest radikal
Siiperoksit radikali 0, Oksijen merkezli radikal,se¢imli reaktif
Hidroksil radikali OH’ En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikali
Hidrojen peroksit H,O,  Reaktivitesi ¢ok diigiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen 10, Yarilanma omrii kisa, giiclii oksidatif form
Perhidroksi radikali HO,*  Lipid peroksidasyonunu arttirir
Peroksil radikali RO,*  Perhidroksile oranla daha zayif etkili
Tiyil radikali RS® Siilfiirlii ve ¢iftlenmemis elektron igeren tiirlerin genel
Nitrik oksit radikali NO* L- arginin amino asitinden in vivo kosullarda {iretilir
Azot dioksit NO,"  NO® nun O; ile reaksiyonundan olusur

Biyolojik sistemlerde radikallerin ¢ogunlugunu oksijen iceren serbest radikaller
meydana getirir. Nedeni, aerobik solunum sirasinda mitokondrilerde indirgenmis karbon
birimlerinden alinan elektronlarin cesitli elektron tasiyicilardan gegerek molekiiler
oksijene transferi esnasinda molekiiler oksijenin tam olarak indirgenmemesi sonucu

serbest radikallerin olusmasidir.

Molekiiler oksijenin biinyesine bir elektron ilavesiyle siiperoksit (O2") iki
elektron ilavesiyle hidrojen peroksit (H,0,), ii¢ elektron ilavesiyle ise hidroksil (OH®)
radikali meydana gelir (32, 33).

Siiperoksit radikali (O,"") genellikle aerobik hiicrelerde ve daha ¢ok elektron
transport zincirinde molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle olusur (I)
ve genellikle O," veya O, anyonu seklinde gosterilir.  Ayrica  birgok  yollarla da
meydana gelebilir (34).

Diger radikallere gore daha az toksik etkiye sahip olan siiperoksit radikali, yiiklii
oldugu i¢in hiicre membranindan dogrudan diffiize olamazken eritrosit
membranlarindaki anyon kanalindan Cl = ve HCO;3™ iyonlarinin yer degistirmesiyle

diffiize olur.



Siiperoksit radikalinin toksik etkisi onun protonlanmasi ile ¢ok daha reaktif olan
perhidroksil radikalinin (HO, ) olusmasiyla ortaya ¢ikar. Birbiriyle reaksiyona giren
stiperoksit radikali ile perhidroksil radikalinden biri yiikseltgenirken digeri indirgenerek
oksijen molekiiliinii ve hidrojen peroksiti olusturur (II). Ayrica iki siiperoksit molekiilii
iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni meydana getirir (I11). Bu
reaksiyon neticesinde radikal olmayan fiiriinler meydana geldiginden bir dismutasyon

reaksiyonu olarak bilinir (35).

O+e — 0" (l)
HOZ_ + 02._ +H > 02+ H202 (”)
202._4-2 H+—>02+ H202 (l“)

Hidrojen peroksit kendisi bir radikal olmamasina ragmen siiperoksitle reaksiyona

girerek en reaktif ve toksik hidroksil radikalini olusturur (IV) .
HzOz + Ozk — HO®* + HO® + 02 (|V)

Hidroksil radikali (HO®), serbest oksijen radikal tiirleri arasindaki bilinen en
toksik ve tiim biyomolekiillere saldirabilme yetenegine sahip oksidandir. Asagida

hidroksil radikallerinin g¢esitli olusum sekilleri verilmistir.

H20, *deki O-O baginin 1s1yla ya da 151k etkisiyle homolitik olarak pargalanmasi
sonucunda iki hidroksil radikali meydana gelir. Ayrica H,O, Fe (1) ve Bakir (I)
tuzlaryla reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturur (V) ve (VI). Bu reaksiyon

Fenton Reaksiyonu olarak bilinir (36).
Fe*? + Hy0, — Fe™ + HO® + OH™ V)
Cu* + H,0; —» Cu*® + HO® + OH™ )

Oldukg¢a aktif olan serbest radikaller oksidan ve prooksidan simifinda
degerlendirilir. Bu molekiiller lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere
saldirarak oksidatif hasara ve bunun sonucunda cesitli patolojik olay ve hastaliklara yol
acan toksik maddelerdir. Dolayisiyla bu tiirlerin ¢ogalmasi canli sistemlerde kontrol

edilemeyen hasarlara neden olabilmektedir.

Antioksidanlar, oksidan molekiiller olusumunu engelleyerek ya da oksidan

molekiilleri nétralize ederek biyolojik hedeflerle reaksiyona girmelerini engelleyen,
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yavaglatan, durduran ve yapisinda genellikle fenolik bilesik tasiyan molekiillerdir.
Oksidan ve prooksidanlarin varligi saglikli bir yasam ic¢in antioksidanlari elzem
kilmaktadir. Ciinkii antioksidanlar bu maddeleri etkin bir sekilde indirgeyerek daha az

reaktif ya da reaktif olmayan tiriinlere dondstiiriirler (37, 38).

Antioksidanlarin insan saglhig: iizerindeki yerini belirleyen en 6nemli faktorler,
dogal kaynaklardan elde edilebilmeleri, ¢oztniirliikleri, kimyasal yapilar1 ve aktivite
iligkileridir (39). Antioksidanlar viicut tarafindan iretildigi gibi disaridan ikincil
metabolit olarak bitkiler, sentetik ilaclar yoluyla da alinabilir. Bu molekiiller serbest
radikallerin yapilarin1 degistirerek yahut etkilerini azaltarak viicut direncini arttirirlar.
Ayrica hastaliklarin olusumunun engellenmesinde veya tedaviye yardimci olarak

kullanilabilirler (40).

Antioksidan savunma; radikal metabolit iiretiminin Onlenmesi, {retilmis
radikallerin temizlenmesi (detoksifikasyon), olusan hiicre deformasyonunun onarilmasi,
sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi ve endojen antioksidan

kapasitesinin artirtlmasi olarak tanimlanan bes degisik sekilde etki gosterir (41).

Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve yapay (eksojen kaynakli)
antioksidanlar olarak 2 grup altinda, dogal antioksidanlarda enzimatik ve nonenzimatik
antioksidanlar seklinde siniflandirilabilir (41,42).

[ ANTIOKSIDANLAR ]
( - -
Dogal antioksidanlar ] [ Yapay Ant|0k5|danlar]
.
( )
Enzimatik olanlar [ Enzimatik olmayanlar ] [ BHT, BHA, Troloks, SOD]
. J
= SOD (Endoien \ /Eksoien \
= Katalaz = Glutatyon = E Vitamini
= Glutatyon = Seriiloplazmin = [-Karoten
Peroksidaz = Bilirubin = Askorbik Asit
= Glutatyon-S- = Ferritin = Polifenoller
Transferaz = Laktoferrin
= Glutatyon = Urik asit
Rediiktaz = Haptoglobilinler
\ ) ! Albumin j \ J

Sekil 3. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi
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4.3.1. Bitkiler Tarafindan Uretilen Baz1 Antioksidanlar
4.3.1.1. E Vitamini (a—tokoferol)

Biyolojik membranlarda bulunan yagda ¢oziinebilen bir vitamin ve ayni zamanda
antioksidandir. Hiicredeki antioksidan gorevi, yapisinda bulunan fenolik hidroksil
grubundaki aromatik halkadan kaynaklanir (41). Eslesmemis elektronlarla reaksiyona
girebilen bir hidroksil grubu igerir (43). Zincir kiric1 bir antioksidan olarak bilinen E
vitamini, membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. Kolay bir sekilde
membran fosfolipitlerine diffiize olarak, bu bilesikleri doymamis yag asitlerine indirger
ve serbest radikallerin membranlarda olusturabilecegi lipid peroksidasyon zincir

reaksiyonlarini sonlandirir (42).

Sekil 4. E Vitamini (o—tokoferol)

Ozellikle yer fistig1, kuruyemis, lifli yesil besinler, badem, pamuk gibi bitkilerin
yaglarinda ve keten tohumlarinda bol miktarda bulunan E vitamininin antioksidan
Ozellik géstermesinin yani sira hiicrede sinyal iletim mekanizmasindaki bazi basamaklar
tizerinden hiicre cogalmasin1 da etkilemektedir. Ayrica bir ¢ok arastirma ile E

vitamininin kalp hastalig1 olusma riskini azalttig1 bilinmektedir (44).
4.3.1.2. Karotenoidler

Karotenoidler, cesitli arastirmalarla da ortaya konuldugu gibi, bilinen cok iyi
radikal tutucu, zincir reaksiyonlarini sonlandirict ve lipid peroksitlerin olugmasini
onleyici ve yok edici bir antioksidan dogal renk pigment molekiiliidiir (45). Uzerinde en
cok calisilan, A vitamininin metabolik 6n maddesi olan ve radikal yakalayic1 olarak
gorev yapan [-karoten (sekil 5) bilesigidir. Singlet oksijenin toksik etkisini

baskilayarak, siiperoksit radikallerini temizler ve oksijen oraninin yeterli olmadig
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durumlarda peroksit serbest radikallerinin dokulara hapsedilmesi yoluyla antioksidan
etki gosterir (44).

Sekil 5. B-karotenin Yapisi

4.3.1.3. C Vitamini (Askorbik Asit)

Organizmanin en ¢ok ihtiya¢ duydugu vitaminlerden olan C-vitamini (Sekil 5),
diger adiyla askorbik asit, meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunup, suda ¢oziinebilen
ve serbest radikallere dogrudan etki eden giiclii bir antioksidan kaynagidir (46). Insan
viicudunda sentezlenemeyen ve idrarla viicuttan atilan C vitamini depolanamaz

dolayisiyla yeterli miktarda disaridan alinmasi gerekir.

0 i

C C——

flf_OH 0 —y> (:::O 0

" I
H—C H—C
HO—C|:—H HO—C|:—H

CltHZOH (|:H20H
Askorbikasit Dehidroaskorbikasit

Sekil 6. Askorbik Asidin (C vitamini) Yapisi

Askorbik asidin ¢ok yonlii antioksidan aktivitesi olup, bu vitamin lipid

oksidasyonunu asagida ifade edildigi sekilde farkli mekanizmalarla 6nlemektedir:

e Okside olabilir bazi bilesikleri serbest radikal ve oksijen yok edici olarak

koruyarak,
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e Daha az reaktif olan semihidro askorbat ve dehidro askorbik asit (DHAA)
radikaline dontiserek oksijen ve karbon merkezli radikalleri indirgeyerek,

e Bazi antioksidanlar1 rejenere ederek (47).
4.4. Bitkisel Biyoaktif Bilesikler

Dogal bilesiklere verilen 6nem her gecen giin artmaktadir. Bu bilesiklerin bir
kism1 bitkiler tarafindan sentezlenen ikincil metabolizma iiriinleri olarak adlandirilan
fitokimyasallardir. Fitokimyasallarin antioksidan, antimikrobiyal, insektisit gibi
koruyucu rolleri bulunmaktadir. Diinya {izerindeki bitkiler sinirsiz sayida aromatik ve
alifatik madde sentezleyebilme kabiliyetine sahiptirler ve bu bilesiklerin ¢ogu da fenolik

bilesikler ya da bunlarin oksijen ile substitiiye olmus halleridir.
4.4.1. Fenolik Bilesikler ve Simiflandirilmasi

Oksijenli aromatik bilesikler olan fenoller, bir veya daha fazla hidroksil grubunun
aromatik bir halkaya (benzen) baglanmasiyla olusmaktadir. Bir veya daha fazla
aromatik halkaya fenolik hidroksil grubunun baglanmasiyla olusan molekiillere ise
polifenoller adi verilir. Bitkiler i¢in karakteristik 6neme sahip olan fenolik bilesikler
genelde serbest halde olmayip ester veya glikozit formlarda bulunur (52). Fenolik

bilesiklerin siniflandirilmasi Tablo 2 degdsterilmistir.

Tablo 2. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Yapisi Sinifi

Cs Basit fenolikler

Ce-Cy Fenolik asitler ve benzer bilesikler

Cs-C» Asetofenonlar ve fenilasetik asitler

Cs-Cs Sinnamik asitler, sinnamil aldehitler, sinnamil alkoller, kumarinler,
izokumarinler ve kromonlar

Cis Kalkonlar, avronlar, dihidrokalkonlar, flavanlar, flavonlar, flavononlar,
flavonoller, antosiyaninler, antosiyanidinler

Cx Biflavoniller

Ce-C1-Cg, Cg -C,-Cs Benzofenonlar, ksantonlar, stilbenler

Ce, C10, C14 Kinonlar

Cis Betasiyaninler

Lignanlar, neolignanlar  Dimerler ve oligomerler

Lignin Polimerler
Taninler Oligomerler ve polimerler
Flobafenler Polimerler
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Beslenmede meyve ve sebze tiikketimi artmasi ile kanser hastaligina yakalanma
oraninin azaldigr ortaya konmustur (53). Bu durum meyve ve sebzelerin kalori
degerlerinin karbonhidrat ve yaglara gore daha diisiik olmasi1 ve igerdigi fenolik asitler,
flavanoidler, antosiyaninler, karaotenoidler gibi bilesenlerin biyolojik olarak aktif
molekiiller olmasi seklinde agiklanabilir. Fitokimyasallarin ¢ogunlugunu olusturan
fenolik bilesiklerin bir ¢ogunun potansiyel olarak antioksidan, antikarsinogenik,
antimutagenik, antibakterial, antiviral ve antiinflamatuar etki gosterdigi yapilan
caligmalarla ortaya konmustur (54-58). Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi genel
olarak hidroksil gruplarinin sayisina ve pozisyonuna; bilesen ve flavonoid molekiillerin
glikolizasyonuna bagli olarak degiskenlik gostermektedir (59, 60). Antioksidan 6zellik
gosteren flavonoidler insan viicudu tarafindan liretilemezler bu yiizden diyetle giinliik

alinan besinlerden saglanmalidirlar.

Peroksil ve hidroksil radikallerinin giiglii bir antioksidani da flavonoidlerdir.
Ancak flavonoidlerin siiper oksit anyonuna etkisi tam olarak bilinmemektedir. Fenton
ve Haber-Weiss reaksiyonlari sonucu aktif oksijen radikalleri olusur. Metal baglayicisi
olan polifenoller de bu reaksiyonlar1 durdurarak oksijen radikali olusumunu
engellemektedir. Polifenollerinde organizma igerisindeki antioksidan etkileri plazmada
dolagan formlarinin (konjuge, metoksi formu) etkinliklerine, absorbsiyonuna ve

metabolizma derecesine gore degismektedir (61).

Flavonoidler farkli mekanizmalar ile de antioksidan etki gdsterirler. Antioksidan
enzim sistemini aktiflestirirler ve dogrudan reaktif oksijen tiirlerini, azot ve klor tiirlerini
yakalarlar. Oksidatif hasara kars1 koruyucu olduklar1 da son yapilan ¢aligsmalarda hiicre
icerisindeki bilesenlerde ve DNA (mutasyon, kromozomal ayrilma, seker ve baz

kalintilarinin oksidasyonu, DNA zincir kirig1 gibi) izerinde gosterilmistir (62).
4.5. Enzim Inhibisyonu

Enzim inhibitorleri (baskilayicilar1) enzimatik reaksiyonlar1 yavaglatir ya da
sonlandirirlar. Bu sebeple enzim inhibitorlerinin oldukca 6nemli farmasotik maddeler
olmasi siirpriz degildir. Enzim inhibitorlerinin ¢alisilmasi enzim mekanizmalari
hakkinda 6nemli bilgiler saglar. Hastaliklarin tedavisi amaciyla genellikle bir enzimin
inhibitori kullanilir (48).
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Norobilim alanindaki yogun arastirmalar neticesinde son zamanlarda literatiirde
noroprotektif yani noron koruyucu etkisi oldugu one siiriilen bilesikler ve bunlarin farkl
serebral hasarlanmalardaki koruyucu etkileri ile ilgili yogun ¢alismalar yer almaktadir.
Noroproteksiyon terim olarak meydana gelmis noronal hasari onarma veya sonraki

noronal hasarlanmay1 onleyecek bir ajanin uygulanmasidir (49).

Biligsel anormallik ve norodejeneratif goriilen hastalarda Alzheimer ve Parkinson
hastaliklariyla siklikla karsilasilir. Parkinson, beyinde dopamin eksikliginden
kaynaklanan bir hastaliktir. Oksidorediiktaz smifi bir enzim (EC 1.14.18.1) olan
tirozinaz, monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu ve o-difenollerin de o-
kinonlara oksidasyonunu Katalizler. Bir baska ifadeyle tirozinaz, tirozinin L-DOPA
hidroksilasyonunu ve ardindan L-DOPA oksidasyonunu katalizler (Sekil 7). Olusan o-
dopakinonlar hizla melaninlesir ve pigmentleri meydana getirirler (50). Sonug olarak,
tirozinaz enzimi néromelanin iiretiminde ve Parkinson ile iliskili néronlarin hasarinda
onemli rol oynar ve bu sebeple tirozinaz inhibisyonu, Parkinson hastaligi i¢in ilag

arastirmalarinda 6nemli bir hedef durumuna gelmistir (51).

OH OH
Tirosinaz OH
(Monofenolaz Aktivitesi)
CH, Clin
H2N—C|:H—COOH HoN—CH—COOH
o 3s4-dihidrosifenilalanin
Tirosin
(L-DOPA)
OH O
OH @)
Tirosinaz -
(Difenolaz Aktivitesi)
fre T
H,N—CH—COOH HN—CH—COOH
3s4-dihidrosifenilalanin Dopakinon
(L-DOPA)

Sekil 7. Tirozinden Dopakinon Sentezi
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4.6. Antimikrobiyal Maddeler Hakkinda Bilgi

Antimikrobiyaller bir takim mekanizmalar ile mantar ve bakteri tiirlerinin
tiremesini durduran ya da direkt 6ldiiren maddelerdir. Bu maddeler etki mekanizmasina
gore ikiye ayrlirlar. Mikrobiyostatik olarak adlandirilanlar  etki  edecegi
mikroorganizmanin iiremesini durdurur, ¢ogalmasini engeller. Mikrobisid olanlar ise
direkt hedef mikroorganizma iizerinde toksik etki ederek onu Oldiirmeye yoOnelik
olanlardir. Belirtilen bu iki mekanizmaya sahip dogal antibiyotikler ornek alinarak
iretilen benzer kimyasal yapidaki biitiin maddeler de kemoterapotikler olarak

adlandirilmaktadir.

Canlt hiicreler temel yapilart bakiminda da iki grupta incelenirler. Az gelismis
ama digerinden farkli 6zellikler bulunduran prokaryotik hiicreler, daha c¢ok gelismis
Okaryotik hiicreler. Memeli hiicreleri dkaryot iken bakteriler ise prokaryot tek hiicreden
olusan canlilardir. Mikroorganizmalarin memeli hiicrelerden farkli olmasi, hiicre
yapisinin kendine has 6zellikler bulundurmasi sayesinde de 6zgiin ilaglar iiretilmekte
(6rnegin; penisilinler, sefalosporinler, stilfonamidler) ve segici toksisite saglanmaktadir.

Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 Sekil 8'de gosterilmistir.

1. Hiicre duvar1 sentezini inhibe edenler (Beta-laktam antibiyotikler, penisilinler,
glikopeptid antibiyotikler)

2. Sitoplazma zarinin fonksiyon ve yapisinin bozulmasina neden olanlar
(Polimiksinler)

3. Protein sentezinin inhibisyonuna neden olanlar (Amino glikozidler, tetrasiklinler,
kloramfenikol, makrolid antibiyotikler)

4. Nikleik asit sentez ve fonksiyonlarinin bozulmasi (Kinolonlar, rifampisin,
nitrofurantoin)

Antbiyotiklerin etki mekanizmalari

5. Kimyasal yapilardaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasina neden
olanlar (stilfonamidler)

Sekil 8. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari
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Bakteriyel enfeksiyonlarin yaygin olmasi, etkin tedavi saglamasi ve birazda
toplum tarafindan suistimal edilmesi gibi bir¢ok nedenden dolay1 antibiyotikler en sik
kullanilan ilaglardir. ilag giderlerinin yaklasik %25’ini olustururlar ve hastaneye yatan
her ii¢ hastadan biri tarafindan kullanilirlar. Etki ettikleri mikroorganizmaya spesifik
olma ve yine etki ettikleri mikroorganizma sayisinin az ya da ¢ok olmasma gore
antibiyotikler siniflandirilirlar. Dar spektrumlu diye adlandirilan antibiyotikler az sayida
mikroorganizmaya etki eden antibiyotiklerdir ve enfeksiyon nedeninin ortaya

koyuldugu hastaliklarda direkt etkene yonelik tedavide etkin bir sekilde kullanilirlar.

Genis spektrumlu antibiyotikler (karbapenemler, kinolonlar) ise ¢ok sayida
mikroorganizmaya etki ederler ve bu antibiyotikler daha c¢ok etkenin heniiz belli
olmadig1 enfeksiyonlarda bir ¢ok bakteriyi kapsayacak sekilde bir an 6nce tedaviye
baslamak icin kullanilirlar. Bununla beraber bu antibiyotikler cogu bakteriye etki ettigi
icin yararli diye nitelendirilen ve konagin dogal bagisikliginda 6nemli rol oynayan,
ekolojik dengeyi saglayan flora bakterilerine etki etmekte ve yan etkiler ortaya
cikarmaktadir (44).

Gilinlimiizde antibiyotik kullaniminin yukarda anlatildigi gibi bu kadar
yayginlagsmasi beraberinde bir takim sorunlar1 da getirmektedir. Bunlardan en énemlisi
mevcut antibiyotiklere direng gelismesidir. Oyle ki baz1 bakterilerde ¢oklu antibiyotik
direncine varan durumlar ortaya c¢ikmaktadir ve bu bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi mevcut antibiyotikler ile olduk¢a giliglesmektedir. Bu durum
aragtirmacilar1 yeni antimikrobiyal ilaglarin gelistirilmesine yonlendirmektedir. Yapilan
calismalarin 6nemli bir kismi da bitkiler iizerinde yogunlagsmakta, bazi tibbi ve
geleneksel bitkiler bu arastirmalarda kullanilmaktadir (63). Elde edilen verilere gore de
bitkilerin icerdigi birden ¢ok etken madde sinerjik etki ile mikroorganizmalar lizerinde
inhibitor etki gostermektedir. Bunun da tek etken maddeli ila¢ formlarina gore direngli

mikroorganizmalarda daha faydali olabilecegi diistiniilmektedir (64-66).
4.7. Kanser

Normal hiicre fizyolojisi goz Oniine alindig1 zaman bir hiicre kendisini olusturan
hiicrenin kontrollii boliinmesi ile meydana gelir, biiylir, farklilagir ve islevini yerine
getirince de yine kontrollii bir sekilde 6liir (hiicresel apopitozis). Bazi grup hiicreler ise

bu fizyolojik dongii icerisinde devam ederken bir takim etkenler sonucu genetik yapilari
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da degiserek gereginden fazla gogalan, fenotipik ve morfolojik farkliliklar gosteren
hiicre grubu haline gelirler. Hem kendi islevlerini yerine getiremez hem de ¢evre hiicre
ve doku gruplarini islev yapamaz hale getiritler. Iste bu sekilde meydana gelen hiicre
topluluguna primer tumor (neoplazi) denir. Ayni hiicre grubu zaman igerisinde
cevresinden bagimsiz hareket etme, bir dokudan baska dokuya gecme, yayilma 6zelligi
kazandig1 zaman da bu hiicreler kanser hiicresi, ortaya ¢ikardiklar1 6liimciil hastaliga da
kanser denilmektedir. Bu anormal hiicreler kendi orijin aldiklar1 organin veya dokunun
islevini bozdugu gibi viicuda yayilarak bir ¢ok dokuda da islev kaybmma neden
olmaktadirlar. Giinlimiizde tiimér siniflandirmasi da yapilirken en basta bu 6zellige gore
yapilmaktadir. Yani bulundugu dokudan yayilmayan (metastaz yapmayan) tiimore

benign (iyi huylu), metastaz yapan timor ise malign (k6tii huylu, kanser) denilmektedir

(67).

Kanser hiicresini daha 1iyi anlayabilmek i¢in normal hiicre ile
karsilastirdigimizdabir takim farkliliklar goéze ¢arpmaktadir. Normal hiicreler iglevini
yerine getirebilmek icin, bir program ve kontrol dahilinde ve yeterli miktarda
cogalmaktadir. Ama kanser hiicresi ise gecirdigi degisiklik ile herhangi bir amaca
hizmet etmeyen ve zarar veren bir asir1 ¢ogalma (etrafindaki dokulari oldiirecek kadar)
stirecine girerler. Bu kontrolsiiz ¢cogalma da beraberinde genetik mutasyonlarda igerdigi
icin normal orijin aldig1 dokuya makro ve mikro diizeyde benzemeyen islevsiz hiicre
toplulugu meydana getirmektedir. Normal dokuya gore sitoplazmasi az ancak niikleusu
biiyiik, morfolojik yapilar1 degismis hiicreler kanser hiicrelerini olusturmaktadir.
Normal doku hiicreleri arasinda olan ve kontrolsiiz yayillmayr Onleyen temas
inhibisyonu kanser hiicrelerinde ortadan kalkmakta, bu hiicrelerin iglevini yapmasini ve
haberlesmesini saglayan antijenik 6zellikleri degismektedir. Normal hiicrelerin planli ve
normal oOlim mekanizmasi olan apopitozun yolaklart bozuldugu i¢in kanser
hiicrelerinde bu yol islev dist kalmistir.Yine kanser hiicrelerinin genetik degisiklik
nedeniyle metabolik faaliyetleri de degismis, anaerobik solunumu ve glikoz tiikketimi de
artmistir. Bulundugu dokuya 0zgili islevlerini yerine getirmesi igin gerekli olan

enzimleri, salgilar1 vs degismis artik gérevini yerine getiremez hale gelmistir (68).

Gilinlimiiz kanser tedavisi; her kanser tiiriiniin farkli olmas1 (farkli doku ve hiicre
kaynakl1), tedavi i¢in ge¢ kalinmasi (erken teshis olmamasi), primer odak tedavi edilse

bile metastazlarin ortaya ¢ikmasi, mevcut ilaglarin kanser dokusuna spesifik olmamasi
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ve normal dokuya ve hiicrelere zarar vermesi, verilen ilaglara kars1 direng gelismesi gibi
bir takim zorluklar igermektedir. Temel olarak tedavi yontemleri de iice ayrilmaktadir.
Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi seklinde. Bunlardan hiicreye etkili tedavilerin
cogunun esas amaci (kemoterapi, radyoterapi gibi) DNA replikasyonunu durdurma,
hiicre boliinmesinin 6niine gegme ve sonug¢ olarak kanserin ¢ogalmasini engelleme
tizerinedir. Ancak bu sekildeki tedavilerin de bir takim yan etkileri olmakta ve bunlar
ciddi seyretmektedir. Mide bulantisi, kusma, sa¢ dokiilmesi, mukozit gibi yan etkilerle
karsilasan hastalar destekleyici tedaviler ile bu durumu tolere edebilse de kemik iligi

islevini yitirmesi gibi etkiler ciddi sonuglar dogurmaktadir (69, 70).
4.7.1. Prostat Kanseri

Prostat bezi erkek iiriner sisteminde bulunan yaklasik olarak 3 cm yiiksekliginde,
4 cm genigliginde ve 2 cm kalinliginda, 18-20 g agirliginda salgisini {iretraya bosaltan
ve iiretray1 cepegevre saran bir bezdir. iri bir ceviz veya kestane biiyiikliigiinde olup
mesane boynunu alttan destekleyen, arkadan rectuma komsulugu olan prostat erkek
iireme kanallarinin ic¢inden iiretraya agildigi erkek lireme sisteminin en biiylik bezidir
(Sekil 9). Buradan asit fosfotaz, fibrinolizin ve sitrik asit iceren salgisinmi iiretraya
bosaltan prostat bezi incelendiginde esas yapisini tiibiiloalveolar bezler ve bunu
destekleyen fibromiiskiiler yapidaki ara doku olusturmaktadir (71). Bu prostat dokusu
bliylime ve gelismesinde ¢ok biiyiik etkiye de sahip olan androjenlerin fetal hayatin on
ikinci haftasinda ortaya ¢ikmasiyla gelismeye baglar ve puberte ¢aginda androjenlerin

daha da artmasiyla gelisimini saglar (72).
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Sekil 9. Erkek Ureme Anatomisi (86)

Histolojik olarak prostat her ikisinde de proliferasyon ve hiicre dliimiiniin dengeli
bir sekilde gittigi iki kisimdan olugmaktadir. Esas fonksiyonu yapan glandiilerepitel ve
destek gorevi yapan fibromiiskiilerstroma. Anatomik olarak bakildigi zaman ise
1980’lerde yapilan bir ¢alisma sonucunda prostatin periferalzon vesantral zondan
olustugu tespit edilmistir (73). Hayat boyu prostatin fizyolojik gelisimine baktigimizda
da dogumda ¢ok kiigiik olup puberteyle artan androjenlerin etkisi sayesinde aniden

biiyiimeye baslar ve ileri yaslarda da yine androjenin etkisi altinda biiylimeye devam
eder (74).

Prostatin esas fonksiyonunu yapan glandiiler bez yapisinda histolojik olarak iice
ayirmak miimkiindiir. En igte yer alan ve mukus salgilayan “Mukozal Bezler”, ortada
yer alan “Submukozal Bezler” ve bezin dis kisminda yer alan “Esas Prostatik Bezler”
olarak isimlendirilir. Prostat salgisinin esas ve biiyiilk kismin1 yapan bu bezler aym

zamanda prostat kanserinin gelistigi kisim olarak bilinmektedir (75, 76).

Prostat kanseri, asir1 hiicre ¢ogalmasi ve metastaz ile seyreden, genelde prostat
icinde birden ¢ok odakta ortaya ¢ikan, histopatalojik olarak adenokarsinom yapisinda
olan ileri yas erkeklerin bir kanser tiiridiir (77, 78). Her kanser tiiriinde oldugu gibi

prostat kanserinde de etiyolojiye yonelik yapilan g¢alismalar sonucu bircok etken
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saptanmistir. Etnik ve gevresel Ozelliklerin yani sira hayat tarzi, sigara, viral ve
bakteriyel enfeksiyonlar, genetik ozellikler, yas, metabolizma bozukluklar1 gibi g¢esitli
risk faktorleri belirlenmistir (79). Kanser etyopatogenezinde son zamanlarda yapilan
caligmalar sonucu oksidatif stresin de Onemli oldugu ve prostat kanserinin de

gelisiminde etken oldugu saptanmistir (80).

Prostat kanserinin etyopatogenezine biitiinciil bakildiginda iki ana baslik goze
carpmaktadir. Kalitsal nedenler ve kendiliginden ortaya ¢ikan nedenler. Kendiliginden
ortaya ¢ikan nedenler %85 gibi bir oranla daha 6nde gelmekte ve 6nem arz etmektedir
(81, 82). Yapilan arastirmalar sonucunda prostat kanseri ve ileri yasin anlamli bir
korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. 39 yasin altindaki erkeklerde goriilme sikligi
1/10.000, 40-50 yas araliginda 1/139 ve 60-79 arasinda bu siklik 1/8 olarak bulunmustur
(83). Prostat kanseri nedenleri ile ilgili kurulan bir bagka hipotezde, diyette alinan yag
oraninin fazla olmasi durumunda viicutta androjen salgisini arttirdigi bununda prostat
kanseri patogonezinde o6nemli rol oynadigi sOylenmistir. Sadece yaglar degil ayni
zamanda yagda eriyen vitaminlerin (A, D, E, K), eser elementlerin ve hatta kalsiyum

aliminin artmasi ile de prostat kanseri arasinda anlamli iligski bulunmustur (84).

Biitiin bu degerlendirmeler ve etkenlerin yani sira kanser patogenezinde onemli
rol oynayan oksidatif strese kars1 antioksidan mekanizmalarin (Likopen, selenyum ve E-
vitamini gibi) kanser gelisimini engelledigi ve bu yonde olumlu etkilerinin oldugu

bilinmektedir (85).

22



5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihazlar

Yapilan analizlerde kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan Cihazlar ve Marka/Modelleri

CihazAd1

Marka/Model

LC-UV

Elite LaChrom, Hitachi, Japonya

UV-vis spektrofotometre

Spectro UV-Vis Double Beam PC LaboMed Inc., Los Angeles, CA, USA

pH metre

Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland

Hassas Terazi

Presica LX 320 A, Dietikon, Switzerland

Saf Su Cihazi

Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seoul, Korea

Vorteks karistiric

Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA

Etiiv

Niive, EN 400, Ankara, Tirkiye

Magnetik karistirict

Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Germany

Rotary evaporator

IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Germany

Vakum Pompasi

Buchi Vacuum Pump V-700, Flawil, Switzerland

Yari1 otomatik pipetler

Eppendorf Research® Plus Hamburg, Germany

Laminar akimli kabin Tezsan
(Biyogiivenlik seviyesi 2)

Orbital calkalayict Stuart (SSM1)
Otoklav Hirayama (HV-50L)

Karbondioksitli inkiibator

Thermo Scientific (Heracell 150i)

Mikroplaka okuyuculu
spektrofotometre

Biotek (Epoch)

5.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan temel kimyasal madde ve malzemeler Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. Kullanilan Kimyasallar ve Satin Alinan Firma

Kullanilan Kimyasal Satin Alindig1 Firma

Gallik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Protokatekuik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
p-hidroksi benzoik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Katesin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
t-sinnamik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Vanilik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Kaffeik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Siringik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Epikatesin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
p-kumarik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Ferulik asit Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Rutin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Luteolin Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Asetonitril-LC Saflikta Merck, Darmstadt, Germany

Metanol-LC Saflikta Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Asetik Asit Merck, Darmstadt, Germany

HCI Merck, Darmstadt, Germany

Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Etanol Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

5.3. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Calismada kullanilan kimyasal ¢6zeltiler ve hazirlanislar1 Tablo 5'te verilmistir.
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Tablo 5. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Cozelti

Hazirlanisi

HPLC-UY ile Fenolik Bilesen Analizleri icin

Gallik asit
Protokatekuik asit p-
hidroksi benzoik asit
Vanilik asit Kaffeik asit
Siringik asit

p-Kumarik asit

%50-50 metanol-saf suda hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢6zeltiden, 1- 2- 5-10-
20- 30 ppm olacak sekilde ¢oziiciisiiyle (%50-50 metanol-saf su) seyreltilir.

Ferulik asit

Katesin %100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiden, 1- 2- 5- 10- 20- 30
Epikatesin Rutin ppm olacak sekilde ¢oziiciisiiyle (%100 metanol) seyreltilir.

% 2’lik Asetik Asit 20 mL glasiyel asetik asit balon jojede saf su ile 1000 mL’ye tamamlanir

%70-30 Asetonitril-saf
su

700 mL asetonitril balon jojede saf su ile 1000 mL’ye tamamlanir.

Toplam Fenolik Madde Miktari i¢in

0.2 N Folin-Ciocalteu

2 N Folinden 1:10 oraninda saf suyla seyreltilerek kullanilir.

% 10’luk N32CO3

10 g Na,CO3 90 mL suda ¢oziiliir, 100 mL’ye tamamlanir.

Gallik Asit (1 mg/mL)

Metanolle hazirlanan stok c¢ozeltiden, 0.5- 0.25- 0.125- 0.0625- 0.03125
mg/mL olacak sekilde metanolle seyreltilerek hazirlanir.

Demir (ITT) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ -FRAP i¢in

HCI (40 mM)

Yaklasik 20 mL saf suyun iizerine % 37’lik HCI’den 340 pL ilave edilir ve saf
suyla 100 mL’ye tamamlanir.

TPTZ (10 mM)

234.249 mg TPTZ stok maddeden tartildi, 75 mL 40 mM’lik HCI iginde
¢Oziildi.

FeCl; (20 mM)

324.4 mg FeCl; destile suyla 100 mL’ye tamamlandi.

Asetat Tamponu (300
mM, pH 3,6)

2.325 g CH;COONa.3H,0 iizerine 12 mL glasiyel asetik asit ilave edildi.
Hacmi 750 mL’ye saf suyla tamamlandi.

FRAP Reaktifi

300 mM pH 3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl; (10:1:1)
oraninda karisirilarak taze hazirlanir

Troloks® (0.02 mg/mL)

10 mg troloks bir miktar metanolde ¢oziildi. Hacmi 10 mL’ye tamamlanarak
stok ¢ozeltisi hazirlanir. 0.02 mg/mL’lik ara stok ¢ozelti metanolle
seyreltirelerek kullanilir.

DPPH*Radikal Temizleme Aktivitesi i¢in

DPPH"Reaktifi (0.1
mM)

100 mL’si igin; 3.94 mg DPPH"tartilir, bir miktar metanolde ¢oziilerek hacmi
100 mL’ye tamamlanir.

Troloks® (0.02 mg/mL)

10 mg troloks bir miktar metanolde ¢oziildii. Hacmi 10 mL’ye tamamlanarak
stok ¢ozeltisi hazirlanir. 0.02 mg/mL’lik ara stok ¢o6zelti metanolle
seyreltirelerek kullanilir.

Bakar(II) indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) icin

10 mM CuCl,.2H,0

92.4 mg CuCl,.2H,0 bir miktar distile su ile ¢oziiliir. Hacmi 50 mL’ye
tamamlanir (pH:7’ye NaOH ile ayarlandz.).
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Tablo 5. Calismada Kullanilan Cozeltiler (Devami)

3.8 g CH;COONH, bir miktar distile su ile ¢oziiliir. Hacmi 50 mL’ye

1M CH;COONH, tamamland1 (pH:7’ye NaOH ile ayarlandi.).

7.5 mM Neokuproin 78 mg neokuproin bir miktar metanolde ¢oziildi. Hacmi 50 mL’ye
Cozeltisi tamamlandi.

10 mg troloks bir miktar metanolde ¢6ziildii. Hacmi 10 mL’ye tamamlanarak
TroIoks® (0.02 mg/mL) stok ¢ozeltisi hazirlanir. 0.02 mg/mL’lik ara stok ¢ozelti metanolle
seyreltirelerek kullanilir.

Tirozinaz inhibisyonu i¢in

L- DOPA ¢ozeltisi (2.5 0.004925g L-DOPA fosfat tampon ¢ozeltisiyle ( pH: 6.8 ) 10 mL’ye
mM) tamamlanir.

Kojik asit standard1 2.5 mg kojik asit alinip tampon ¢ozelti ile 5 mL ye tamamlandi. Hazirlanan
(500, 100, 50, 25 ug/ 500 pg/mL kojik asit ¢Ozeltisi tampon ¢ozelti ile istenilen derisimlere
mL) seyreltilerek kullanilir.

Sitotoksite Testi icin

MTT cozeltisi (5 250 mg MTT, 50mL fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS 1X) (pH: 7.4) icerisinde
mg/mL) ¢oOzdiiriildi. Cozelti 4°C’de karanlikta saklandi.

3T3 hiicre hatt1 igin Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)+ %10 bovine calf serum (Fetal
mediyum Si1gir serumu)

PC-3 hiicre hatt1 i¢in F12 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) + %10 bovine calf serum
mediyum (Fetal Sigir serumu)

5.4, Bitkinin Toplanmasi, Sulu ve Metanollii Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Erzincan Merkez Yalnizbag'dan Kelkit yoniine 3. km, 1400 m yiikseklikteki
yamaglardan 2016 yilimin Haziran ayinda toplanan |. cappadocica bitkisi, Erzincan
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi Prof.Dr. Ali Kandemir
tarafindan teshis edilmistir. Herbaryum numarasi 10861'dir. 1. cappadocica bitkisinin
cigekli toprakiistii kisimlari alimarak golgede kurutuldu ve ogitiicii ile toz haline
getirildi. Daha sonra bitkinin toz edilmis ¢igekli toprakiistii kismindan 200 g tartilarak
alinmigtir. Metanollii ve sulu ekstrelerinin hazirlanmasi i¢in 24 saat boyunca 1siticili
calkalayicida tutulmustur. Cozelti once normal slizge¢ kagidindan daha sonra mavi bant
stizge¢ kagidindan siiziilerek kati partikiillerden arindirildi. Son hacimleri (50 mL)
ayarlanarak konsantrasyonlari belirlenmistir. Analiz siiresine kadar +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

Her bir metanol ve su ekstrenin konsantrasyonu (10 mg/mL), belli bir hacimde
alinan ekstrenin evaporasyonu sonucu elde edilen kuru toz halinin agirhgr ile

hesaplanmustir.

26



5.4.1. Doner Vakum Evaporatorii ile Coziicii Ucurulmasi

Bir doner vakum evaporatorii ile tek basamakli destilasyonlari hizlica yapmak
miimkiindiir. Bu yontemin esas1 donen buharlastirict bir balon kullanilarak ¢oziiciilerin
buharlastirilabilir ve yogunlastirilabilir olmasidir. Vakum altinda kaynama sicakligini
diistirdiigii icin destilasyonlarin vakum altinda yapilmasi verimi artirir ve tirlinleri
korumaya yardim eder. Bu sistemde ikinci bir yogunlastirici ile vakum kontrolorii
mevcuttur. Oval sekilli su banyosuyla biiyiik ve kii¢iik ugurma balonlarinin 1sitilmasi

saglanmaktadir.
5.5. RP- HPLC-UY ile Fenolik BilesenlerinTayini
5.5.1. RP-HPLC-UV Kosullari

HPLC tekniginde kati sabit bir faz (kolon) ile hareketli bir faz (mobil faz)
arasinda, bilesenlerin ¢esitli yontemlere gore ayrilmasi s6z konusudur. Kat1 sabit fazla
farkli etkilesime giren bilesenler kolonu farkli zamanlarda terk ederler. RP-HPLC
ayirma tekniginde sabit faz apolarken hareketli faz polardir dolayisiyla polaritesi en
yiiksek bilesen kolunu ilk once terk eder. Bilesenleri orta ve yiiksek polarliga sahip

analitlerin ayrimi i¢in olduk¢a uygun bir tekniktir.

HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda (280 ve 315 nm) aymi anda cevap
alinabilen UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC sisteminde

yapilmistir.

Analizler ters faz C18 kolonu (150 mm x 4.6 mm, 5um; Fortis) kullanarak
asetonitril, su ve asetik asitle gradient program uygulanarak gerceklestirilmistir (82). I.
cappadocica bitkisinin ¢igekli toprakiistii kokleri 12 saat oda sicakliginda metanol ile
ekstre edilmis, vakum altinda ¢6ziiciisii ugurulduktan sonra HPLC grade metanol ile 10
ppm konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmig ve 0.45 pm’lik membran filtreden
stiziilmiistiir. A: %100 metanol, B: su icinde %2 asetik asit (pH: 2.8) solvan
sistemlerinden olusan 16 dk’lik ters faz kolonun kullanildigit HPLC analizi ile bitki
materyali i¢ersindeki p-hidroksi benozik asit, vanilik asit, syringaldehit, kumarik asit,

sinapik asit, benzoik asit, kersetin fenolik bilesiklerinin taramasi gergeklestirilmistir.
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5.6. Calismada Kullanilan Antioksidan Yontemler

I. cappadocica ekstrelerinin toplam antioksidan kapasitesinin 6l¢iilmesinde ti¢
farkli yontem kullanilmustir. Ayrica spektrofotometrik olarak toplam fenolik madde

miktar1 6l¢lilmiistiir.
5.6.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Toplam fenolik madde Sl¢limii i¢in yaygin olarak kullanilan Folin metodu, Folin
Ciocalteu reaktifiyle (3H,0-P,0s-13W03-5M003-10H,0) (fosfomolibdik/fosfotungstik
asit cozeltisi) alkali ortamda fenolik yapiya sahip bilesiklerin renkli kompleks
olusturmasi ve absorbansin 765 nm'de okunmasi esasina dayanmaktadir (87). Standart
olarak gallik asidin farkli konsantrasyonlart (1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625 ve 0.03125
mg/mL) hazirlanip absorbanslart okunmustur. Konsantrasyona karsilik bulunan
absorbans degerleri ile grafik ¢izilmistir. Cizilen grafige gore bitki ekstrelerinin toplam
fenolik madde miktar1 bulunmus ve sonuglar mg GAE (Gallik Asit Esdegeri)/ g numune

olarak ifade edilmistir.
Islemler:

e Test ¢ozeltileri hazirlanmustir (3 paralel galisilmistir).

Test 1, Test 2, Test 3 ve Numune korii tiiplerine 50 pL numune ¢ozeltisi,

Standart tiiplerine ve standart koriine 50 pL gallik asit ¢ozeltileri

pipetlenmistir.

e Reaktif Koriine 50 pL numune ve standardin ¢oziiciileri pipetlenmistir.

e Tiim tiiplere 2.5 mL saf su ilave edilmistir.

e Test 1, Test 2, Test 3, Standart ve Reaktif Korii tiiplerine 250 pL Folin-
Ciocalteu Reaktifi pipetlenmistir. (20 sn arayla)

e Numune Korii ve Standart Korii tiiplerine 250 pL saf su pipetlenmistir. (20 sn
arayla)

e 3 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

e Tiim tiiplere 750 puL %?7.5 lik Nap,COj3 ¢ozeltisi pipetlenerek vortekslenmistir.

e Oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir.

e Spektrofotometrede 765 nm'de 20 sn arayla absorbans okunmustur.
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5.6.2. Demir (IIT) Indirgeme Antioksidan Gii¢-FRAP Tayini

FRAP metodu, antioksidanlar varliginda (Fe(Ill)-TPTZ- 2,4,6-tris (2-pyridly)-S-
triazin) kompleksinin indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(ll)-TPTZ olusmasi ve bu
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir. Nispeten
basit bir yontem olan FRAP yontemi kolaylikla standardize edilebilmektedir. Bitki
ekstraklarindaki antioksidan kapasitesinin dlgiilmesinde FRAP (Fe (I1I) indirgeme giicii)

metodu gegerli bir yontem olarak goriilmektedir (88).

Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilen yoOnteme gore indirgeme kuvveti,
numunelerin dolayl olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe™ —
Fe*? indirgenmesi ile meydana gelen Fe*™2, 595 nm'de absorbans veren K3(Fe)CNg renkli
kompleksini olusturur. Bu yontem igin once ekstrelerin ve standardin (Troloks) belli
konsantrasyonlardaki ¢6zeltileri hazirlanmistir. Sonra Troloks adim adim metanol ile
seyreltilerek 5 farkli konsantrasyon (1000- 500- 250-125-62.5 uM) elde edilerek
konsantrasyona karsilik 595 nm'deki absorbans degeri ¢alisma egrisi olusturulmustur.

FRAP degerleri grafikten yararlanilarak g numune basina pM olarak hesaplanmistir.
Islemler:

e FRAP reaktifi taze hazirlanmis, kullanilmaya baslaymcaya kadar diisiik
hizda karistirilmistir.

e Test ¢ozeltileri hazirlanmustir (3 paralel ¢aligilmistir).

e Spektrofotometre galistirilarak, dalga boyu 595 nm'ye ayarlanmistir.

e Test 1, Test 2 ve Test 3 ve Numune korii tiiplerine 50 pL numune
¢ozeltileri, Standart ve Standart korii tiiplerine ise 50 pL Troloks
¢oOzeltisi pipetlenmistir.

e Reaktif korii tiiplerine numunenin ve standardin ¢oziiciilerinden 50 pL
pipetlenmistir.

o Test 1, Test 2 ve Test 3 Reaktif kori tiiplerine 1.5 mL FRAP reaktifi
pipetlenmistir (20 sn arayla).

e Numune korii ve Standart kord tiplerine ise 1.5 mL numune ve
standartlarin ¢oziiciileri 20 sn arayla pipetlenerek vortekslenmistir.

e (da sicakliginda 20 dk bekletilmistir.

e Absorbanslar1 595 nm"de okunmustur.
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5.6.3. DPPH* Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Serbest radikal temizleme aktivitesi tayinlerinde oldukg¢a yaygin olarak kullanilan
bu yontem kolay, ucuz ve kisa siirede sonu¢ vermektedir. Koyu menekse rengine sahip
serbest bir radikal olan DPPHe radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 517 nm'de
maksimum absorbans olusturmaktadir. Bu yontem antioksidan madde varliginda bu
absorbans miktarindaki azalistan faydalanarak bu maddelerin tespit edilmesi esasina

dayanmaktadir (90).

Calismada DPPH’® radikalinin 100 uM’lik metanollii ¢6zeltisi kullanildi. DPPH
aktivitesini kontrol etmek i¢in 100 uM DPPH c¢ozeltisi ile deneme yapilmistir. Belirli
konsantrasyondaki numuneden ve DPPH c¢ozeltisinden esit miktarda alinarak renk
degisimi gozlenmistir. Rengin ¢ok acik pembe olmasi aktivitenin yiiksek oldugunu
gosterir. Ornegin; Konsantrasyonu 2 mg/mL olan bitki numunesi i¢in 100 uM DPPH
(750 pL) ve bitki numunesi (750 pL) bir tiipte karistirildiginda rengin sariya yakin
oldugu gézlenmistir. Bunun i¢in numuneden gerekli seyreltmeler yapilarak aktivite i¢in
uygun bitki ekstresi konsantrasyonun 0.25 mg/mL oldugu gozlenmistir. Gerekli
seyreltmeler bitkinin ¢oziiclisii kullanilarak 6 farkli konsantrasyonda hazirlanmistir.
Standart olarak Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT) 6 farkli konsantrasyonda metanol

ile seyreltilerek hazirlanmistir.
Islemler:

e Standart tiiplerine ve standart korii tiiplerine 750 pL BHT, Reaktif koriine
750 uL BHT ¢oziiciisii pipetlenmistir.

e Test1, Test 2, Test 3 ve Numune korti tiiplerine 750 uL numune ¢ozeltileri ve
Reaktif kortine 750 L numunenin ¢oziiciisii pipetlenmistir.

e Standart tiiplerine ve Reaktif korii tiiplerine 750 uLL DPPH ve Standart koriine
DPPH coziiciisii olarak 750 uL metanol pipetlenmistir.

o Test 1, Test 2, Test 3 ve Reaktif korii tiplerine 750 u. DPPH ve Numune
koriine DPPH ¢oziiciisii olarak 750 uL. metanol pipetlenmistir.

e Spektrofotometre galistirilarak dalga boyu 517 nm'ye ayarlanmistir.

e Tiipler 50 dk bekletildikten sonra 20 sn arayla absorbans okunmustur.

e Sonuglar grafige gecirilip SCsp degerleri hesaplandi ve mg/mL olarak ifade

edilmistir.
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5.6.3.1. SCsp Degerinin Bulunmasi

SCsp radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonudur. SCsy degerinin
bulunmas i¢in farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu nedenle ¢aligmalarda 6
farkl1 konsantrasyonda Olciim yapilmigtir. Numunelerin yeterli miktarda farkl
konsantrasyonu  hazirlanip  absorbans  Olgtimleri  yapilmis ve  absorbanslar
konsantrasyona karsi grafige gegirilmistir. Maksimum absorbansin yarisina karsilik
gelen yani absorbansi yariya diisiiren konsantrasyon miktar1 SCsp degerini vermektedir.

SCsp degeri mg/mL birimiyle ifade edilmistir.
5.6.4. CUPRAC (Cu(II) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite)Yontemi:

Apak ve arkadaglarinin gelistirdigi bu yontemde, 2,9- dimetil-1,10-fenantrolin
(Neokuproin-Nc)’in Cu(Il) ile oluturdugu bakir(II)-neokuproin kompleksinin (Cu(ll)-
Nc), antioksidan maddeler varliginda 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir(I)-
neokuproin [Cu(l)-Nc] kelatina indirgenme yeteneginden yararlanarak antioksidan
kapasite hesaplanmaktadir (89). Bu yontem kolay kullanilan, hizli, etkili ve maliyeti
diisiik bir yontemdir. Karmasik ve yiiksek maliyetli cihazlara gerek kalmadan kisa
stirede dogru sonu¢ alinmaktadir. Ayrica alinan sonuglar da spesifiktir. Bu yontem igin
once ekstrelerin ve standardin (Troloks) belli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Sonra Troloks adim adim metanol ile seyreltilerek 5 farkli konsantrasyon
(1000-500-250-125-62.5 uM) elde edilerek konsantrasyona karsilik 450 nm'deki
absorbans degerleri ¢alisma egrisi olusturulmustur. CUPRAC degerleri grafikten

yararlanilarak g numune basina uM olarak hesaplanmustir.
Islemler:

o Reaktifler ve Test ¢ozeltileri hazirlanmistir (3 paralel ¢alisilmistir).

e Test1, Test 2 ve Test 3 ve Numune korii tiiplerine 500 pL numune ¢ozeltileri,
Standart ve Standart korii tiiplerine ise 500 pL standart ¢ozeltisi pipetlenmistir.

e Reaktif koriine 500 uL numune ve standart ¢oziiciileri pipetlenmistir.

o Spektrofotometre ¢alistirilmis, dalga boyu 450 nm"ye ayarlanmistir.

e Tiim tiiplere 1000 uL. CH3COONH, ve 1000 puL CuCl,.2H,0 pipetlenmistir.

e Test 1, Test 2, Test 3, Standart ve Reaktif korii tiiplerine 1000 puL neokuproin
reaktifi pipetlenirken numune korii ve standart korii tiiplerine 1000 pL reaktif

¢oziiciisii (metanol) 20 saniye arayla pipetlenerek vortekslenmistir.
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e Karanlikta, oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir.
e Absorbans degerleri 450nm’de okunmustur.

5.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal aktivite testleri Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii'nde Mikrobiyoloji  Laboratuvari'inda  yapilmustir.
Antimikrobiyal caligmalarin yapilmasi i¢in insanlarda hastalik etkeni olan baslica
prokaryotik mikroorganizmalarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine
gore model mikroorganizmalari se¢ildi ve bu mikroorganizmalarda bitki ekstraktlar: test
edilmistir. Okaryotik hiicre yapilarii temsilen insan patojeni maya mantar1 olan C.
albicans ve non patojen olan S. cerevisiae suslart kullanilmigtir. Tiim suslar Refik
Saydam Hifsissihha Enstitiisii’'nden (Ankara) temin edilmistir. Stok bikti ekstraktlar
kullanildig1 siireye kadar -20 °C’de bekletilmistir. Calismada kullanilan test

mikroorganizmalar1 Tablo 6'da gosterilmistir.

Tablo 6. Test Edilmis Mikroorganizmalar

Gram pozitif koklar; Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,

Gram pozitif sporlu

. Bacillus cereus 709 ROMA
basiller;

Gram pozitif sporsuz

e Listeria monositogenes ATCC 43251
basiller;

Gram almayan

asidoresistant bakteri: Mycobacterium smegmatis ATCC607

Gram negatif enterik

. i . Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911 ve Escherichia coli ATCC 25922
bakteriler (basiller);

Gram Negatif non

fermentatif bakteri: Pseudomonas aeruginosa ATCC 43288

Maya mantarlari; Candida albicans ATCC 60193 ve Saccharomyces cerevisiae RSKK 251

5.7.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

I. cappadocica bitkisi ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri olup olmadiginin
belirlenmesinde ilk olarak agar kuyucuk difiizyon metodu kullanilmistir (96). Bakteriler
icin Mueller Hinton agar ve sivi besiyerleri, M. smegmatis icin Brain heart infusion
(BHI) s1iv1ve kati1 besiyeri, mantarlar i¢cin maya ekstreli sivi besiyeri (YEG) (Difco,
Detriot, MI) ve Potato Dextrose agar (PDA) (Difco, Detriot, MI) kullanilmistir. Test

edilecek bakterilerin bir gecelik Kkiiltiirlerinden sivi besiyeri i¢inde yaklasik olarak
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10° kob/mL (koloni olusturan birim =colony forming unit) seklinde diliisyonlar
hazirlanmistir. Daha sonra oOnceden hazirlanmig kati besiyerlerine yaygin ekimleri
yapilmustir. EKimleri tamamlanan besiyerlerin {izerinde, steril cam boru yardimiyla 2 cm
araliklarda, 5 mm g¢apinda kuyucuklar ag¢ilarak her bir kuyucuga test edilecek ekstrelerin
1 mL’de hazirlanmis stok ¢ozeltilerinden 50 uL damlatilmistir. Bakteri ihtiva eden
petriler 24 saat, maya ihtiva eden petriler ise 48 saat 36 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra bir cetvel yardimiyla inhibisyon zonlar1 &lgiilmiistiir. Standard
kontrol ilag olarak bakteriler i¢in Ampisilin (10 pg), mayalar i¢in Flukonazol (5 pg), M.

smegmatis i¢in Streptomisin ve standart ¢6ziicii kontrolii kullanilmustir.
5.7.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Tayini

Agar kuyucuk difiizyon metodunda I. cappadocica bitkisi metanol ekstresinin
500-250 pg/mL miktarlarinin 10 mm ve tizeri zon ¢ap1 olusturdugundan bu etkinligin
kantitatif etki degerinin belirlenmesi i¢in siv1 besiyerlerinde mikrodiliisyon sivi yontemi
uygulanarak,  minimal inhibisyon  konsantrasyon = (MIC) degeri pg/mL

olarak belirlenmistir.

MIC yontemi, “National Committee for Clinical Laboratory Standard” (NCCLS)
standartlarinin belirledigi kritere gore uygulanmistir (96, 97). Bu amagla bakteriler igin
Mueller-Hinton agar (MHA) ve sivi (MHB) (H.7.3) (Difco, Detroit, MI), maya
mantarlari i¢in Yeast Nitrogen Base sivi (YNBB, pH 7.0) (Difco, Detroit, MI) ve PDA
(Difco, Detroit, MI) besiyerleri kullanilmistir.  Antitiiberkiiloz  aktivitenin
belirlenmesinde M. smegmatis susu ve kiiltiirii iiretimi/testi igin Brain Heart Infusion
(Difco, Detroit, MI) besiyeri kullanildi. Kiiltiirler 3-5 giin 35 °C’de aerobik kosullarda

inkiibe edilmistir.

Mikrodiliisyon testi icin ELISA pleytleri kullanilarak ekstrelerin 0.1 mL’si sivi
besiyerleri ile seri sulandirildi. Inokiile edilecek mikroorganizmalarm bir gecelik
kiiltirlerinden McFarland 0.5 bulaniklilizinda (1X10® kob/mL) sulandirim hazirlanip
1:10 sulandirilarak her bir kuyucuga 0.005 mL mikroorganizma (son test
konsantrasyonu 5X10* kob/kuyucuk) ilave edilmistir. Pleytler 35°C’de 16-72 saat siire
ile aerobik kosullarda etiivde bekletilmistir. MIC degeri, mikrodiliisyon
kuyucuklarindaki mikroorganizmanin iiremesi tamamen engellenmis ve ¢iplak gozle

belirlenebilen en diisiik antimikrobik madde konsantrasyonu olarak belirlenmistir.
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Standard kontrol ila¢ olarak bakteriler icin Ampisilin (10ug), mayalar i¢cin Flukonazol

(5u1g), M. smegmatis igin Streptomisin Ve standart ¢6ziicii kontrolii kullanilmistir.
5.8. Enzim Inhibisyonu
5.8.1. Tirozinaz inhibisyonu Tayini

Erzincan yoresinden toplanmis |. cappadocica bitkisinin metanol ekstreleri
hazirlanmistir. 10 mg/mL olarak hazirlanan metanol ekstrelerinin potasyum fosfat
tamponuyla (pH: 6.8) ile 25, 50, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde
diliie 6rnekleri hazirlanmustir. Ekstrelerin tirozinaz inhibisyon kapasitesi, L-DOPA’nin
substrat olarak kullanildig1 Likhitwitayawuid ve Sritularak tarafindan gelistirilen
yontem ile spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (91). Pozitif kontrol i¢in fungal bir
metabolik iiriin olan ve bakir ile selasyon sonucu gii¢lii tirozinaz inhibitor 6zellik
gosteren alfa-kojik asit farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak (25, 50, 100 ve 500
pg/mL) kullanilmistir (92). Olgiimler 96-kuyucuklu mikroplak kullanilarak, ELISA
okuyucuda gergeklestirilmistir. Deney protokolii A, B, C ve D karisimlar1 olarak
belirlenmistir. A, 120 pL fosfat tamponu (pH: 6.8), 40 uL tirozinaz soliisyonu (46 U/
mL); B, 160 uL fosfat tamponu (pH: 6.8); C, 80 uL fosfat tamponu (pH: 6.8), 40 puL
tirozinaz soliisyonu (46 U/mL), 40 uL 6rnek soliisyonu; D, 120 pL fosfat tamponu (pH:
6.8), 40 uL ornek soliisyonu eklendi ve karisimlar 23 °C’de 10 dk inkiibasyona
birakildiktan sonra her bir karisima 40 pL L-DOPA ¢ozeltisi konuldu ve tekrar 23 °C’de
10 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda mikroplaklar ELISA cihazina
yerlestirilerek, 6rnekler ve kontrol numunesinin absorbanslar1 490 nm dalga boyunda
okunarak, ilgili kuyucuklara ait absorbanslar formiilde yerlerine yazilarak

hesaplanmistir. Her 6rnek 3 paralel olarak ¢alisiimistir.

% Inhibisyon ={ [ (A-B)- (C-D) ]/ (A-B) } x100

Elde edilen sonuglar madde miktarmin logaritmasina karst % enzim inhibisyon
olacak seklinde grafige gegirilmis ve elde edilen denklemden ekstrelerin enzim iizerine

olan ICsp (Enzimin %50’sinin inhibe oldugu go6zlenen konsantrasyon) degerleri

hesaplanmustir.

34



5.9. Sitotoksite Tayini
5.9.1. Hiicre Dizisinin A¢ilmasi ve Kiiltiire Edilmesi

Oncelikle muhafaza edilen Insan Prostat kanser hiicresi olan PC-3 (‘human
prostate cancer celllines) ve 3T3 Fare fibroblast hiicreleri (sivi azot buhari ile
sogutulmus ortamda) ¢éziinmesi ve ¢aligmaya hazir hale getirilmesi amagh vial iginden
alarak (yaklasik 10° hiicre/mL) 37 °C’lik su banyosunda ¢oziinmesi i¢in 1-2 dk
bekletilmistir. Sonra hiicreler 15 mL’lik falkona almmustir. Uzerlerine 5 mL serumlu
besiyeri ilave edilmistir. Pipetajlama islemi ile stispanse hale getirilmistir. Elde edilen
bu silispansiyon 1200 rpm’de (dakika basina devir sayisi) 3 dk’lik bir siirede santrifiij
edilerek olusan siipernatant atilmistir. Hiicre stoklarinda mevcut olan DMSO (dimetil
siilfoksit)’nun ortamdan iyice uzaklastirilmasi icin aym islem ikinci kez yapilarak
tekrarlanmistir. Biitiin bu islem sonucunda elde edilen hiicre pelletine tekrardan 1 mL
serumlu besiyeri eklenmistir. Ardindan pipetajlama yapilarak yeni bir siispansiyon
hazirlanmustir. Olusan siispansiyon 24 saat siire beklemesi i¢in 25 cm”’lik flasklardaki 7
mL serumlu medyum ortama inkiibe edildi (%90 bagil nem, 37°C sicaklik ve %5 CO,
iceren ortam). Bu islem sonrasinda yapismayan hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi
amaciyla siipernatant atilmis ve ortama tekrardan serumlu besiyeri eklenmistir.
Hiicrelerin ortamdaki yogunlugunun %70 konfluent (sikisiklik) hale ulagsmis oldugu faz-
kontrast invert mikroskop kullanilarak tespit edilmistir. Daha sonra bu yogunluktaki
hiicreler ya kiiltlirin devami i¢in pasajlanmig ya da mevcut yapilacak testlerde

kullanilmastir.

Pasajlama islemi icin kullanilacak hiicreler siipernatantin alinmasi ile hazir hale
getirilmistir. Ortamdan hiicresel artiklarin ve tripsin aktivitesinin azalmasina sebep olan
serum fazlaliginin kaldirilmasi igin hiicre yiizeyleri PBS (fosfat tamponlu salin) (1X) ile
yikanmigstir. Hiicrelerin tutunduklari ortam yilizeyinden ayrilmalar1 amaciyla mevcut
hiicre kiiltiiriine tripsin-EDTA c¢ozeltisi ilave edilerek hiicreler 37 °C de, %5 CO; igeren
ortama inkiibe edilmis ve 5-10 dk bekletilerek tripsinize edilmesi saglanmistir. Ayrilan
bu hiicrelerin iizerine serumlu besiyeri eklenerek yeni siispansiyon olusturulmus ve
1200 rpm de 3 dk siireyle santrifiij edilmistir. Daha sonrasinda ayni1 islem bir kez daha
tekrar edilmistir.
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5.9.2. MTT Testinin Uygulamsi

Abudayyak ve arkadaslarmin uyguladigr yonteme gore yaklasik olarak 10° -10*
hiicre/100 pL kuyu yogunlukta olacak sekilde 96 kuyulu mikroplakalara hiicre dizisi
dagitilmistir. Daha sonra 24 saat siire ile 37 °C’de %5 CO’li inkiibatorde bekletilerek
inkiibe edilmistir. Sonrasinda ortamda olusan siipernatant atilarak kuyular 100 uL PBS
(1X) ile yikanmistir. Ardindan ortama taze serumlu besiyeri ilavesi ve hemen
sonrasinda bitki ekstreleri katilmistir. MTT ile sitotoksisite tespitinde maruziyet
konsantrasyonlari olarak sulu ekstreler i¢in 187 — 5000 pg/mL, metanollii ekstreler i¢in
ise 187-1500 pug/mL tercih edilmistir. 24 saatlik maruziyet sonrasi 25 pL/kuyu MTT (3-
4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid) ¢ozeltisi ilave edilmis ve 37 °C’de
%5 CO2’li inkiibatorde 2 saat siire ile bekletilmistir. Olusan siipernatantin
uzaklastirilmasimin ardindan her kuyuya 100 uL DMSO eklenerek mikroplakalar 5 dk
stire ile 150 rpm’de calkalanmistir. Ardindan mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
ile olusan ¢ozeltinin 590 nm’deki absorbansi (670 nm referans dalga boyuna karsi)
Olciilmiistiir. Deneyler toplamda en az 9 tekrar olacak sekilde, ayni kosullar altinda
farklt 3 giinde her konsantrasyon igin en az 3 tekrar seklinde yapilmistir. Sulu ve
metanollii ekstrelere maruz birakilmamis hiicreler negatif kontrol olarak benzer sekilde

analize hazirlanmistir (93).
Degerlendirme:

%100 canliliga esdeger olarak; enzim aktivitesine bagl, negatif kontrol
hiicrelerinden elde edilen absorbans degeri (optik dansite, OD) kabul edilmistir. Sulu ve
metanollii ekstrelere maruz kalan hiicrelerdeki OSlim orani enzim aktivitesindeki
inhibisyon derecesinin tespitine bagli olarak negatif kontroliin yiizdesi seklinde

asagidaki gibi hesaplanmustir.

% inhibisyon konsantrasyonu (IC) = 100 — (ort.OD madde x 100/ ort.OD negatif
kontrol)

Calismada sitotoksik etki potansiyelleri, 6liim-konsantrasyon 6l¢ii egrisinin elde
edilmesinin ardindan hesaplanan 1Csy (%50 inhibisyon konsantrasyonu) iizerinden

degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR
6.1. Toplam Fenolik Madde ile ilgili Bulgular

Toplam fenolik madde 6l¢timii i¢in yaygin olarak kullanilan Folin metodu Folin
reaktifiyle alkali ortamda fenolik yapiya sahip bilesiklerin renkli kompleks olusturmasi
esasina dayanmaktadir. Analizler i¢in hazirlanan metanollii ve sulu ekstreleri gerekli
seyreltme islemleri yapildiktan sonra toplam fenolik madde miktar1 gallik asit
standardina gore tayin edildi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart gallik asit
coOzeltisi ile Bolim 5.6.1.°de anlatilan metoda gore toplam fenolik madde miktarlar
tayin edildi. Elde edilen 765 nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon
degerleri x-ckseninde olacak sekilde bir standart ¢alisma grafigi hazirlanmigtir. Elde
edilen standart ¢alisma grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup, elde
edilen dogru denklemi y = 0,0009x + 0,0162 olarak tespit edilmistir (Sekil 10).
Hazirlanan standart ¢alisma grafigi kullanilarak 1 g bitkinin i¢erdigi mg cinsinden

toplam fenolik madde miktar1 belirlenmistir.

1,000 -
y =0.0009x + 0.0162
0,900 - Rz=0.9907

0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 +
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000

Absorbans (765 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200
Gallik asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 10. Toplam Fenolik Madde Tayini I¢in Gallik Asit Standardi Kullanilarak
Hazirlanan Standart Calisma Grafigi
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TOPLAM FENOLIK MADDE MIiKTARI
22.1

25
20 -
15 -

10 -
S-J
0 -

I. cappodocica (metanol ekstresi) I. cappodocica (su ekstresi)

mg GAE/g numune

Sekil 11. . cappadocica Bitkisinin Ekstrelerinin (metanol ve su) Toplam Fenolik
Madde Miktar1 Degerleri

6.2. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Kapasite Olciimiiniin (FRAP) Belirlenmesi

Bitki ekstraklarindaki antioksidan kapasitesinin Ol¢iilmesinde FRAP (Fe (II)
indirgeme giicii metodu gecerli bir yontem olarak goriilmektedir. Nispeten basit bir
yontem olan FRAP ydntemi; antioksidan igeren bir drnegin eklenmesi sonucu, oksidan
olarak kullanilan ferrik-tripiridiltriazin kompleksinin, renkli formdaki ferro (Fell)
formuna indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Bu analizde standart antioksidan olarak
sentetik ve ticari olarak satin alinabilen Troloks bilesigi kullanilmistir. Kalibrasyon igin
Troloks degisik konsantrasyonlar1 (31.25-1000 uM) kullanilarak hazirlanan standart
calisma grafigi Sekil 12°de verilmektedir.

y = 0.0011x + 0.1685
1,200 - R? = 0.9938

0 200 400 600 800 1000 1200
Trolox konstrasyonu (uM)

Sekil 12. FRAP Testi Igin Troloks Standard: Kullanilarak Elde Edilen Standart
Calisma Grafigi
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I. cappodocica (metanol ekstresi) I. cappodocica (su ekstresi)
Sekil 13. I. cappadocica Bitkisinin Ekstrelerinin (metanol ve su) FRAP degerleri

6.3. DPPH® Testi Sonucu

Bilesenlerin radikal siipiirme aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla hizli, kolay ve
ucuz bir yontem olan DPPH radikallerini siipiirme aktivitesi incelenmistir. Y Ontemin
esast 517 nm'de maksimum absorbans veren koyu menekse rengine sahip DPPH
radikalinin, serbest radikal siipiiriiciiler ya da hidrojen verici bilesikler varliginda
absorbansinin diigmesidir. Boliim 5.6.3'de anlatildigi gibi yontem uygulanmustir. Tablo
7°de numunelerin SCs degerleri verilmistir. Ayrica slitun grafigi olarak da Sekil 14'de
degerler gosterilmistir. Sonuglara gore en yiiksek radikal temizleme aktivitesine bitkinin

sulu ekstresi, en diisiik radikal temizleme aktivitesine ise metanollii ekstresi sahiptir.
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DPPH
0,07 0.0661
0,06 -
—~ 0,05 -
- 0.0425
£ 004 -
(@]
E 003 -
¢ 0,02 -
N
0,01 - 0.0074
O -
BHT I. Cappodocica (metanol I. cappodocica
ekstresi) (su ekstresi)

Sekil 14. I. cappadocica Bitkisinin Sulu ve Metanollii Ekstrelerindeki DPPH SCsg
Degerleri

Tablo 7. I. cappadocica Bitkisinin Sulu ve Metanollii Ekstrelerinde Bulunan Toplam
Fenolik Madde ve Antioksidan Aktivite Degerleri (Ort=SP)

Toplam Fenolik

Madde Miktari DPPH M FTF\;(')Alsks y DC/:[L;‘I:*(F)ZII(L)\IS; y
mg GAE/g SCso (Mg/mL) " g M g
numune numune
numune
I. cappadocica (metanol) 10.1 +0.0056 0.0661+0.0014 398+0.057 4377+2.156
I. cappadocica (su) 22.1+£0.0144 0.0425+0.0017 848+0.053 2189+ 1.141
BHT - 0.0074 + 0.0004 - -

GAE: Gallik asit esdegeri

6.3.1. DPPH Aktivitesi I¢in SCs Degerlerinin Hesaplanmasi

SCsp degerin bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda g¢alismak gerekir. Bu
nedenle c¢aligmalarda en az 6 farkli konsantrasyonda dl¢im yapilmistir. Numunelerin
yeterli miktarda farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak absorbans 6l¢itimleri yapilmistir ve
bu absorbanslar konsantrasyona kars1 grafige gecirilmistir. SCsp degeri mg/mL
cinsinden ifade edilmistir. Grafikleri asagidaki sekillerde yer almaktadir.
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0,800 -
y =-48.066x + 0.7131
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0,100 -
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Sekil 15. BHT Standardinin DPPH- SCsq Grafigi

0,790 ~
0,780 -
0,770 -
0,760 -
0,750 -
0,740 -
0,730 -
0,720 -
0,710 . . .
0,00000 0,00500 0,01000 0,01500

y =-5.9037x + 0.7809
R? = 0.9864

Absorbans (517 nm)

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 16. I. cappadocica Bitkisinin Metanollii Ekstresinin DPPH- SCs, Grafigi
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0,690 - y =-8.0631x + 0.6856
0,680 - R2=10.9939
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0,630 -
0,620 -
0,610 -

0,600 . . .
0,00000 0,00500 0,01000 0,01500

Absorbans (517 nm)

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 17. I. cappadocica Bitkisinin Sulu Ekstresinin DPPH- SCsy Grafigi

6.4. CUPRAC Testi Sonucu

CUPRAC yontemi, gerek aktivite gerekse kapasite oOlgiimlerinde kullanilan
teknikleri biinyesinde toplayan bir yontemdir. Kapasite yontemleri genelde 6rnegin
toplam antioksidan degerini, aktivite yontemleri ise serbest radikaller gibi reaktif
oksijen tiirlerini siipiirme etkinligini 6lgmektedir. Bu yontemin esas1 2,9- dimetil-1,10-
fenantrolin ~ (Neokuproin-Nc)’in ~ Cu(Il) ile olusturdugu bakir(IT)-neokuproin
kompleksinin (Cu(ll)-Nc), antioksidan maddeler varliginda 450 nm’ de maksimum
absorbans veren sari renkli bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc] kelatina indirgenme
yeteneginden yararlanarak antioksidan kapasite hesaplanmasidir. Ortaya c¢ikan sari
rengin siddeti antioksidan kapasiteyi gdstermektedir. Yontem boliim 5.6.4' de anlatildig:

gibi uygulanmustir.
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0,800 +

0,700 - y = 0.0005x + 0.1473
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Sekil 18. CUPRAC Testi i¢in Troloks Standardi Kullanilarak Elde Edilen
Standart Calisma Grafigi

CUPRAC
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Sekil 19. |. cappadocica Bitkisinin Ekstrelerinin (metanol ve su) CUPRAC
Degerleri

6.5. Antimikrobiyal Aktivite ile ilgili Bulgular

I. cappadocica ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi Agar Well Difiizyon ve
Mikrodiliisyon yontemiyle test edilmistir. Yontem Bolim 5.7°de anlatildigr gibi
uygulanmistir. |. cappadocica bitkisinin sulu ekstresi test edilen maya ve bakterilere
kars1 antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Metanol ekstresinin ise gram negatif

bakterilerden E. coli ve P. aeruginosa ; gram pozitif bakterilerden S. aureus, E. faecalis,
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L. monocytogenes, B. cereus; gram almayan bakteriden M. smegmatis standartlarla
karsilagtirildiginda orta derecede antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ancak her iki

ekstrede test edilen maya mantarlari igin hicbir aktivite gézlenmemistir.

Tablo 8. I. cappadocica Bitkisinin Sulu ve Metanollii Ekstrelerinin Agar Kuyucuk
Diflizyon Yontemi ile Olusturdugu Zon Caplari

Mikroorganizmalar ve Inhibisyon Caplari (mm)

(I::Ig'/kntlif) Gram negatif Gram pozitif aIGmr :gn Maya mantarlari

Ec Yp Pa Sa Ef Lm Bc Ms Ca Sc
I.cappadocica (su) 10 000 - - - - - - - - - -
l.cappadocica 10 000 8 - 6 6 8 6 8 15 - -
(metanol)
Ampisilin 10 10 10 18 35 10 10 15
Streptomisin 10 35
Flukonazol 5 25 25

Bc: Bacillus cereus, Ca: Candida albicans, Ec: Escherichia coli, Ef: Enterococcus faecalis, Lm: Listeria
monocytogenes, Ms: Mycobacterium smegmatis, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Sa: Staphylococcus
aureus, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Yp: Yersinia pseudotuberculosis.

Tablo 9. I. cappadocica Bitkisinin Sulu ve Metanollii Ekstrelerinin Mikro Dilisyon
Yontemi ile  Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu  Degerlerinin
Hesaplanmas1

Mikroorganizmalar ve Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (ug/mL)

TBilegiley | GTAmnegatt  Gram porii Amayan  mantanan
Ec Yp Pa Sa Ef Lm Bc Ms Ca Sc

l.cappadocica (su) - - - - - - - - - -
I.cappadocica 350 - 700 700 350 700 350 62.25 - -
(metanol)
Ampisilin 10 18 >128 35 10 10 15
Streptomisin 4
Flukonazol <8 <8

Bc: Bacillus cereus, Ca: Candida albicans, Ec: Escherichia coli, Ef: Enterococcus faecalis, Lm: Listeria
monocytogenes, Ms: Mycobacterium smegmatis, Pa: Pseudomonas aeruginosa, Sa: Staphylococcus
aureus, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Yp: Yersinia pseudotuberculosis.

6.6. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu ile Ilgili Bulgular

I. cappadocica bitkisinin su ve metanol ektrelerinin tirozinaz inhibisyonlari
Masuda ve arkadaslarinin gelistirdigi yonteme gore incelenmistir (91). Sonuglar Tablo

10, Sekil 20-22' de ayrintili bir sekilde verilmistir.
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Tablo 10. I. cappadocica Ekstrelerinin ve Standardin ICsp degerleri

ICso (ng/mL)
Kojik Asit 63.0957
1. cappadocica (su) >1000
l. cappadocica (metanol) 891.2509
KOJIK ASIT
_ 120
N y = 53.206x - 45.966
< 100 R = 0.9385
% 80
= 60 =—STD1
=
= 40 ol
= ogrusa
g 20 (STDY)
Z 0
= 0 1 2 3
Log [C]

Sekil 20. Kojik Asit Standartmnin % Tirozinaz Inhibisyonu

y = 83.408x - 251.6
R>=0.9974
0
S 1 2 3
=
(=}
> -50
2
2
o5
N -100
£
N
i
&= _150
Log [C]

Sekil 21. . cappadocica Bitkisinin Sulu Ekstresinin % Tirozinaz Inhibisyonu
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y =30.73x - 40.832

45 R2 = (.9985

40
35
30
25
20
15
10
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Sekil 22. 1. cappadocica Bitkisinin Metanollii Ekstresinin % Tirozinaz
Inhibisyonu

6.7. Sitotoksik Aktivite ile Ilgili Bulgular

Calisma kapsaminda |. cappadocica bitkisinin sulu ve metanollii ekstrelerinin
hiicre canlilig1 iizerine etkisini belirlemek amaci ile PC-3 ve 3T3 hiicre hattinda boliim
5.9.2’de anlatildigi gibi MTT yontemiyle test edilmistir. Sulu ekstreler test edilen
konsantrasyonlarda her iki hiicre hattinda da sitotoksiteye neden olmamistir. Metanollii

ekstreler ise yiiksek konsantrasyonlarda doza bagli sitotoksisiteye neden olmustur.

Sonuglar asagidaki Tablo 11, 12 ve Sekil 23, 24’de ayrintili sekilde ifade
edilmistir. 3T3 hiicrelerde ICsp degeri 1075.99 pg/mL, PC-3 hiicrelerde ise 1Cso degeri
1188.73 pg/mL olarak bulunmustur.

Tablo 11. I. cappadocica Bitkisinin Metanollii Ekstresinin PC-3 Hiicre Hatt1 Uzerindeki

% Inhibisyonu
PC-3 Hiicresi
Konsantrasyon (ug/mL) % Inhibisyon
1500 67.38931
1000 43.29771
750 21.67939
500 1.343511
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y = 0.0658x - 28.218

70 R2=0.9778
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Sekil 23. |. cappadoci ca Bitkisinin Metanollii Ekstresinin PC-3 Hiicrelerde IC50
Grafigi

Tablo 12. I. cappadocica Bitkisinin Metanollii Ekstresinin 3T3 Hiicre Hatt1 Uzerindeki

% Inhibisyonu
3T3 hiicresi
Konsantrasyon (ng/mL) % Inhibisyon
1500 89.61732
1000 40.58256
750 11.91923
500 5.629021
375 2.233738
100 -
y =0.0798x - 35.864 *
. 60 -
X
= 40 -
=
QO 20 -
L 4
0 ‘ T T T 1
ﬂ) 500 1000 1500 2000
-20
Konsantrasyon pg/mL

Sekil 24. |. cappadocica Bitkisinin Metanollii Ekstresinin 3T3 Hiicrelerde 1Cs
Grafigi
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6.8. RP-HPLC-UV ile Fenolik Bilesenlerin Sonuclar: ve Kromatogramlari

I. cappadocica bitkisinin analizi 7 ayr1 saf fenolik madde standardi kullanilarak
gerceklestirildi ve bitkinin metanollii ekstresinde en ¢ok sinapik asit ve benzoik asit
tespit edildi. p-hidroksi benzoik asit, vanilik asit, syringaldehit, kumarik asit, kersetin

ise tespit edilememistir. Fenolik bilesen sonuglar1 Tablo 13" deki gibidir.

Tablo 13. RP-HPLC-UYV ile Numunelerin Fenolik Bilesen Sonuglari

Standart (mg fenolik/g numune) Alikonma siiresi  Konsantrasyon (mg fenolik/g numune)

1. p-hidroksi benzoik Asit 4.197
2. Vanilik Asit 5.318
3. Siringaldehit 6.132
4. Kumarik Asit 7.407
5. Sinapik Asit 7.894 12.23
6. Benzoik Asit 9.432 48.08
7. Kersetin 14.688
mA ] 6
600 |
500 -
400 -
300 -
200 7 5
0 — 8
T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T ‘ T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

Sekil 25. I. cappadocica Bitkisinin Metanollii Ekstresinin Kromatogrami (5):
Sinapik asit, (6): Benzoik asit.
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7. TARTISMA ve SONUC

Ulkemiz bulundugu cografik konumu dolayisiyla zengin iklim cesitliligine ve
bunun sonucu olarak zengin bitki Ortiisline sahiptir. Bitkiler ¢esitli amaglarla Anadolu
halki tarafindan kullanilmistir. Ozellikle bir boliimii geleneksel yontemlerle tedavi
amaghi halen daha kullanilmaktadir. Dogal ilag kaynagi olan ve heniiz yapisi
aydinlatilmamis bir¢cok bitki tiirii de iilkemizde mevcuttur. Bu bitkilerin ¢esitli
hastaliklarin tedavisi amaciyla igeriginin aydinlatilip insanliga kazandirilmasi i¢in bilim
insanlar1 ¢alismalarini siirdiirmektedirler. Yapilan ¢alismalarda tlilkemizin sahip oldugu
bitki floryasinin zengin polifenol ve flovanoid igerdigi tipik fenolik profile sahip oldugu
goriilmektedir. Bu bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral ve antikanser gibi
birgok aktiviteden sorumlu olan ana faktérler oldugu bilinmektedir. Bu g¢alismada I.
cappadocica bitkisinin sulu ve metanollu ekstreleri hazirlanarak in vitro olarak
antioksidan, antimikrobiyal, tirozinaz inhibitdr, sitotoksik aktivite testleri ile biyolojik
aktivitesi incelenmig, ayrica RP-HPLC yontemi kullanilarak fenolik profili

belirlenmistir.

I. cappadocica bitkisinin toplam antioksidan kapasitesinin ol¢iilmesinde ti¢ farkli
yontem  kullanilmistir.  Bitkinin  metanollii  ve sulu ekstreleri  hazirlanarak
spektrofotometrik in vitro antioksidan analizleri i¢in FRAP, DPPH radikal temizleme
aktivitesi ve CUPRAC testleri uygulandi. Ekstrelerdeki toplam fenolik madde igerigi

spektrofotometrik olarak ¢alisilmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 tayini igin yaygin olarak kullanilan Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilmistir. Bu yontem Folin reaktifiyle alkali ortamda fenolik yapiya sahip
bilesiklerin renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir. Toplam fenolik madde
miktar1 Folin yontemi kullanilarak Gallik asit esdegeri cinsinden ifade edilmistir.
Calismamizda toplam fenolik madde miktar1 bitkinin metanollii ekstresinde 10.1 mg
GAE/ g numune, sulu ekstresinde ise 22.1 mg GAE/ g numune olarak tespit edilmistir.
I. cappadodica bitki ekstrelerinde toplam fenolik madde, FRAP, DPPH radikal
temizleme aktivitesi, CUPRAC, antimikrobiyal aktivite ve HPLC ile fenolik profilinin
belirlenmesine ait literatiirde herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu sebeple
tartismamizda farkli Isatis tiirleriyle yapilan ¢alismalara yer verilmistir. Kiirem'in 2014

yilinda yaptig1 yiiksek lisans tezi ¢alismasinda Kahramanmarasta ekilen bazi Isatis
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tirlerinin yaprak kismindan elde edilen toplam fenolik madde miktarin1 2010 yilinda
ekilen ikinci yilinda bigilen I. indigotica'da 195.07 mg GAE/g, 2011 yilinda ekilen ve
birinci y1l bi¢imi yapilan I. tinctoria 'da 269.88 mg GAE/g olarak bulmuslardir (16). Bu
miktarlar Erzincan yoresinden 2016 yilinda Haziran ayinda toplanan I. cappadocica
bitkisinin metanollii ve sulu ekstrelerinden elde ettigimiz toplam fenolik madde
miktarindan ¢ok daha yiiksek konsantrasyondadir. Karakoca ve arkadaslarinin yaptigi
bir ¢alismada I. floribunda bitkisinin ¢igek ve koklerinin metanol ve su ektrelerinde
toplam fenolik madde igerigini sirasiyla 37.09+0.96 mg GAE/g ekstre, 93.91+0.34 mg
GAE/g ekstre bulmuslardir (98). Wang'in 2012 yilinda yaptig1 bir caligmada ise I.
indigotica bitkisinde toplam fenolik madde igerigini metanol ve su ekstresinde sirasiyla
2.34 mg GAE/qg ekstre, 5.94 mg GAE/g ekstre bulmustur (99). Miceli ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada I. tinctoria bitkisinin etil asetat ekstresinde toplam fenolik madde
icerigini 191.05+£2.94 mg GAE/g ekstre bulmuslardir (101). Sonuglarda gézlenen bu
farkliliklar bitkinin yetistirildigi bolge, hasat zamani bitkinin icerdigi bilesenler
acisindan oldukca dnemli oldugu diisiiniilebilir. Ayrica farkli ekstrelerde calisilmasi da

farkli sonuglarin bulunmasina yol agabilir.

Yaptigimiz ¢aligmada |. cappadocica bitkisinin sulu ve metanollii ekstrelerindeki
toplam antioksidan kapasitesini Fe*® iyonlarinin indirgenmesi esasina dayanan FRAP
yontemine gore Troloks esdegeri cinsinden (Troloks esdegeri antioksidan giic)
hesaplanmugtir. Bu teste gore bitkinin sulu ekstresinde 848 pumol Troloks/g numune,
metanollii ekstresinde ise 398 pumol Troloks/g numune bulunmustur. Karakoca ve
arkadaglarinin yaptigt bir calismada 1. floribunda bitkisinin g¢igek kisminin su
ekstresinde metanol ekstresine gore daha yiiksek FRAP degeri bulmuslardir. Ancak kok
kisminin metanol ekstresinde su ekstresine gore daha yiiksek FRAP degeri bulunmustur.
31.25 pg/mL konsantrasyonda BHT degeri ile karsilastirildiginda ekstrelerden daha
yiiksek indirgeyici gii¢ gostermistir (98).

Antioksidan kapasiteyi belirlemede kullanilan bir diger yontem olan Cu(ll)-Nc
kompleksinin antioksidan maddeler varhiginda Cu(l)-Nc'e indirgenerek 450 nm'de
maksimum absorbans vermesi esasina dayanan CUPRAC yontemiyle de |I.
cappadocica'nin sulu ve metanollii ekstrelerindeki toplam antioksidan kapasite Troloks
esdegeri cinsinden hesaplanmistir. Sulu ekstresinde 2189 uM Trolox /g numune,

metanollu ekstresinde ise 4377 uM Trolox /g numune olarak bulunmustur. Bu sonuglar
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bize CUPRAC yontemiyle belirlenen antioksidan kapasitesinin |. cappadocica
bitkisinin metanollii ekstresinin sulu ekstreye gore daha fazla oldugudur. Karakoca ve
arkadaglarinin yaptigt bir calismada |. floribunda bitkisinin ¢igek kisminin su
ekstresinde metanol ekstresine gore daha yiiksek CUPRAC degeri tespit etmislerdir.
Bitkinin kok kisminin metanol ekstresinde su ekstresine gore daha yiiksek CUPRAC
degeri bulmuslardir. 31.25 pg/mL konsantrasyonda BHT'nin ekstrelerden daha yiiksek
CUPRAC degerini gosterdigini belirtmislerdir (98).

Bilesenlerin radikal siipiirme aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla hizli, kolay ve
ucuz bir yontem olan DPPH radikallerini siipiirme aktivitesi incelendi. Yontemin esasi
517 nm de maksimum absorbans veren koyu menekse rengine sahip DPPH radikalinin,
serbest radikal siipiiriiciiler ya da hidrojen verici bilesikler varliginda absorbansinin
diismesidir (90). DPPH radikalinin olusumunun % 50’sini engelleyen madde miktari
SCsp olarak tanimlanir ve SCsy degerinin diisiik olusu radikal temizleme aktivitesinin
yiiksek oldugunu gosterir. Calismada 1. cappadocica bitkisinin sulu ekstresi metanollii
ektresine gore disiik radikal temizleme aktivitesine (SCsp: 0.0425 mg/mL), metanollii
ekstresi ise yiiksek radikal temizleme aktivitesine (SCsp: 0.0661 mg/mL) sahip oldugu
gozlenmistir. Karakoca ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada I. floribunda bitkisinin
cicek kisminin su ektresinde DPPH radikal temizleme aktivitesini 89.58 % (SCsp >100)
(2000 pg/mL konsantrasyonda) bulmuslardir. Bitkinin kok kisminin metanol ektresinde
ise %87.49 (SCsp: 747.45 pg/mL) oldugunu tespit etmislerdir. BHT'nin 200 pg/mL
konsantrasyonda radikal yakalama kapasitesini 91.19 % olarak bulmuslardir (98).
Wang'in yaptigi ¢alismada I. Indigotica bitkisinin 2 mg/mL su ekstresinde DPPH
aktivitesini %34.85 olarak bulmuslardir (99). Miceli ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
I. tinctoria bitkisinin DPPH aktivitesini (SCsp: 0.6657+0.0024 mg/mL), BHT (SCsy:
0.0677+0.0002 mg/mL) ile karsilastirdiklarinda SCso degerlerini daha yliksek
bulmuslardir (101).

Calismada |. cappadocica bitkisinin sulu ve metanollii ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitesi Agar Well Diflizyon yontemiyle ile test edilmistir. I.
cappadocica bitkisinin sulu ekstresi test edilen bakteri ve mayalara karsi herhangi bir
antimikrobiyal aktivite gdstermemistir. Metanol ekstresini ise gram negatif
bakterilerden E. coli ve P. aeruginosa; gram pozitif bakterilerden S. aureus, E. faecalis,

L. monositogenes, B. cereus; gram almayan bakteriden M. smegmatis standartlarla
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karsilastirildiginda orta derecede antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Ancak her iki
ekstre de maya mantarlari i¢in hicbir aktivite gézlenmemistir. |. cappadocica bitkisinin
metanolii ekstrelerinin minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri ise gram negatif
bakterilerden E. coli i¢in 350 ug/mL ve P. aeruginosa i¢in 700 ug/mL; gram pozitif
bakterilerden S. aureus i¢in 700 ug/mL, E. faecalis i¢in 350 ug/mL, L. monositogenes
icin 700 pg/mL, B. cereus i¢in pg/mL; gram almayan bakteriden M. smegmatis icin ise
62.25 ng/mL olarak bulunmustur. Karakoca ve arkadaslari I. floribunda bitkisinin ¢i¢ek
ve kok kisimlarinin antimikrobiyal aktivitesini disk diflizyon metoduyla calismislardir.
Bitkinin ¢i¢ek kisimlarinin metanol ekstresi B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus,
L. monocytogenes bakterilerine karst Ampisilin ile karsilastirildiginda antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ancak sulu ekstresinin hi¢ bir aktivite gostermedigi gozlenmistir.
Bitkinin kok kisminin metanol ekstresinde ise sadece S. aureus ve L. monocytogenes
bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini bulmuslardir (98). Yaptigimiz
calisma ile karsilastirdigimizda ayni cinsin farkli tiirlerinin metanollii ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ancak I. floribunda bitkisinin kok ve ¢igcek kisminda
farkli sonuglar gézlenmistir. Buradan bitkilerin ¢icek ve kok igeriklerinin farkli oldugu

sonucuna varabiliriz.

Bitkinin tek tek fenolik madde iceriginin belirlenmesi amaciyla ters faz yiliksek
performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC) yontemi kullanildi. Bu yontemde saf
fenolik madde standartlar1 kullanilarak polarliklarina gore bilesiklerin ayrilmalar1r ve
tanimlanmalart miimkiin olmaktadir. I. cappadocica bitkisinin metanollii ekstresindeki
fenolik bilesenleri belirlemek amaciyla 7 ayr saf fenolik madde standardi kullanilarak
HPLC- DAD ile ayirma ve tanimlamalar yapilmistir. Ters faz (RP)- HPLC ile C18
kolon kullanilarak ve dedeksiyon fotodiyot (DAD) dedektor kullanilarak degisik UV
bolgerinde fenolik bilesenler belirlenmistir. Bu amagla; p-hidroksi benzoik asit, vanilik
asit, syringaldehit, kumarik asit, sinapik asit, benzoik asit, kersetin standartlari
kullanilarak tayinler yapilmistir. Bunun i¢in 6nce her bir standart icin 15181
absorbladiklar1 maksimum dalga boylar1 ve alikonma zamanlar1 hesaplanarak tiim
karisim halinde HPLC’de standart kromatogram elde edilmistir. |. cappadocica
bitkisinin metanollii ekstratinda 12.23 mg/ g numune sinapik asit, 48.08 mg/ g numune
benzoik asit tespit edilmistir. p-hidroksi benzoik asit, vanilik asit, syringaldehit, kumarik

asit, kersetin ise tespit edilememistir. Karakoca ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada 1.
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floribunda bitkisinin kok kismimin metanollii ekstresinde katesin (93.80 ug/g), p-
hidroksi benzoik asit (106.90 ug/g), klorojenik asit (1980.20 ug/g), kafeik asit (112.20
ug/g), p-kumarik asit (136.30 pg/g), ferulik asit (89.90 ug/g), sinnamik asit (47.50
ug/g), kersetin (150.60ug/g) bulunmustur (98). Emam ve ElI-Moaty'nin 2009 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada I. microcarpa bitki ekstresinde ferulik asit, gallik asit, kafeik
asit tespit etmislerdir (100). Miceli ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada I. tinctoria
bitkisinin yapraklarinin etil asetat ekstresi HPLC-PDA/ESI-MS ile incelendiginde
neoklorojenik asit, klorojenik asit, kafeik asit, kumaril kuinik asit, sinapik asit, ferulik
asit, luteolin glukuronid, rutin, p-kumarik asit, vicenin-2, stellarin-2, izoviteksin,
kersetin, izoskoparin, kamferol, apigenin glukozid bilesikleri i¢erdigini bulmuslardir

(101).

Enzimatik  aktivitenin  inhibisyonu  6nemli  bir mekanizma  olarak
degerlendirilmektedir. Bircok ila¢g ve toksik bilesik etkisini enzim inhibitorii gibi
davranarak gostermektedir (94). Giiniimiizde enzim ve enzim inhibitorlerinden g¢ok
cesitli alanlarda faydalanilmaktadir. Bunlarin basinda tip, eczacilik, tarim, hayvancilik,

cevre, gida, tekstil, kagit, deterjan ve kozmetik alanlar1 gelmektedir.

Tirozinaz enzimi bir ¢ok alanda kullanilabilen bir enzimdir. Ozellikle gida, saglik,
kozmetik bunlarin basinda gelmektedir. Melanin hiperpigmentasyonu ile ilgili bazi
hastaliklarin tedavisinde tirozinaz inhibitorleri kullanilmaktadir. Ayrica bu inhibitorlerin
deri beyazlatilmasi etkisinden kozmetik endiistrisinde ve eczacilikta da 6nemli diizeyde
yararlanilmaktadir (95). Bu alanlarda kullanilan kimyasallarin toksik olmasi nedeniyle
alternatif olarak bitki ekstrelerinin kullanimi arastirma konusudur. Bu kapsamda

¢alismamizda tirozinaz inhibisyonunun aragtirmasi yer almaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada |. cappadocica bitkisinin dort farkli konsantrasyonda su ve
metanol ekstreleri hazirlanmig ve tirozinaz enzimi {izerine inhibisyon etkileri
incelenmistir. Sadece metanol ekstresinin tirozinaz enzimini inhibe ettigi ve artan
konsantrasyonlarda bu etkiyi artirdigi saptanmistir. Fakat standart olarak kullanilan
kojik aside gore 1Csp degerinin daha yiiksek oldugu bunun netice kojik aside gore ¢ok
daha diisiik oranda inhibe ettigi belirlenmistir. Hashemi ve Zarei'nin 2014 yilinda
yaptiklart bir ¢aligmada Irandan topladiklar1 10 bitkinin hekzan ektresinde standart

olarak kojik asit kullanarak tirozinaz inhibitor aktivitesine bakmislar ve bu bitkilerden
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biri olan I. cappadocica'nin tirozinaz inhibitdr aktivitesinin %50 den fazla ve ICsg

degerinin 1.04 ug/mL oldugunu bulmuslardir (102).

Yaptigimiz ¢alismada 1. cappadocica bitkisinin su ve metanol ekstrelerinin
sitotoksik aktivitesi MTT yontemiyle PC-3 ve 3T3 hiicre hatlarinda test edilmistir. Sulu
ekstreler test edilen konsantrasyonlarda her iki hiicre hattinda da sitotoksik etki
gostermemistir. Metanollii ekstreler ise yiiksek konsantrasyonlarda doza bagh
sitotoksisiteye neden olmustur. Hiicre 6limii %50 inhibisyon degeri olan ICsq degeriyle
ifade edilmektedir. Metanol ekstrelerin 3T3 hiicrelerde 1Csp degeri 1075.99 pg/mL, PC-
3 hiicrelerde ise 1Cspdegeri 1188.73 pug/mL olarak bulunmustur. Sonuglar yiiksek dozda
ve metanollii ekstrelerinde |. cappadocica bitkisinin her iki hiicre {izerinde in vitro
sitotoksik etkisi oldugunu gostermistir. Bu yiizden antioksidan olarak kullanimi
giivenlidir. ICsyp degerleri arasinda 3T3 ve PC-3 hiicrelerde anlamli farklilik
bulunmamasi ve tedavi amaciyla kullanilmasi i¢in asir1 dozlarda alinmasi gerektigi
bunun da kanserli olmayan hiicrelere de toksik etki gosterecegi anlasilmistir. Bu yiizden
antikanser diyebilmemiz i¢in daha fazla arastirma yapilmahdir. Karakoca ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismada |. floribunda bitkisinin gogiis hiicresi (MCF12A) 'nde
sitotoksik aktivitesine bakilmistir. Bitkinin metanollii ekstresi 250, 500 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarinda MCF12A hiicresine sirastyla %5.88, 6.27 ve 13.25 sitotoksik etki
gosterdikleri  gozlenmistir  (98). Miceli ve arkadaslarinin  yaptigi calismada
antiproliferatif etkiyi MTT testi ile degerlendirmisler ve I. tinctoria bitkisinin yaprak
kisminin anaplastik insan tiroid karsinoma (CAL-62) hiicre hattinda biiyiimeyi %80
azaltigint  gozlemlemislerdir (101). Rehab'n 2016'da yaptigi bir c¢alismada |.
microcarpa bitkisinin diklorometan, etil asetat, metanol ekstrelerinin in vitro sitotoksik
aktivitesini hepatik (HEPG2) ve gogiis karsinoma (T47D) hiicre hattinda incelemis ve
en aktif ekstrenin diklorometan oldugunu bulmustur. Diklorometan ekstresi en diisiik
ICs0 degeri gostermistir. T47D hiicre hatt1 ig¢in 1Csp: 20.8 pug/mL, HEPG2 hiicre hatt1
igin ICsp: 34.3 ug/mL olarak bulunmustur (103).

Sonug olarak simdiye kadar ¢aligilmamis bir tiir olan |. cappadocica bitkisinin
antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik ve tirozinaz inhibitor aktiviteSinin yiiksek oldugu
yapilan bu c¢alisma ile ortaya konmustur. Sahip oldugu giiglii antioksidan 6zellikten
dolayi, igecek olarak ya da yiyeceklerle kullanimai ile antioksidan savunma sistemimizin

serbest radikallerle miicadelesine katki saglayacagi agiktir. Giiniimiizde gelecege
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yonelik sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek dogal antioksidan arayislari gittikge
artmaktadir. Bu tip c¢aligmalarla yiiksek antioksidan aktiviteye sahip ekstreler
belirlenerek bunlarin gida sanayisinde antioksidan etkilerinin incelenmesi ile
caligmalarin endiistriyel uygulamaya yonelik devamliliginin saglanmasi diisiintilebilir.
Bitkimiz antibakteriyel aktiviteye sahip olmasi nedeniyle enfeksiyonlarin ve tirozinaz
enzimini inhibe etmesinden dolay1 hiperpigmentasyon tedavisinde yardimci olarak
kullanilabilir. Ancak bu sonuglarin daha ileri klinik calismalarla desteklenmesi
gerekmektedir. I. cappadocica'nin metanol ekstresi yiiksek konsantrasyonda doza baglh
olarak PC-3 ve 3T3 hiicre hatlarinda sitotoksisiteye neden oldu. Bu pozitif sonuglara
ragmen bitkimizin tedavilerde giivenli kullanilabilmesi i¢in iyi planlanmig klinik

calismalarla desteklenmesi gerektigi inancindayiz.
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8. ONERILER

1.

Calismamizda 1. cappadocica bitkisinin sulu ve metanollii ekstreleriyle
calisilmistir farkli ¢oziictiler kulanilarak da bu ¢alisma zenginlestirilebilir.
Calismamizda 3 farkli antioksidan test kullanilmistir, literatiirde sik kullanilan
diger antioksidan yontemler de ¢alisilsaydi daha kapsamli bir ¢alisma olurdu.
Calismanin devami niteliginde biyolojik aktif bilesiklerin belirlenmesi
amaciyla izolasyon c¢alismalar1 ve ardindan belirlenen aktif bilesiklerin
etkinligi deney hayvanlari tizerinde in vivo olarak arastirilabilir.
Calismamizda iki farkli hiicre hatti kullanilmistir, ikiden fazla hiicre hatti

kullanilarak sitotoksik aktivite calismasinin kapsami artirilabilir.
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