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OZET

Onopordum anatolicum (Boiss.) Boiss. & Heldr. ex Eig ENDEMIK TURUNUN
ANTIOKSIDAN AKTIiVITESI, ANTIBAKTERIYAL VE SITOTOKSIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Bu c¢alisgmada, Denizli ilinde yayilis gosteren endemik Onopordum
anatolicum (Boiss.) Boiss & Heldr. ex Eig tiiriine ait tohumlarin etanol, metanol,
aseton ve benzen ckstraktlarinin antioksidan, sitotoksik, antikanserojen Ve
antibakteriyal aktiviteleri incelenmistir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde
DPPH ve B-karoten-Linoleik asit yontemleri kullanilmistir. En yiiksek antioksidan
aktivite (%77) metanollii ¢oziicii ile elde edilen ekstraktta goriilmiistiir. Ekstraktlarin
en disiik antioksidan aktivitesi asetondur (%5). Antioksidan etki yoOniinden
kuvvetliligi icerdigi fenolik madde miktarina baglhdir. Bu amagla Folin-Ciocaltaeu
yontemiyle yapilan deneyde O. anatolicum toplam fenolik madde igerigi mg/ml
gallik asit cinsinden hesaplanmistir. Bu degerler gore igeriginde en fazla fenolik
madde igeren metanol (14,9) ve az fenolik madde igeren benzendir (5,53). DPPH
yontemiyle elde edilen sonuglara baktigimizda ortamdaki serbest radikallerin
stiplirme yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. Tiim 6ziitlerin derisiminin artmasiyla,
serbest radikal giderim aktivitesi de artmaktadir. Antibakteriyal aktivite arastirmasi
kapsaminda yapilan c¢alisgmamizda Broth Mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen,
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis gram negatif bakteriler ile Staphylococcus
warneri ve Staphylococcus haemolyticus gram pozitif bakterilerde bulunan MIC
(minimal inhibitér konsantrasyonunu) ve MBC (minimal bakteriyal konsantrasyon)
degerleri hesaplanmigtir. Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterileri genel
olarak degerlendirildiginde ise; Gram negatif bakteriler i¢in antibakteriyal etkinligin
etanol sollisyonu igeren ekstraktlarda daha yiliksek oldugu, ancak Gram pozitif
bakteriler icin ise antibakteriyal etkinligin metanol soliisyonu iceren ekstraktlarda
daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Sitotoksik etki Brine Shrimp (Artemia salina)
yontemine gore ethanol ile hazirlanmis ekstraktta 500 pg/ml ve sti
konsantrasyonlar yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugu goézlenmistir. Methanol ile
hazirlanmis ekstraktta 50 pg/ml ve daha iistii konsantrasyonlar sitotoksik etkiye
sahiptir. H1299 kanser hiicreleri %10 FCS i¢ceren RPMI1640 besi ortami igersinde,
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bitki ekstrakti (1000, 500, 250, 125, 67,5, 32,
16, 8,4,2,1,0,5, 0,2, 0,1 pg/mL) 0.2 mikronluk filtrelerden gegirilerek steril edildikten
sonra kanser hiicre hatlarmma 72 saat siiresince maruz birakilmis ve sonuglara
bakilmistir. H1299 kanser hiicrelerinde 500 pg/ml ve lstli konsantrasyonlar igin
etkisi oldugu gozlenmistir. 500 pg/ml ve istii konsantrasyonlar da H1299 akciger
kanser hiicrelerinde canli hiicrelerde azalmalar gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Onopordum anatolicum (Boiss.) Boiss. & Heldr. ex Eig,
Antioksidan, H1299 kanser hiicreleri, Sitotoksik Etki, Antibakteriyal EtKi



ABSTRACT

THE RESEARCH OF ANTIOXIDANT ACTIiVIiTY AND, ANTIBACTERIAL
AND CYTOTOXIiC EFFECTS OF THE ENDEMIiC FAMILY OF Onopordum
anatolicum (Boiss.) Boiss. & Heldr. ex Eig

In this research, antioxidant, cytotoxic, anticarcinogenicand antibacterial activities of
ethanol, methanol, acetone and benzen extracts of some endemic Onopordum
anatolicum (Boiss.) Boiss. & Heldr. ex Eig seeds which are in Denizli were
examined. DPPH and [B-carotene-Linoleic acid methods were used in order to
determinethe antioxidant activity. The highest antioxidant activity (77%) was seenin
the extract which is obtained by using methanol catalyst. The lowest activity of
antioxidant of the extracts is acetone (5%). In terms of impact, the strenght of
antioxidant depends on the phenolic amount of it. For that purpose, O. anatolicum
total fenolic content was calculated in terms of mg/ml gallic acid in the experiment
performed by using Folin-Ciocaltaeu medhod. According to these values, the highest
amount of phenolic compounds are in methanol (14,9) and the lowest amount of
phenolic compounds are in benzen (5,53). According to the results of the experiment
performed by using DPPH method, it is obvious that the free radicals in the
environment has theability of sweep. The increase in the concentration of all extracts
leads to an increase in the activity of elimination of free radical. In the study under
antibacterial activity research, MIC (Minimal Inhibitor Concantration) and MBC
(Minimal Bacterial Concentration) values in Staphylococcus haemolyticus gram
positive bacteriasand Escherichia coli, Salmonella Enteritidis gram negative
bacterias were calculated. According to the values, in the gram (-) bacteri as the
group included ethanol extract was observed beter than the group included methanol
extract. It was determined that it is less efficient in the gram (+) bacterias. 500 pg/ml
and higher values of concentrations which were prepared with ethanol based on the
Brine Shrimp (Artemia salina) method have high cytotoxic effect. 500 pug/ml and
high ervalues of concentration swhich were prepared with methanol have also high
cytotoxic effect. H1299 cancercells in RPMI1640 nutrient environment which
includes 10% FCS, after the herb extract (1000, 500, 250, 125, 67,5, 32, 16, 8, 4, 2,
1, 0,5, 0,2, 0,1 ug/mL) which was prepared in different concentrations was sterilized
by using 0.2 micron filter, it was exposed in to the cell linesfor 72 hours and the
results were determined. It was observed that it had effects on H1299 cancer cells for
H1299 and more concentrations. In the concentrations of H1299 and more than
H1299, there is decrease in the amount of alive cells for lung cancer.

KeyWords: Onopordum anatolicum (Boiss.) Boiss. & Heldr. ex Eig, Antioxidant,
H1299 cancer cells, cytotoxic effect, antibacterial effect

xi



1. GIRIS

Dogadaki tiim hayvanlar, bitkiler ve insanlar bir dengenin {riiniidiirler.
Mitolojide bitkiler tanrilarin insana verdigi en degerli armagan olarak ele alinmistir.
Tiim bitkiler insanin hizmetindedir ve insanin varolusundan itibaren bitkilerle olan
iliskisi baglamistir (Gezgin, 2006). Insanlar pek cok ihtiyaglarini karsiladig1 daglari,
tepeleri, cayirlari, otlaklari, yamaglar1 ve dereleri daima birer tabii eczane olarak
gormiistiir. ilk ¢aglardan kalan arkeolojik bulgulara gore insanlar, besin elde etmek
ve saglik sorunlarini gidermek icin dncelikle bitkilerden faydalanmislardir (Kogyigit,
2005).

Yiizyillardan beri siiregelen insan ve bitki arasindaki bag sonucunda,
giiniimiizde tim diinyanin 6nemini kabul ettigi ve ciddi arastirmalarin yapildig:
etnobotanik bilim dali dogmustur (Kogyigit, 2005). Etnobotanik bilgi birikimi,
deneme yanilma yoluyla edinilmis ve uzun bir zaman siireci sonucunda nesilden
nesle aktarilarak giliniimiize kadar ulasan ¢ok degerli bilgileri yansitan icerikleri ile
bitkilerin bilimsel olarak degerlendirilmelerine 6nemli katkida bulunmaktadir. “T1bbi
bitkilerle tedavi “ anlamina gelen “Fitoterapi” terimi ise ilk kez Fransiz hekim Henri
Leclerc (1870-1955) tarafindan kullanilmistir. Teknolojinin gelismesiyle birlikte
insanlar dogal {irlinlere daha c¢ok yonelmisler, buna bagli olarak hastaliklarin
tedavisinde de tibbi bitkileri kullanmay1 daha giivenli bulmuslardir. Ozellikle 19901
yillardan sonra, tibbi ve aromatik bitkilerin yeni kullanim alanlarinin bulunmasi,
dogal triinlere olan talebin artmasi; bu bitkilerin kullanim hacmini her gecen giin
arttirmaktadir. Bu g¢alismalar ne kadar cok olsa da yeterli olmamaktadir, ¢iinkii
tilkemiz genis bir floraya, ¢ok fazla bitki cesitliligine sahiptir.

Iliman kusak icerisinde bulunan Tiirkiye ise, sahip oldugu bitki cesitliligi
acisindan kendisini ¢evreleyen birgok iilkeden daha zengindir ve farkli olan
ozellikleri ile dikkati c¢eker. Tiirkiye’de yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisi,
Avrupa kitasinin tiimiinde yayilis gdsteren bitki tiirlerinin sayisia yakindir. Ulkemiz
mevcut bitkisel ¢esitliligi yoniinden olduk¢a zengin bir floraya sahiptir. Floramizin
bu kadar zengin olmasiin baslica sebepleri olarak; Tirkiye nin birbirinden hem
iklim hem de bitki ortiisii yoniinden, dolayisiyla floristik yapisi bakimindan farkli {i¢

bitki cografya bolgesinin kesistigi bir konumda olmasi (Bunlar: Kuzey Anadolu’da



Avrupa-Sibirya, Bat1 ve Giiney Anadolu’da Akdeniz, ¢ ve Giiney Dogu Anadolu’da
yer alan Iran-Turan bitki cografyasi bolgeleridir), Anadolu’nun Avrupa ve Asya
kitas1 arasinda koprii konumunda olmasi ve buna baglh olarak iki kita arasinda
karsilikli bitki gogleri ile gesitliligin artmasi, bir¢cok cins ve seksiyonun farklilasma
merkezinin Anadolu olusuyla, edafik (topraksal) faktorlerin oldukga ¢esitlilik
gostermesi sayilabilir (Erik ve Tarikahya, 2004). Ayrica iilkemiz sadece flora
zenginligi olarak degil endemik tiir zenginligi bakimindan da ¢ok 6énemli bir yerdedir
(Ekim, 1990). Endemik bitkiler sinirli yayilis alanina sahip bitkilerdir. Tiirkiye
florasindaki endemik tiir sayis1 2891°dir. Bu sayiya endemik olan 497 alttiirii ve 390
varyeteyi dahil ettigimizde endemik takson sayist 3778’e ¢ikmaktadir (Erik ve
Tarikahya, 2004).

1.1. Yurdumuz da Endemizm ve Endemik Bitkiler

Yurdumuz, Orta Dogu ve Avrupa iilkeleri i¢inde hem tiir sayis1 hem de endemik tiir
bakimindan en zengin iilkelerden biridir. Bunun nedenleri;

1. Iklimsel ¢esitlilikler.

2. Topografik cesitlilikler.

3. Jeolojik ve jeomorfolojik ¢esitlilikle deniz, gol ve akarsu gibi farkli sucul ortam
cesitlilikleri.

4. 0-5000 m’ler arasinda degisen yiikseklik farkliliklari, 3 farkli bitki cografyasi
bolgesinin birlestigi yerde olmasi.

5. Anadolu diyagoneli sinir kabul edilirse, dogusu ve batisi arasinda ekolojik
farkliliklar bulunmasi ve bu durumun floristik fakliliklara da yansimasidir (Kaya ve
Aksakal, 2005).

Endemik bitki tiirleri bakimindan zengin olan bdlgeler Akdeniz, i¢ Anadolu ve Dogu
Anadolu Bolgeleridir (Ekim vd., 2000; Erik ve Tarikahya, 2004). Yurdumuzda
toplam endemizm orani ise %33,5’dir (Kaya ve Aksakal, 2005). Tiirkiye endemik
tirler agisindan zengin oldugu gibi endemik cinsler (genera) agisindan da zengin
sayilir. Bir tiir ile temsil edilen ve endemik olan cinsler: Kalidiopsis ve Cyathobasis
(Chenopodiaceae), Phryna ve Thurya (Caryophyllaceae), Physocardamum ve

Tchihatchewia (Cruciferae), Nephelochloa ve Pseudophleum (Bugdaygiller-



Gramineae), Dorystoechas (Labiatae), Sartoria (Leguminosae), Crenosciadium ve
Ekimia (Umbelliferae) (Davis, 1965-1988; Giiner vd. 2000).

1.2. Asteraceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Asteraceae (papatyagiller) familyasinin, tiir bakimindan en zengin familya

oldugunu Tiirkiye Floras1 kitabinin 5. cildinden ¢ikarmak olasidir. Tek yillik ve ¢ok
yillik otsular veya bazen cali seklinde olan bazilari latisifer (= siit borulari) igeren
entomofil (= entomogam) bitkilerdir. Yapraklar1 alternat veya bazen karsilikli,
stipulsuz, tam kenarli, degisik sekillerde parcali olup, nadiren hepsi tabandadir.
Cicek birimleri (kapitula), ¢ok sayida ¢igekten olusur, nadiren tek cigeklidir. Cigekler
sapsizdir ve ¢ok sirali fillariler (brakteler)’den olusan koruyucu bir involukrum sarili
kapitulumda toplanmistir (Segmen ve ark., 1998; Dogan ve ark., 1999).
Cicekler ya erdisi veya tek eseyli, aktinomorf veya zigomorftur. Cigeklerde kaliks ya
papus ya halka veya pul bigimindedir ya da yoktur. Ovaryum alt durumlu (inferior),
iki karpelden meydana gelmis tek oviillii, meyve tipi akendir, tepesinde bazen bir
papus, bazen kaliks artig1 bulunur (Tanker ve ark., 1998). Ekonomiye biiyiik oranda
katkida bulunmaktadir. Familya, gida bitkileri, hammadde kaynaklari, medikal ve
ilag bitkileri, korpe ve sulu bitkileri, yabani zararli otlar1 ve zehirli bitkileri
icermektedir. Bu familyadan bal gibi yiyecek maddeleri elde edilir, familya tiirleri
ilag sanayisinde kullanilir; ayrica bir¢ok tiirii de siis bitkisi olarak yetistirilir
(Erdtman, 1966; Heywood, 1971; Rowley ve ark., 1981).

En ¢ok endemik tiir Asteraceae familyasinda bulunmaktadir. 126 cinsten 401
endemik tiir igerir. 1132 tiirtin 430’u endemiktir. Endemizm oran1 %38’dir (Kaya ve
Aksakal, 2005).



1.3. Onopordum Cinsinin Genel Ozellikleri

Onopordum Asteraceae ailesine ait ilging bir cinstir ve bu smifin tiirleri, gida
olarak ve ¢esitli iilkelerin genel tibbinda kullanilir. Papatyagiller familyasindan; 30-
120 cm boylarinda, dik, giiclii ve dikensiz govdeli, ancak tistlerde dallanan; tabanda
rozet, yukarida almasik diziligli, disli ve dikenli kenarli, alt yiizleri genellikle
pamuksu, sivri mizraksi yapraklari olan; temmuz-ekim aylarinda, 2-2.5 cm ¢apinda
komegler halinde leylak rengi ¢icekler acan, beyazimsi kazik koklii, ¢cok yillik, otsu
bir bitkidir. Omrii iki yilliktir. Cigeklenme ddénemi 6-8 aylardir. Habitat1 kayalik
yamag, calilik, temizlenmis orman, yol kenari, tarlalardir. 600-2600 yiikseklikte
bulunur. Cinsin genel dagilimi; Orta Asya, Bati Avrupa, Kuzey Amerika’dir. Tiirkiye
dagilimi ise Dogu Anadolu, Kuzey Anadolu, Giiney ve Giineybati Anadolu’dur.
Onopordum cinsinin temsilcileri Avrupa (6zellikle Akdeniz bélgesinde), Kuzey
Afrika, Kanarya Adalari, Kafkasya, Giineybati ve Orta Asya, Irak, yetismektedir. Bu
bitkinin o bolgelerdeki yasam alanlar1 kumlu, tagli, agik alanlar ve ¢opliik alanlarinda
yetisirler. Cografi kdkene bagl olarak Onopordum gruplariin kombine niikleer ve
plastid molekiiler yaklasim vasitasiyla iki ana yasam formu tespit edilmistir. Onlar
Avusturalya ve Kuzey Amerika’nin iliman bdlgelerinde siis bitkisi olarak ortaya
¢ikmaktadir. Onopordum L. diinya tizerinde 38 tiirii bulunmaktadir. Tirkiye’de var
olan tiirler ise; Onopordum polycephalum Boiss, O. turcicum Danin, O. candidum
Nab, O. armenum Grossh, O. heteraeanthum C.A.Mey, O illyricum L.,
O. carduchorum Bornm. Et Breauverd, O. boisseri Danin, O. myriacanthum Boiss,
Onopordum bracteatum varyete bracteatum Boiss. et Heldr, Onopordum bracteatum
varyete arachnoideum Boiss. et Heldr , O. caricum Hub.-Mor, O.davisii Rech.f.,
O. tauricum Willd., O. sibthorpianum Boiss. et Heldr, O. anatolicum (Boiss.) Boiss
& Heldr. ex Eig, O. acanthium L, O. sirsangense Rech. Fil. bulunmaktadir.
Ulkemizde kendiliginden yetisen iki yillik otsu bir bitkidir. Yiiksekligi 30-1000 cm
arasinda degisen bu bitkinin derin disli dikenli ve soluk yesil renkli yapraklari, mor
renkli kiiclik ciceklerden olusan sik basciklar1 vardir. Meyvelerinin ucunda beyaz
renkli bir tily demeti bulunur. Anavatani’nmin Afrika oldugu diisiliniiliirken bugiin
yayllim gosterdigi cografya Akdeniz’dir. Marmara Bolgesi ve Ege Bolgesinde de
yaygin olarak gozlenmektedir. Ulkemizdeki endemik tiirler ise, O. dawvisii,
O. polycephalum, O. boissier, O. caricum ve O. anatolicum’dur. (Davis, 1965).

1300 metre yiikseklige kadar olan kirlarda, meralarda, yol kenarlarinda, kiiltiir
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alanlarinda, baglarda, bahgelerde bulunur. Halk arasinda akkiz, deve kengeri, kengel,
kibbun, meryemana dikeni, siitlii kengel, sevkiilmeryem, uslu kenger, kasna, esek
dikeni, kenger otu, kdygdciiren gibi ydresel isimlerle bilinir. O. anatolicum istanbul
Fenerbahge (A2), Afyon Karakuyu (B3), Ankara Tuz Goli (B4), Nevsehir Acigol
(B5), Maras Elbistan (B6), Burdur (C3), Denizli (C2) yayilis gostermektedir (Davis,
1965).

1.4. Onopordum anatolicum Tiiriiniin Taksonomik Bilgileri

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Class: Magnoliopsida

Subclass: Asteridae

Order: Asterales

Familya: Asteraceae

Genus: Onopordum

Species: Onopordum anatolicum (Boiss.) Boiss & Heldr. ex Eig

1.5. Onopordum Tiirlerinin Kimyasal Ozellikleri

Onopordum acanthium L. un yapraklarindan sesquiterpene lactonlar
(arctiopicrin  ve onopordopicrin) (Nauka, 1993) tohumlarindan triterpenoidler
(Amyrin-Acetate ve lupeol acetate) izole edilmistir (Ul’chenko ve ark., 1979).
Kimyasal olarak arastirilan Onopordum’un ¢esitli tiirlerinde flavonoitler , lignanlar
(Cardona ve ark.,1992 ) ve sesquterpen laktonlar (Lazari ve ark., 1998) en onemli

bilesenler olarak saptanmaistir.

1.5.1. Terpenler

Terpenler, dogal tiriinlerin en yaygin gruplarindan biridir. Bitkilerde ve hayvanlarda
bir¢ok farkli iglevleri bulunurken, gidalarda da aroma bilesenleri olarak 6nemlidirler.
Ornegin turunggiller, targin ve diger baharat aromalar1 birkag terpen ile karakterize

edilir. Terpenler hiicrelerde mikrozomal lipid peroksidasyonunu ve dokularda



yogunlagmis oksidatif stresi dnlemektedir. Limonene ve citral (her ikisi de limonda
bulunur), camphor, pinene (cam agaclari), eugenol (karanfil), anethol, thymol,
geraniol (giil) ve menthol en yaygm bilinen terpenlerdir. Kimyasal anlamda
terpenler, yapisi cesitli fakat belli sayida izopren birimlerine sahip olan bir
molekiiller grubu olarak tanimlanir (methylbuta-1,3-diene, hemiterpen olarak

isimlendirilen 5 karbonlu atomdur). (Sekil 1.1)

=

Sekil 1.1: Izopren Yapisi

Terpenlerin ¢ogu hidrokarbonlardir; ancak alkoller, ketonlar veya aldehitler gibi
oksijen iceren bilesiklerde olabilirler. Bu tiirevler ¢ogunlukla terpenoids olarak
adlandirilirlar. Mono- ve sesquiterpenler esansiyel yaglarin temel bilesenleridir.

Diger terpenler ise re¢ine, mum ve kaugugun ana bilesenleridirler (Tablo 1.1).

Tablo 1.1: Terpenlerin Genel Yapilari

Terpenler Izopren Unitesi Karbon atomu

1 Monoterpenler 2 10
2  Sesquiterpenler 3 15
3 Diterpenler 4 20
4 Sesterpenler 5 25
5  Triterpenler 6 30
6  Karotenoidler 8 40
7 Kauguk >100 >500

1.5.1.1. Monoterpenler (C10)

Bugiin ugucu yaglarda 150’den fazla monoterpen bulunmustur. Monoterpenler
baslica 3 grup altinda toplanabilir.
a) Asiklik monoterpenler {ig ¢ift bag igerirler: (Sekil 1.2: Asiklik Monoterpenler)



/

Miresen Osimen

Sekil 1.2: Asiklik Monoterpenler (Ceylan, 1987)

Asiklik monoterpenlerin alkol, ester veya aldehit grubu tasiyan oksijenli tiirevleri

bulunur (Sekil 1.3: Asiklik Monoterpenlerin Oksijenli Tiirevleri).

HO
| N-CHO CHO
| |

Linalol Sitral Sitronellol

Sekil 1.3: Asiklik Monoterpenlerin Oksijenli Tiirevleri (Ceylan, 1987)

b) Monosiklik monoterpenlerde iki ¢ift bag bulunur: (Sekil 1.4: Monosiklik

Monoterpenler)

P % O

Limonen o-terpinen Silvestren

Sekil 1.4: Monosiklik Monoterpenler (Ceylan, 1987)

Monosiklik monoterpenlerin oksijenli tiirevleri alkol, ester, keton, epoksit ve peroksit

grubu tastyabilirler: (Sekil 1.5: Monosiklik Monoterpenlerin Oksijenli Tiirevleri)



WOH
Karvon Mentol
Sekil 1.5: Monosiklik Monoterpenlerin Oksijenli Tiirevleri (Ceylan, 1987)
¢) Bisiklik monoterpenler bir ¢ift bag igerirler: (Sekil 1.6: Bisiklik Monoterpenler)
a -pinen B -PINeN Karan Pinan Kamfan

Sekil 1.6: Bisiklik Monoterpenler (Ceylan, 1987)

1.5.1.2. Seskiterpen (C15)

Bunlar da asiklik, monosiklik, bisiklik ve trisiklik seskiterpenler olarak alt gruplara
ayrilir. Bugiin ugucu yaglarda 1000 kadar seskiterpen baglantili tilirevler
bulunmaktadir. Seskiterpenlere 0Ornek olarak Bisabolol, Kamazulen, Farnesol

verilebilir. Seskiterpenler, asiklik, monosiklik ve bisiklik yapida olabilir (Sekil 1.7:

Seskiterpenler).

a-Bizabolen a-Selinen

Sekil 1.7: Seskiterpenler (Ceylan, 1987)



Seskiterpenlerin genel formiilii CisHy4 olmakla yapisinda {i¢ molekiil izopren
bulunmaktadir. Yaklagik 3000 civarinda seskiterpen ve seskiterponoid bileseni
bilinmektedir. Monoterpenler gibi seskiterpenler de asilik ve siklik yapilarda
olmakla, bitki eterik yag ve balzamlarinda bulunur. Bunlardan biiyiik ¢ogunlugu

antibakteriyal etkiye sahip oldugu i¢in parfiimeriyada kullanilmaktadir.

Asiklik seskiterpenlere ornek farnesol ve nerolidolu gosterebiliriz. Farnesol bir ¢ok
bitkide (o climleden, inci ¢igeginin ¢igeklerinde) bulunmakla, aromatik komponentler

ve kokular fikse eden maddeler gibi parfiimeride kullanilir.

A NS NS
OH

Sekil 1.8: Farnesol

Nerolidol c¢oklu miktarlarda portakal (%50) eterik yaglarinda ve peru balzaminda
bulunmaktadir. Nerlidol aroma maddesi olarak gida sanayide ve parflimeride
fiksatorlerin yapisinda genis sekilde kullanilir. Sanayide Nerolidol linaloldan elde

etmis olurlar (Bahtenko ve ark., 2008).

NS X =
OH

Sekil 1.9: Nerolidol

1.5.1.3. Diterpenler (C20) ve Triterpenler (C30)

Terpenik ve aromatik maddelerin oksijensiz yada oksijenli tiirevlerinden bir ¢ogu
ucucu yagda karisim halinde bulunmaktadir. Oksijensiz olanlar ¢ogunlukla kolay
ucucudurlar. Ugucu yaglar diisiik sicakliklarda bile sivi halde kalabilirler. Oksijenli
tiirevleri ise daha az ugucudurlar ve ucgucu yag sogutuldugunda bir ¢ogu ¢okerek
oksijensiz bilesiklerden ayrilirlar. Bazi ugucu yaglarda ¢oken kismina stearopten, “bu
kosullarda sivi halde kalan kismia da elaopten” adi verilir. Ugucu yaglara
fraksiyonlu destilasyon uygulandiginda ilk ele gecen fraksiyonlar elaoptenden olusan

oksijensiz bilesiklerdir. Terpenlerin oksitlenmesi ile meydana gelen oksijenli tiirevler



ucucu yagin kendine 6zgii kokusunu, tadin1 verirler. Ugucu yaglarda asil 6nemli olan
bilesikler oksitlenmis tiirevlerdir.

Di (Cy0Hsz) ve triterpenlerin (C3oHgg) genel formiilleri uzun zamandan
beri bilinmektedir. Onemli olan ise bu maddelerin acik sekilde yapilarim
belirlemek ve bunlarin insan viicuduna iyi veya kotii anlamda etki yapabilme
mekanizmasini 6grenmektir. Bazi onemli diterpenler alkol ve ve fenolik yapida
olmakla birlikte dogal ortamda bunlara serbest halde rastlanmaz. Bazilari,
Klorofilin yapisinda bulunabilmektedirler. Diterpenlerden fitol ve farnesolun

sentetik anologlar1 bilinmektedir (Sekil 1.10: Fitol).

Sekil 1.10: Fitol

Porsuk (Taxus) bitkisinin kabugundan alinan ve diisiik dozlarda kanser
hastaliginin tedavisinde kullanilan ilacin yapisinda diterpenoitler bulunmaktadir. S6z
konusu bu bitkisel ilag taksol olarak bilinmekle rahim ve meme kanserinde
kullanilmaktadir. Taksolun 6zelligi onun yapisinda bulunan ve ¢ok az bitkisel ilagta
rastlanabilen oksatan fragmenttir. Hazirda taksol yalniz porsuk bitkisinin
kabuklarindan degil, ayn1 zamanda biyoteknolojik yontemlerle de tiretilmektedir.
Adi porsuk (7. baccata) bitkisinin kiiltiir ortaminda in vitro c¢ogaltmakla
taksoliiretici kallus hatlar1 bulunmustur. Ferbol diterpenoid memeli hayvanlarda

kanser hiicrelerinin boliinmesini durdurur (Bahtenko ve ark., 2008).

1.5.1.4. Aromatik Ozelliklerine Gore Terpenler

Aromatik maddeler, terpenlerden sonra ugucu yaglarda bulunan onemli bilesik
grubudur. Benzen, propilbenzen veya p-simen yapisinda olabilirler, asit, alkol, ester,
aldehit, keton, fenol ve eter gibi organik fonksiyonel gruplar tasiyabilirler. Ugucu
yaglarin tat ve koku agisindan ¢ok Onemli, belirgin bazi fizyolojik etkilere sahip,
kismini olustururlar. Tat ve koku sanayinde dnemli birgok bilesigin sentezinde de

kullanilirlar (Sekil 1.11: Ugucu Yaglardaki Cesitli Aromatik Bilesikler).
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Sekil 1.11: Ugucu Yaglardaki Cesitli Aromatik Bilesikler (Ceylan, 1987)

1.5.1.5. Farmakolojik Etkilerine Gore Terpenler

Ugucu yaglar farmakolojik etkilerine gore de gruplandirilirlar. Farmokolojik
etkilerine gore de ugucu yaglar antiromatizmal, Okstiriik kesici, idrar soktiiriicii,

iltihap azaltan, dezenfektan vs. gibi gruplandirmaya tabi tutulurlar (Ceylan, 1987).

1.5.2. Flavonoidler

Flavonoidler bitkiler tarafindan sentezlenen diisiik molekiil agirlikli fenolik
bilesiklerin bir smifin1 olustururlar (Jaakola, 2003). Bu maddelerin milyar yildir
bitkiler aleminde var olduklar1 sanilir (Middleton ve ark., 2000; Ren ve ark., 2003).
Bu smif 8000’ den daha fazla flavonoid bilesikleri icerir (Rice ve ark., 2003).
Flavonoidler ¢igekli bitkilere renk veren maddelerdir (Kumar ve Sinha., 2004).
Flavonoidler bir kag bitkisel olmayan kaynaga da sahiptirler. Satyridae, Lycaenidae
ve Papilionidae familyalarindaki kelebeklerin kanat ve govdelerindeki renkleri
olustururlar (Rice ve ark., 2003). Flavonoidler ayni1 zamanda insan saglig1 lizerinde
onem teskil eden bilesenlerin en yaygin gruplarindan birisidir (Kumar ve Sinha.,
2004). Tip alaninda; iltihap Onleyici, antialerjik, timor olusumunu 6nleyici, antiviral,
seker hastaligini 6nleyici, damar koruyucu, antioksidan (Forgacs ve Cserhati, 2002).
antimikrobiyal ve enzim inhibe edici (Hurst, 2002) olarak kullanilmaktadir.
Flavonoidler yapilarinda 4 pozisyonunda bir karbonil (C=0) ve 5 (ya da 3)
pozisyonunda bir hidroksil (OH) grubu igerdiginden metallerle kompleks yapma
yeteneklerine sahiptirler (Watson ve Preedy, 2004). Metal iyonlari ile flavonoidlerin
etkilesimi biyolojik olarak 6nemli bir asamadir (Hajji ve ark., 2006). Bu etkilesim

flavonoidlerin bazi biyolojik ve antioksidan dzelliklerini degistirebilir (De Souza ve

11



ark., 2005). Flavonoidler, glikozidler gibi canli hiicrelerde ortaya ¢ikarak, sicak asit

ve enzimler ile, aglikon ve sekere pargalanabilirler (Burak ve Cimen, 1999).

1.5.2.1. Flavonoidler’in Genel Yapisi

Flavonoidler, aromatik oksijen iceren bitkilerin; kok, govde, yaprak, kabuk ve
cigeklerinde bulunan heterosiklik yapilardir. Kimyasal olarak 2-fenil-1,4-benzopiron
sistemler olarak bilinirler (Sekil 1.12) (Kumar ve Sinha., 2004; Hajji ve ark., 2006).
Flavonoidler 15 karbon atomu iizerinde olusmus yapilardir. Yapi tglii bir karbon
kopriisii ile bagli olan iki fenil halkasindan olusur (lwashina, 2000) (Sekil 1.12:
Flavonoid yapisi).

Sekil 1.12: Flavonoid yapis1

1.5.2.3. Flavonoidler’in Simiflandirilmasi

Flavonoidler C halkas: etrafindaki cesitliliklere gore baslica 7 sinifa ayrilabilir
(Miller ve Larrea, 2002). Antosiyanidinler, antosiyaninler, proantosiyanidinler,
flavanonlar, flavonlar, flavonollar, isoflavonlar olarak siniflandirilabilirler
(Iwashina, 2000).

1.5.2.3.1. Antosiyanidinler

Flavonoidlerin bu sinifin1 olusturan antosiyanidinler C halkasinda —OH grubuna
sahiptirler (Sekill.13) (Hajji ve ark., 2006). Antosiyanidin sinifin1 olusturan
flavonoidlerin yapist A ve B halkalarindaki H, OH ve OCH3 gruplarmin varligiyla
cesitlenir (Tablo 1.2) (Hurst, 2002; Miller ve Larrea, 2002).
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Tablo 1.2. Antosiyanidin yapilari.

Antosiyanidin Ry R2
Siyanidin H OH
Delphinidin OH OH
Malvidin oC OoC

Hs Hs
Pelargonidin H H
Petunidin oC OH
Hs
Peonidin oC H
Hs

Antosiyanidin gekirdegi
Sekil 1.13: Antosiyanidin ¢ekirdegi
Yunanca’ dan anthos, bir ¢i¢ek ve kyanos koyu mavi anlamina gelen antosiyaninler
kimyasal olarak flavan’a benzer flavonoidlerdir. Temel yapinin farkli
hidroksillenmis pozisyonlarinda baglanmis bir ya da daha fazla seker molekiili ile
ve 2 pozisyonunda (C6-C3-C6) ikinci bir aromatik B halkasi tagiyan halka ile bir 15
karbon dizilisine dayanir (Sekil 1.14).

Sekil 1.14: Antosiyanin ¢ekirdegi

Antosiyanin igeren bitkilerdeki renklerin genis ¢esitlilikleri; hidroksil gruplarinin

sayisina, metoksilasyon derecesine, monosakkaritlerin sayisina ve baglanma
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pozisyonlarma, karboksilik asitlerin sayisina, monosakkaritlerin acillenmis

tiirevlerine ve biyolojik ¢evrenin pH’ ma baglidir (Vargas ve ark., 2000)

1.5.2.3.2. Proantosiyanidinler

Proantosiyanidinler ¢oklu antosiyanidin benzeri yapilardan olusan oligomer ya da
polimerlerdir (Sekil 1.15). Proantosiyanidinler “kondenze tanninler” olarak da
adlandirilir. Polimerizasyon derecesi 2 ile 48 birim araliginda olabilir. Elma (Malus
domestica), kakao (Theobroma cacao), iiziim (Vitis vinifera L.) (Manach ve
Donovan., 2004). Fasiilye (Phaseolus vulgaris) , kayis1 (Armeniaca vulgaris Lam.),
Kiraz (Prunus avium), seftali (Prunus persica), kirmizi sarap, yesil ¢cay (Camellia
sinersis), bogiirtlen (Rubus caesius) ve bunun gibi bir¢ok iiriin proantosiyanidinleri

igerir (Lakhanpal, ve Rai.,2007) (Sekil 1.15: Proantosiyanidin yapilart).

Dimer (n=2) Trimer (n=3)
Proantosiyanidinler

Sekil 1.15: Proantosiyanidin yapilari

1.5.2.3.3. Flavanonlar

Flavanonlar C halkasinda doymamis bir karbon - karbon bagina sahiptirler (Miller ve
Larrea, 2002). Aglikon ve glikozitler olarak dogada bulunurlar (lwashina, 2000).
Flavonoidlerin baslica ¢esidini olusturan flavanonlar turunggillerde (Citrus) bulunur.
Bunun yaninda diger gidalarda da diisiik oranlarda bulunabilirler. Hesperetin,
naringenin ve eriodicytol aglikon flavanonlarindandir. Cogu flavonoidler gibi
flavanonlar glikozitleri halinde meyve ve bitkilerde mevcutturlar. Portakal temel
glikozitler olarak hesperidin ve narirutin igerir. Greyfurttaki baglica flavanon ise

naringindir (Manach ve Donovan., 2004).
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OH O
Flavanon ¢ekirdeqi

Sekil 1.16: Flavanon Yapisi

1.5.2.3.4. Flavonlar

Flavonlar A ve B halkasinda —OH, OCH3 ve seker gruplarina sahiptirler
(Iwashina,2000). Ayni1 zamanda da yapilarinda 3 pozisyonunda bir hidrojen igerirler
(Hurst, 2002). Flavonlar flavonoidlerin diger siniflarindan ¢ok daha az bulunurlar.
Flavonlarin  6nemli diyetsel kaynaklar1 biberiye, maydanoz, kereviz ve
turuncggillerden tiiretilmis olan esansiyal yaglardir (Manach ve Donovan., 2004).
Boyaci sumagi (Cotinus coggygria)’ ndan elde edilen bir flavon olan fisetin tekstil ve
deri endiistrisinde sar1 kahverengi renk araligindaki boyar maddeler olarak
kullanilmistir (Kumar ve Sinha, 2004, Ddlen, 1992). Muhabbet ¢icegi (Reseda
luteola) ve boyaci katirtirnagi (Genista tinctoria L.)’ ndan elde edilen en onemli
flavonlardan olan luteolin ise antibakteriyel ve iltihaplanmay1 onleyici 6zelliklere
sahip oldugu bilinen sar1 boyar maddelerden en 6nemlisidir (Cardon, 2007; Dolen,
1992). Ornegin apigenin flavonununda iltihaplanmayr tedavi edici ozelligi
bilinmektedir (Watson ve Preedy, 2004). Tablo 1.3’ de bazi flavon yapilari
verilmistir (Hurst, 2002).

Flavon gekirdegi

Sekill.17: Flavon Yapist
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Tablo 1.3: Flavon yapilari.

Flavon R; R, R; R4
Apigenin OH H H OH
Baicalcin H H OH OH
Chrysin H H H OH
Genkwanin OH H H OCH3;
Luteolin OH OH H OH

1.5.2.3.5. Flavonollar

Flavonollar 3 pozisyonunda bir hidroksil grubuna (R4) baglanmis flavonlardir
Quercetin ve kempferol flavonollar1 agirlikli olarak sogan, lahana, brokoli, elma,
kiraz, dut, cay ve kirmizi sarapta bulunur (Watson ve Preedy, 2004). Ornegin
asparegus (Delphinium zalil) gigeklerinden elde edilen isorhamnetin ve quercetin
glikozitleri elyafi sar1 renge boyar. (lwashina, 2000). Flavonollerin renk hasliklar
flavonlardan daha fazladir (Kumar ve Sinha, 2004).

OH O

Flavonol ¢ekirdegi

Sekill.18: Flavonol Yapisi

1.5.2.3.6. Izoflavonlar

Isoflavonoidler olarak da adlandirilan isoflavonlar yap1 olarak flavonlara oldukca
benzerdirler. Flavonlardan farkliliklart B halkasinin C halkasinda pozisyon 2’ ye
degil depozisyon 3’ e baglanmis olmasidir (Sekil 1.19) (lwashina, 2000). Bakliyatlar

farmakolojik agidan 6nem teskil edebilen isoflavonlarca zengindirler (Yafiez ve ark.,

16



2007) Tablo 1.4’ de baz1 izoflavon yapilar1 verilmistir (Hurst, 2002) (Sekil 1.19:
izoflavon Yapist).

HO

Izoflavon gekirdegi

Sekil 1.19: izoflavon Yapisi

Tablo 1.4: 1zoflavon yapilari.

Isoflavon R, R, R3 R4 Rs Rs
6]

Biochanin H H OCH; - - -

Daidzein H H OH - - -

Formononetin  H H OCH3 - - -
0

Genisieia H H OH - - -

Glyciteia H OCH; OH - - -

Daidzin - - - H H H

Genistin - - - OH H H

Glisitin - - - H OCH; H

1.5.2.4. Lignanlar

Lignanlar, bitkiler aleminde yaklagik 90 familyada hatta kahve ve cayda bile
saptanan, onemli biyolojik aktivitelere sahip dogal iiriinlerdir, fenilpropanoit (C6.C3)
tinitesinin  8-8' (P-P') konumlarindan baglanmasi ile meydana gelmektedirler.
Lignanlar fitohormon olarak yogun bir ilgi ¢ekmekte olup diyet de fazla alman
lignanlarin meme ve kolon kanseri ve koroner kalp hastaliklar1 riskini azalttig
bildirilmistir (Massanet ve ark., 1989; Lewis ve Davin.; 1999; Heidonen ve ark.,
2003) Linum usitatissimum’dan izole edilen lignan sekoizolarisirezinol diglukozittir
(SDG) ve pinorezinoldiglukozittir (Thompson, 2007). Bunlardan SDG memeli
lignanlar1 olarak bilinen enterodiol ve enterolaktonun prekiirsoriidiir.

Yapilan bir calismada geng filiz ve gen¢ keten meyvelerinde %90'dan fazla
monoglukozitler bulunmakta daha olgun meyvelerde diglukozit orant %30'a
ulagsmaktadir. Tohum da ise ozellikle diglukozitler bulunur. Total siyanogenetik
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glukozit miktarinin yaklasik 2/3%inii linustatin, 1/3'inii ise neolinustatin
olusturmaktadir. Biiylime siirecinde, monoglukozitlerin yapraklarda yiiksek oranda
olmasma karsilik kokte ve govdede bulunmadigi ispatlanmistir (Frehner ve ark.,
1990; Niedzwiedz-Siegien, 1998).

Keten tohumundan yag elde edildikten sonra kalan ve besin olarak kullanilan un
icerisinde siyanogenetik glukozitlerin varlig1 tespit edilmistir. Siyanogenetik
glukozitler antinutritional faktorler olarak bilinmektedirler. Bu bilesiklerin
uzaklastirilmasi i¢in bulunan yontemde, alkol-amonyak-su-hekzan kulllanilarak iki
asamali solvan ekstraksiyonu yapilmaktadir. Boylece siyanogenetik glukozitlerin

cogu keten tohumundan uzaklastirilir (Wanasundra, 1993).

1.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar  serbest radikalleri ndtralize ederek  viicudun  onlardan
etkilenmemesini veya kendini yenilemesini saglayan maddelerdir. Serbest
radikallerin seksen farkli hastalia neden olabilecegi sdylenmekte, enfeksiyon disi
olan bu hastaliklarin basinda kalp ve beyin damarlarimin tikanmasina bagh

hastaliklar, kanserler ve artrit gelmektedir.

Antioksidanlar hepimizin bildigi vitamin C, vitamin E ve A vitamininin 6ncii
maddesi olan betakaroten, bitki ve sebzelerin genelde renkli maddelerini olugturan
flavonoidler ve bunlardan elektron alan selenyum, ¢inko gibi maddelerdir. Serbest
radikaller, en dis yoriingede bir elektron kaybetmis ve dolayisiyla bu elektron acgigini
kapatabilmek i¢in baska atomlarin elektronlarin1 paylasmaya c¢alisan atomlardir.
Serbest radikal yaratan kaynaklar radyasyon, viriisler, giines 1sinlarinin bir kismi olan
ultraviyole 1sinlar1, hava kirliligi yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma sonundaki
irlinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda ¢ikan {iriinler
gibi hiicre metabolizmasinin toksik triinleri, baz1 tahrip edici kimyasallar, hasere

kontrol ilaglar1 ve birgok baska etkenlerdir.

Genelde oksijen, hidrojen ve hidroksi tipinde olan bu serbest radikaller elektron
aciklarini elektron verme 6zelligi yiiksek olan antioksidanlardan saglarlarsa bir bagka
biyomolekiilii indirgememis olurlar ya da serbest radikaller tarafindan etkilenmis

biyomolekiiller, antioksidanlardan elektron alarak yenilenebilir.
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Teorik olarak miimkiin gériinse de antioksidanlarin viicudun tiim béliimlerine mesela
beyin, omurilik sivisina, kemik iligi veya bazi dokulara, kanda bulundugu
konsantrasyonda girmesi miimkiin degildir. Bunun yani sira, antioksidanlar elektron
aldiklarinda bu elektronlar1 verebilecekleri bagka akseptorlerinde yanlarinda
bulunmasi gerekir. Belki bu nedenle dogal olarak alinan birbirine benzer ve bir arada
bulunan antioksidanlar ila¢ gibi alinan saf ve bir tip antioksidanlardan daha
degerlidir. Antioksidanlar agisindan zengin olan beslenme aligkanliklarinda bazi
hastaliklarin az goriinmesi s6z konusudur. Fransizlarda kalp hastaliginin, Giineydogu

Asya’da yasayanlarda meme kanserinin az bulunmasi gibi.

1.6.1. Serbest radikaller
Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklasmamis elektron i¢eren atom veya

molekiillerdir. Ortaklanmamis elektronlardan dolay1 reaktif oksijen pargalariyla
reaksiyona girerek serbest radikalleri olusturur ve bu olayda viicut hiicrelerinde
devamli olusur. Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelir:

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir par¢asinda ortak elektronlardan

birisinin kalarak homolitik bdliinmesi,
X:YoXe+Y e

2. Normal bir molekiilde tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi. Heterolitik boliinmede kovalent bag olusturan her iki elektron olusturan

atomlarin birinde kalir boylece serbest radikaller degil iyonlar meydana gelir.

X—->Xet+te—X:YoX—+Y+

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi

A+e—— A

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli veya elektriksel olarak notral
olabilirler. Organik veya inorganik molekiiler seklinde olabilirler. Cu, Fe, Mn ve Mo
gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlari oldugu halde serbest radikal
olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalizlediklerinden dolay1

serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar.
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1.6.2. Serbest radikallerin olusumu
(1) Iyonize radyasyon, UV, cevre kirliligi, sigara dumani, hiperoksi, asir1 egzersiz

sirasinda.

(2) Enfeksiyonlarin neden oldugu reaksiyonlarda, fagositler tarafindan hiicre igine
alinan bakteri ve diger canlilarin 6ldiiriilmesi amaciyla.

(3) Normal hiicre metabolizmasi esnasindaki oksijen igeren biyokimyasal

reaksiyonlarda serbest radikaller olusur.

1.6.3. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri
Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.

Canlilarda oksijen tek degerlikli indirgenmesi ile once siiperoksit radikali ( O")
bunun dismutasyonu ile hidrojen peroksit ( H,O,) olusur. Bu iki bilesik ortamdan

temizlenmezse, hidroksil radikali (-OH) ve singlet oksijen ( O) liretirler.

Tablo 1.5 : Baslica Reaktif Oksijen Partikiilleri (ROP) ve Olusum Yollari

0-0+ le - 00 0-0+2H - 0,

Dogal oksijen siiperoksit Peroksit Hidrojen peroksit
0-0 +2e — 0-0 O+H - ‘OH

Dogal oksijen Peroksit Oksijen atomu Hidroksil Radikali
0-0+1le” — 0-0 O+2H - H,0
Stiperoksit Peroksit Oksijen atomu Su

Oksijen elektronlar1 dyle bir sekilde dagilmiglardir ki, bu elektronlardan iki tanesi
eslesmistir. Bu yiizden oksijen bazen bir diradikal olarak da degerlendirilir.
Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest radikaller ile kolayca reaksiyona girmesini
saglar. Oksijen radikal olmayan maddelerle daha yavas reaksiyona girer. En son suya

indirgenir.

1.6.4. Serbest radikallerin etkileri
Serbest radikaller hiicrelerin tiim bilesiklerine etki ederler. Yani proteinler lipidler,

karbonidratlar, enzimler, niikleik asitler ve DNA {izerinde Onemli etkileri vardir.

Mitokondrideki aerobik solunumu bozulur. Hiicrenin potasyum kaybini trombosit
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agregasyonunu artirirlar. Serbest radikallerin bu etkileri asagidaki basliklar altinda

incelenebilir (Konukoglu, 2000).

1.6.4.1. Proteinlere etkileri
Doymamis bag ve siilfiir igceren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yliksek

oldugu i¢in, triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
aminoasitleri igeren proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Papain,
gliseraldehit 3 fosfat, dehidrogenaz gibi reaktiviteleri i¢in yukaridaki aminoasitlere
bagl olan enzimler serbest radikallere maruz kaldiklarinda, inhibe olurlar. Ozellikle
stlfir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu reaksiyonlar
sonucu immiinglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi fazla sayida distilfit bagi bulunduran
proteinlerin 3 boyutlu yapilar1 bozulur. Boylece normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler. Buna gore; serum proteinlerinde, kataraktli lens proteinlerinde ve
inflamatuar eklem hastalig1 olan sinovial sivilarindaki IgG’lerinde serbest radikal

hasar1 saptanmistir (Konukoglu, 2000).

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden ne derece etkilenecegi aminoasit
kompozisyonlarina bagldir. Proteinlerin hiicresel lokalizasyonuna radikalin toksisite

giicline gore protein harabiyetinin boyutlar1 degisir (Konukoglu, 2000).

1.6.4.2. Niikleik asit ve DNA’ya etkileri

Radyasyon ile hiicre i¢inde enerji depolanmasi sonucu; serbest radikaller ve aktif
molekiiller meydana gelir. Iyonize edici radyasyon ile akiskan serbest radikaller
DNA’y1 etkileyerek, hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar. Sitotoksisite biiyiik
oranda niikleik asit modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya
DNA’daki diger bozukluklara baghidir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlar ile
kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus nétrofillerden
kaynaklanan hidrojen peroksit, membranlardan kolayca gecerek, hiicre ¢ekirdegine
ulasir ve DNA hasarma hiicre disfonksiyonuna ve hiicre dliimiine yol agabilir. Bu

yiizden DNA serbest radikallerden kolayca zarar gorebilir (Konukoglu, 2000).

1.6.4.3. Membran lipidlerine etkileri (lipid peroksidasyonu)
Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membranda bulunan

coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir olaydir. Lipit
peroksidasyonu sonucu karbonil ve alkenler gibi hiicrelere zararli bir¢ok bilesigin

olusmasina yol agar. Siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve alkoksil radikali lipid
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peroksidasyonunu baslatan radikallerdir. Demir iyonlarinin lipid peroksidasyonunda
onemli bir rolii vardir (Kneepkens, 1994).

Yag asidinin (LH) oksidasyonu metilen karbonundan H atomunun ¢ikarilmasi ile
baslar ve yag asidi radikali olusur. Ilerleme asamasinda yag asidi radikaline hizl1 bir
sekilde oksijen eklenerek peroksil radikalini olusturur. Lipidperoksil radikalleri
zincir reaksiyonlarin baglaticilaridir. Bunlar diger ¢oklu doymamis yag asidi
molekiillerinden H atomlarini ¢ikartarak yeni reaksiyonlart baglatirlar. Ortamda
bulunan demir ve bakir tuzlar lipid hidroperoksitlerinin yikimini1 hizlandirmakta
olup olusan peroksi ve alkoksi radikalleri lipid peroksidasyonlarini uyarirlar
(Kneepkens, 1994).

Serbest radikallerin bu hasarlar1 gesitli hastaliklara sebebiyet vermektedir. Serbest
radikallerin bu etkileri antioksidanlarin ne derece Onemli oldugunu ortaya
koymaktadir.

Bu olaym baglica substrati doymamis yag asitleridir ve doymamis yag asitlerince

zengin olan beyin, serbest radikal hasarina kars1 ¢ok duyarlidir (Konukoglu, 2000).
1.6.4.4. Karbonhidratlara etkileri
Monosakkaritlerin otooksidasyonu ile hidrojen peroksit, peroksitler ve oksialdehitler

meydana gelirler. Bunlar diyabet ve sigara i¢cimi ile iliskili kronik hastaliklar gibi

patolojik proseslerde 6nemli rol oynarlar (Konukoglu, 2000).

Tablo 1.6 : Serbest radikallerin sebep oldugu bazi hastaliklar

Hastahik Isimleri Etkilenme sekli

Aterosklerozis

(Damar sertligi) Savunma sistemindeki asir1 yiilklenme veya hatalar

Beyindeki diizensizlikler

Anoksin Kandaki oksijen azlig1
Notral lipofuskinosis Hiicrelerdeki yapisal bozukluklar
Parkinson hastaligi Hiicrelerdeki yapisal bozukluklar
Alzheimer hastaligi

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 O H20o,
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HCLO tretimi

Down Sendromu

Savunma sistemindeki asir1 yiiklenme veya hatalar

Multiple selerosis

Hiicrelerdeki yapisal bozukluklar

Kronik graniilomat6z

hastalik

Antioksidan sistemdeki gen hatasi

Diabetes Mellitus

Anormal substrat oksidasyonu veya oksijen

konsantrasyonundaki degisim

Inflamatory (atesli) diizensizlikler

Astim

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir 0'2, H,O,

uretimi

Romatizmal artirit

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir 0‘2, H,0,

uretimi

Demir yiiklenmesi

Idoyopatik
hemokromatosis

Gegis metalleinden oksijene elektron transferi sonucu

Talasemia

Gegis metalleinden oksijene elektron transferi

Akciger diizensizlikleri

Asbestosis

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asir1 0'2, H,0,

uretimi

Yetigkin solunum stresi

sendromu

Aktiflesmis fagositik hiicrelerin asirt 0'2, H,Osliretimi

Radyasyon hasarlari

Zedelenme

(reperfusyon)

Anormal substrat oksidasyonu veya oksijen

konsantrasyonundaki degisim

Deri bozukluklari
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Solar radyasyon

zehirlenmesi Yiiksek veya diisiik radyasyon enerjisi ile doku hasari

Bloom sendromu Savunma sistemindeki asir1 yikklenme veya hatalar

Olusan zararh (toksik) maddeler

Zenobiyotikler Iag ve toksin kullaniminda

Metal iyonlar1 (Hg, Fe,

Cu, etc.) Gecis metallerinden oksijene elektron transferi

Sitositatikler (blomyein) |ilag ve toksin kullaniminda

Kanser

1.6.5. Antioksidan etki tipleri
Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere karst etkilerini asagidaki yollarla

gosterirler:

(1) Siipiiriicti (Scavenging) etki gosterenler; yeni radikal olusumunu engellerler ve

olusmus olanlar1 daha az zararli hale getirirler.

(2) Giderici (Quencher) etki gosterenler; oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen

aktararak aktivitelerini sOndirtrler.

(3) Zincir kirici (Chain breaking) etki gosterenler; zincirleme olarak devam eden

reaksiyonlari belli yerlerinden kirarak oksidan etkiyi durdururlar.

(4) Tamir edici (Repair) etki gosterenler; bu gurupta DNA tamir enzimleri

metiyonin, stilfoksit rediiktaz sayilabilir.

Tim organizmada oksidan ve antioksidan yapilar arasinda bir denge vardir.
Hiicrelerin saglikli bir sekilde fonksiyonlarimi yerine getirebilmeleri, oksidan ve
antioksidan molekiiller arasindaki dengeye baglidir.

Oksidanlarin diizeyinde meydana gelen artiglarin veya antioksidanlarin sistemindeki
yetersizligin, basta kalp hastaliklar1 ve kanser olmak tizere gbz, kas ve akciger

hastaliklarinin olusumunda ¢ok biiyiik bir etkiye sahip olduklar1 anlagilmistir.
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1.6.6. Antioksidan savunma sistemleri
Reaktif oksijen veya nitrojen tiirlerini olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi

hasar1 Onlemek i¢in viicutta bircok savunma mekanizmalari gelismistir. Bunlar
‘antioksidanlar’ olarak bilinirler.

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif oksijen
tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler.

Antioksidanlar hiicrenin hem sivi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler.
Canlilar, reaktif oksijen tilirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi zarari
onlemek icin degisik savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu mekanizmalar
antioksidan savunma sistemleri olarak adlandirilir. Antioksidanlarin basglica etki
mekanizmalart sunlardir:

1-Reaktif oksijen tiirlerinin (serbest oksijen radikalleri) enzimatik reaksiyonlar
araciligi ile veya dogrudan temizlenmesi,

2-Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,

3-Metal iyonlarinin baglanmasi ve bdylece serbest radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi,

4-Peroksitlerin ayrigsmasini saglayarak baslangi¢ radikallerinin yeniden doniismesinin
engellenmesi,

S5-Aktif radikaller tarafindan siiregelen hidrojen uzaklastirmayr engellemek icin
zincir kiaric,

6-Serbest radikallerin bagladigi organik molekiillerin hasar sonrasi tamiri ve
temizlenmesi (Ozkan, 2007). Antioksidan savunma sistemleri endojen ve eksojen

kaynakl1 antioksidanlar olmak iizere iki gruba ayrilabilir.

1.6.6.1. Endojen (dogal) antioksidanlar
1- Enzimler

a) Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
b) Siiperoksid dismutaz

¢) Katalaz

d) Glutatyon-S-transferaz

e) Hidroperoksidaz

2- Enzim olmayanlar

a) Lipid fazda bulunanlar

- E vitamini (o-tokoferol)

- B-karoten
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b) S1v1 fazda (Hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar.
-C vitamini (Askorbik asit)
-A vitamini (retinol)
-Melatonin

-Urat

-Sistein

-Seruloplazmin

-Trasferin

-Laktoferrin

-Miyoglobin

-Hemoglobin

-Ferritin

-Metionin

-Albumin

-Bilirubin

-Glutatyon

1.6.6.1.1. Enzimler
Bunlar siipiiriici etki gosterirler yeni radikal olusumunu engellerler ve olusmus

radikalleri daha az zararli hale getirirler. Bu enzimler siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz, katalaz, mitokondrial sitokromoksidaz, glutatyon, S-transferaz ve
hidroperoksidaz (Konukoglu, 2000).

1.6.6.1.2. Siiperoksit dismutaz (SOD)
Bu enzim siiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak detoksifiye eder.

Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim SOD’dur. SOD’lar
asagidaki reaksiyonu katalizleyen metaloenzimlerin bir ailesidir (Konukoglu, 2000;

Allen, 1995).
20, + 2H + — H,0,+ O,

SOD’un Cu/Zn, Fe veya Mn iceren izoenzimleri vardir. Bu izoenzimler bitki
hiicrelerinin ¢esitli kompartimanlarinda bulunur. Biitiin bitkilerin kloroplastlarinda
Cu/Zn-SOD bulunurken Fe-SOD bazi tiirlerin kloroplastlarinda bulunur. Mn-SOD
izoenzimi fotoinhibitor sartlari altinda fotooksidasyondan koruma saglamada Cu/Zn-

SOD’dan daha az etkilidir (Konukoglu, 2000; Allen, 1995).
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1.6.6.1.3. Katalaz
Katalaz enzimi neredeyse aerobik hiicrelerin peroksizomlarinda mevcut olup

serbest radikalleri olusturmaksizin hidrojen peroksidi molekiiler hidrojen ve suya
dontistiirerek  hidrojen peroksidin zararli etkisinden hiicreyi korur. Yiiksek

konsantrasyonda olusan hidrojen peroksidin detoksifikasyonunu saglar.
2H,; O,— 2H;, O + O, (Katalitik aktivite)

Peroksidaz aktivitesine sahip olmasina ek olarak bu enzim bir molekiil hidrojen
peroksidi elektron verici bir substrat olarak; digerini de oksijen veya elektron alicisi
olarak kullanabilir.

Kan, kemik iligi, mukoz membran, karaciger ve bobrekte yliksek miktarda
bulunmaktadir.

Beynin katalaz aktivitesi oldukg¢a diisiiktiir. Katalaz hidrojen perokside karsi
rolatif olarak diisiik aktivite gosterir. Fizyolojik kosullarda hidrojen peroksidin
ortadan kaldirilmasindaki rolii 6nemli degildir. Diisiik hizlarda hidrojen peroksidin
olustugu durumlarda ya da yiliksek elektron alicis1 derisimlerin de peroksidatif
tepkime ile hidrojen peroksid olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda katalitik
tepkimeyle hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir (Chaudere ve

Ferrari-Iliou, 1999).

H,0, + AH, = 2H,0 + A(l)
H,0, + H,0, —»2H,0+0,(2)

1.6.6.1.4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Diisiik konsantrasyonlarda olusan hidrojen peroksidin detoksifikasyonunu saglar.

GSH-Px bu reaksiyonu katalizler.
H202 +2GSH — 2H20 +GSSG

Katalaz ve GSH-Px siiperoksit radikali tarafindan inhibe edilirken, SOD

hidrojen peroksit tarafindan inhibe edilir (Chaudere ve Ferrari-Iliou, 1999).

1.6.6.1.5. E Vitamini (Tokoferol )
Tokoferol yapisinda olup farkli izomerleri vardir. a— Tokoferol, B-Tokoferol, y-

Tokoferol, 5-Tokoferol genis dogal dagilimi ve en biiyiik biyolojik aktiviteyi

gosterir. Antioksidan aktivitesi en biiyiik olan a-Tokoferoldiir. Yapisinda bulunan
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fenolik hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif kismini
olusturur ve antioksidan ozelligi bu gruptan kaynaklanir. En yiiksek vitamin E
konsantrasyonu mitokondri ve mikrozomlar gibi membranca zengin hiicre
kisimlarinda bulunur. Cok giiclii bir antioksidan olan vitamin E hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden
koruyucu savunma elemanidir. Bir molekiil vitamin E 100 molekiil yag asidinin
peroksidasyonunu Onleyebilir. Vitamin E oksijenperoksit (Oy), hidroksil radikali
(*HO), singlet oksijen (O,), lipid peroksil (LOO- ) radikallerini ve diger radikalleri
temizler. Lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Lipid peroksil radikallerini yikarak

lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdig1 i¢in zincir kirici antioksidan

olarak bilinir (Halliwell, 1995).
LOO ¢ + a-Tokoferol-OH — LOOH + a-Tokoferol-O (Tokoferoksi radikali)

Olusan tokoferoksi radikali (a-tokoferol-O) stabildir ve kendi kendine
peroksidasyonu baslatmak i¢in yeterince reaktif degildir. Glukronik asitle
oksidasyona ugrayarak safra yolu ile atilir (Halliwell, 1995).

E vitamini bitkisel yaglarda, hayvan etlerinde, kuruyemiste, keten tohumunda

bulunur. Diyette yagda ¢oziinmiis olarak bulunur. Yagin sindirimi sirasinda agiga
cikar ve pasif difiizyonla emilir (Halliwell, 1995).
Hayvanlarda yapilan deneylerde vitamin E kas distrofisi kendiliginden diisiik bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi anlagilmistir. Vitamin E eksikligi ayrica
hayvanlarda tiirden tiire degisik rahatsizliklar ortaya cikarmistir. Ornegin erkek
farelerde kisirlik, disi farelerde diisiik, civcivlerin damarlarinda yap1 bozuklugu gibi
sorunlar goriilebilir. Viicudun biitiin dokularinda bulunur. Vitamin E eksikligi, kas
yorgunlugu ve zayiflifi, vitamin E fazlalifi ise hipertansiyon ve bagirsak
kramplarina yol acar.

E vitamini viicutta oksijenin en iyi sekilde kullanilmasina yardim eder.
Yaslanmaya kars1 etkilidir. Kalp rahatsizliklarina kars: etkilidir, cildin elastikiyetini

korur.

1.6.6.1.6. C Vitamini (Askorbik Asit)
Kapali formiili CgHgOg olan bir ketolaktondur. Yapisi karbonhidratlardan

heksozlara benzer. Heksonoikasidin laktonudur. Hayvanlarin ¢ogu C vitamini

sentezini kendisi yapabilir fakat insanlar yapamazlar.
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C vitamini viicutta hidroksilasyon reaksiyonlari, demir emilimi antioksidan
olarak gorev alir. Kollojen sentezi i¢in gereklidir. Kollojen glisin (%33), prolin
(%10), hidroksiprolin (%10), hidroksilizin (%5)’den olusur. C vitamini kollojen
yapisinda yer alan hidroksiprolin sentezini saglayan prolin hidroksilazdaki demirin
indirgenmesinde gorev alir. Hidroksilasyon bozuklugunda; kikirdak, dentin,
kemiklerdeki intrasekiler bag doku proteinlerinin sentezi bozulur. C vitamini
eksikliginde; kemik biiyiimesi geriler, kan damarlari kolay zedelenir, skorbit hastaligi
olusur, yaralar geg iyilesir, dis gelisimi bozulur, dis eti kanamalar1 olur, kapiler
damarlarin zedelenmesine bagli petesi ve ekimozlar goriiliir. Cocuklarda C vitamini
eksikligi sonucu Barlow hastaligi goriiliir, kurbaga ayagi pozisyonu goriiliir, dis etleri
siser ve kanar.

C vitamini hayvansal besinlerde bulunmakla beraber en ¢ok yabani giil tohumu,
limongiller, kus {iziimiinde bulunur. Taze sebze ve meyvelerde, 6zellikle portakal
greyfurt, turunggillerde, ¢ig lahana, domates ve salgamda bulunur. Viicutta

depolanmadigindan, her giin diizenli olarak alinmas1 gerekir (Halliwell, 1995).

1.6.6.1.7. A Vitamini (Retinol)
15 C’lu doymamis zincirli bir alkoldiir. Alkol oldugu icin genellikle ester

olusturur, yiiksek karbonlu yag asitleri ile esterlesmis durumdadir. Bunlar hava
oksijeni, sicaklik, 151k etkisi, katalizorler gibi fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi
dayaniklidir (Halliwell, 1995).

Bu vitaminin ozellikle goz sagligi, cilt ve bagisiklik sistemi iizerinde dnemli
oldugu bilinmektedir. Biiyiime doneminde ¢ok gerekli olan bu vitamin, hamilelik ve
emzirme donemleri i¢in de 6nem tasimaktadir. Hiicrelerin yeniden yapilanmasinda
rol oynamaktadir (Halliwell, 1995).

Dogal A vitamini kaynaklari; siit liriinleri, ciger, balik ve yumurtadir. Giinliik
doz olarak, kadmlar i¢in 600 mikrogram, erkekler icin 700 mikrogram olarak
belirlenmektedir. Bir porsiyon cigerde giinliik dozun sekiz kati bulunmaktadir

(Halliwell, 1995).

1.6.6.1.8. p—Karoten (Pro-vitamin A)
Oksitlenmeye kars1 etkili olan bu vitamin, viicudu degisik kanser cesitlerine

karst1 korur. Ayrica viicut tarafindan A vitaminine dOniistiiriilebilir. Bunun

gergceklesmesi i¢in viicudun lipit, E vitamini, ¢inko ve selenyuma ihtiyaci vardir.
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Dogal beta karoten kaynaklari; yesil, turuncu ve kirmizi sebzeler ve
meyvelerdir. Bunlar arasinda havug, aci biber, kabak, 1spanak, kayisi, kavun ilk

siradadir (Halliwell, 1995).

1.6.6.2. Eksojen antioksidanlar (ilaglar)
1-Ksantin oksidaz inhibitorleri

2-NADPH oksidaz inhibitorleri

3-Rekombinant siiperoksit dismutaz

4-Trolox-C (E vitamini analogu)

5-Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler
6-Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
7-Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri
8-Notrofil adezyon inhibitorleri

9-Sitokinler

10-Barbitiiratlar

11-Demir selatorleri

1.7. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan temel

olarak iki sinifta toplanabilir:

a)Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

b)Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

HAT-esasli analiz yontemlerinin g¢ogunda yarigmali reaksiyon kinetigi izlenir
vekantitasyon kinetik egrilerden tiiretilir. HAT-esasli yontemler genellikle bir
sentetik serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan
olusur.

ET esash yontemler reaksiyon sonunun indikatdrii olarak bir oksidan (ayni1 zaman
dareaksiyonu takip etmek icin prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu igerir.
HAT ve ET esashi yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine
radikal (veya oksidan) siipiiriicii kapasitesini 6l¢meye doniiktiir. HAT analiz
yontemleri:

a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,

b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC),

c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP),

d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.
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ET esash analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren
bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Ol¢limiine dayanir. Renk degisiminin
derecesi Ornekteki antioksidan derisimi ile baglantilidir. ET esasl analiz yontemleri:
a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi,

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢limii,

c) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP)dl¢timii,

d)Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan potansiyel”
Ol¢lim yontemi,

e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” 6l¢im yontemi,

f)CUPRAC (Bakir(II) indirgeyici Antioksidan Kapasite) yontemi olarak siralanabilir.

Calismalarda en fazla kullanilan yontemler ise:

. Toplam fenol miktar tayini (folin-ciocaltaeu assay)

. Ransimat yontemi ile lipit peroksidasyon etki tayini

. DPPH ile serbest radikal siipiiriicii etki tayini

. Demir-tiyosiyonat metodu

. Tiyobarbitiirik asit metodu (TBA)

. B-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (total antioksidan aktivite)

1.7.1. Toplam fenol miktar tayini (Folin-ciocalteu yontemi)
Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veya Folin-Denis reaktifi)

fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimi bir reaktif olup fenolik ve polifenolik
antioksidanlarin kolorimetrik tayininde kullanilir (Singleton ve ark.,1965). Fenolik
bilesikler, Folin-Ciocaltaeu reaktifi ile alkali ortamda renkli komplex olusturur ve
olusan mor-menekse renkli kompleksin 700 nm’de maksimum absorbansinin

Olgtimudiir.

1.7.2. Ransimat yontemi ile lipit peroksidasyon etki tayini
BHT ve calisgmada elde edilen ekstrelerin lipit peroksidasyonuna karsi etkileri,

yaglarda bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan bozunma
tirtinlerinin su igine absorbe edilerek suyun iletkenliginin degismesi prensibine gore

calisan Ransimat cihazi ile test edilmesidir (Tunalier ve ark., 2004).

1.7.3. DPPH Siipiiriicii antioksidan aktivite tayin yontemi
Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)

radikallerinin (Sekil 1.20) antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin
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Onerilmesi ile ortaya c¢ikmistir. Antioksidan aktivite Ol¢limlerinin yogunlastig
yillarda Brand-Williams ve arkadaglart (Brand-Williams ve ark.,1995) yontemi
gelistirmis ve bu yontem pek c¢ok arastirici tarafindan referans olarak kullanilmistir.
Yontemin esasi; antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-
difenil-2- pikrilhidrazil) radikalini stiptiriicii etkilerini 6l¢gmeye dayali bir yontemdir.
Bu radikal hidrojen dondrlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Kirmizi renkli
DPPH radikali 515 nm’de maksimum absorbsiyon verir. DPPH ¢ozeltisine
antioksidanin ilave edilmesiyle absorbansta diisiis meydana gelir ve antioksidanlarin
varligiyla radikalin rengi kirmizidan sariya doner. Bu yontem antioksidanlarin
radikal siipirme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gecerli bir yontem olarak
bilinmektedir. Antioksidan etkinligi arastirilmak istenen bitkisel ekstrelerin DPPH
radikalini temizleyici etkisi ve bu ekstrelerin DPPH ile olusturduklari rengin 517
nm’de Olclimiine ve standart madde ile karsilastirilmasina dayanmaktadir (Blois,

1958).
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Sekil 1.20 : DPPH antioksidan madde ile reaksiyonu

1.7.4. Tiyobarbitiirik asit metodu (TBA)
Hazirlanan ornek ekstresine trikloroasetik asit (TCA) ve tiyobarbitiirik asit (TBA)

cozeltileri ilave edilerek karistirilip, 532 nm’de spektrofotometrede absorbansi

okunma esasina dayanmaktadir.

1.7.5. Demir-tiyosiyonat metodu
Uygun ¢oziicii icerisinde hazirlanan 6rnek cozelti lizerine amonyum tiyosiyanat

cozeltisi ilave edilmistir. Bu karigim iizerine (0.1 ml %3.5’1ik) hidroklorik asit
¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis (2)(10'2 M) demir iki kloriir ¢6zeltisi konulup bir siire

sonunda 500 nm’de spektrofotometrede absorbansi okunmustur.

1.7.6. p-Karoten-linoleik asit yontemi (total antioksidan aktivite)
B-Karoten renk acilim yontemi iki sekilde uygulanabilir: Agar difiizyon ve

spektroskopik yontem. Her iki yontem de linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen
konjuge dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun Ol¢lilmesine dayanmaktadir.
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Reaksiyon sonunda c¢ozeltide B-karotenin kaybolan karakteristik sar1 renginin
absorbansi 470 nm’de UV—spektrofotometrede kaydedilerek sonuglar standart olarak
kullanilan sentetik antioksidanlar ile karsilastirilarak verilmektedir (Wettasinghe ve
Shaididi, 1999).

Linoleik asit + (O,-H,0) — Konjuge dienler ve diger bozunma {iriinleri

B-Karoten — Renk agilim

1.8. Antimikrobiyal Maddeler

Antibiyotigin 1940’larda kesfinden sonra, bitkisel maddelerin antimikrobiyal ajan
olarak kullaniminda diisiis gozlenmistir. Antimikrobiyal aktivite acisindan bakteriyel
ve fungal kaynakli antibiyotiklere daha ¢ok giivenildigi i¢in bitkisel iirlinlerin ¢ok az
bir kism1 antimikrobiyal madde olarak tercih edilmistir (Cowan, 1999).
Antimikrobiyal maddede olmasi gereken en Onemli Ozellik segici toksisitedir.
Kemoterapide kullanilan antimikrobiyal madde diisiik konsantrasyonlarda bile etkili
olup ¢ok az toksik olmalidir. Bdyle bir etkinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in antimikrobiyal
maddenin hedef olarak memeli hiicrelerinden ¢ok mikroorganizmalar sec¢ilmelidir.
Prokaryot hiicrede var olan, ancak Okaryot hiicrede bulunmayan bir molekiilii
hedefleyen antimikrobiyal maddeler (6rnegin; sefalosporinler, siilfonamidler) ytliksek
derecede segici toksisiteye sahiptir. Viriisler konak hiicreye entegre olduklarindan,
konaga zarar vermeden viriisii etkilemek olanaksizdir. Viriislere etkili ilaglarin segici
toksisitesinden hi¢ s6z edilemez. Mantarlarda 6karyot hiicre yapisindadir ve memeli
hiicrelerine benzerler. Bu nedenle antimikrobiyal maddeler i¢in secici toksisiteden
s0z edilemez (Akyiiz, 2007).

Glinlimiizde enfeksiyon hastaliklar1 etken mikroorganizmanin antibiyotiklere
duyarlilik deneyi sonuglaria gore, enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en uygun
antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilig
temelde iki farkli yontem (Diliisyon ve Difiizyon Yontemi) ile belirlenebilir (Akytiz,
2007). Antibiyotik duyarlilik testleri icinden en sik kullanilanlar:

1. Disk difiizyon testleri

2. Diliisyon testleri 28

2.1. Agar diliisyon testleri (kat1 besiyerinde sulandirim testi)
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2.2. Broth diliisyon testleri

a. Makrodiliisyon (tlip diliisyon) yontemi

b. Mikrodiliisyon testleri

3. Gradient strip testleri (E-test)

4. Otomatize yontemler

5. Molekiiler yontemler

1) Diliisyon Yéntemi: Bu teknik antimikrobiyal ilaglarm MIK (minimal inhibitor
konsantrasyonunu) ve MLK (minimal letal konsantrasyonlu) degerlerini belirlemede
yardimci olur. Bu amagla, Mueller-Hinton buyyonunda antimikrobiyal ilacin 2 veya
10 katli dilusyonlar1 yapilarak gittik¢e azalan yogunlukta ilag iceren dilusyonlar1 elde
edilir. Uzerlerine, izole edilen test mikroorganizmanimn 24-48 saatlik sivi besiyeri
kiiltiirtinden 0.1 ml miktarinda ekilir ve iyice karistirildiktan sonra 24-48 saat 37 °C'
de inkube edilir. Tiiplerdeki lireme gozle degerlendirilir. Boylece liremenin olmadigi
son dilusyon MIK degeri olarak kabul edilir. Ancak, bu noktanin kesin olmast igin,
testin ikili paralel yapilmasi uygundur. Eger, siire yetersiz ise uygun bir siire yine
inkubasyonda tutulabilir (Akytiz, 2007).

2) Difiizyon Yontemi: Kirby-Bauer yontemi olarak da bilinen bu teknikte, test
mikroorganizmanin 6-8 saatlik buyyon kiiltiiriinden (hafif bulanik) Mueller-Hinton
agar plaklarma 0.1-0.2 ml miktarinda ekilir ve bir baget'le 1yice yayilir (steril swab'ta
ayni amag i¢in kullanilabilir). Agarin yiizeyi oda 1sisinda kuruduktan sonra (5-10 dk),
agarin yiizeyine c¢esitli konsantrasyonda degisik antibiyotikleri iceren diskler
yerlestirilir ve 24-48 saat inkube edilir. Bu siirenin sonunda diskler etrafindaki
inhibisyon zonlar1 kompas veya cetvelle olgiiliir ve standart zon tablosu ile
karsilastirilarak duyarli (S), indermediate (I) ve duyarsiz (R) olarak degerlendirme
yapilir.

Disk diflizyon yontemi az masrafli, az zahmetli ve kolay uygulanirligi yani sira, bir
petri kutusunda 5-6 antibiyotige karst duyarlilig1 belirlemek ve en etkili olan ilaci

saptamak miimkiindiir. Bu nedenle ¢ok fazla tercih edilmektedir (Akytiiz, 2007).

1.9. Onopordum ile Yapilan Calismalar

Onopordum Asteraceae ailesine ait ilging bir cinstir ve bu cinsin tiirleri, gida olarak

ve ¢esitli {ilkelerin genel tibbinda kullanilir. Scotch thistle (Onopordum acanthium

34



L.) bakterisit (bakteri 6ldiirticii), kardiyotonik (kalp kuvvetlendirici), hemostatik (kan
kesici) ve antihipotensiv ajani olarak olarak tibbi uygulamalarda kullanilir (Plant
Resources of the USSR (Nauka, 1993; Kortikov ve Kortikov,. 1995). Onopordum
cinsinin bitkileri tedavilerde onlarin antibakteriyal, hemostatik ve hipotensiv
Ozellikleri igin geleneksel olarak kullanilmaktadir. Onopordum acanthium’un taze
ekstraklart deri kanserlerinin tedavisi i¢in bolgesel olarak kullanilmaktadir (Negri,
1943). Gene aymi sekilde Onopordum acanthium’un g¢igekleri gelencksel olarak
Bulgaristan’da kardiyovaskiilar hastaliklarda, idrar soktiiriicii olarak, {irogenital
hastaliklarda ve mide salgisini tetikleyici olarak kullanilmaktadir (Kiselova ve ark.,
2006). Onopordum acanthium L. un yapraklarindan sesquiterpene lactonlari
(arctiopicrin ve onopordopicrin) tohumlarindan triterpenoidler (Amyrin-Acetate ve
lupeol acetate) izole edilmistir (Kiselova ve ark., 1979). Kimyasal olarak arastirilan
Onopordum’un gesitli tiirlerinde flavonoitler , lignanlar (Cardona ve ark., 1992) ve
sesquterpen laktonlar (Lazari ve ark., 1998) en 6nemli bilesenler olarak saptanmustir.
Farkli Onopordum tiirlerinin suyu; kanserli ilserler, yliz kanseri ve diger kanserlere

karsi etkin oldugu kabul edilmistir.

Antibiyotik direncinin gelisiminden dolay1 6zellikle mikrobiyal ajanlara kars1
sentetik 1ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilere ilgi siirekli olarak artmaktadir.
Onopordum’un baz tiirleri diinyada ve Tiirkiye’de geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilmaktadir. ~ Tiirkiye’”de ~ Onopordum  tauricum  tohumlari  bdbrek
rahatsizliklarmin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Onopordum acanthium’un ¢igekli
dallar1 idrar soktiiriici (diyliretik) ve ates diisliriicii (antipiretik) kokleri ise idrar
soktiiriicli, ates dusiiriicii, istah acic1 olarak ve karin agris1 i¢in kullanilmaktadir.
Onopordum’un baz tiirleri antimikrobiyal ve antioksidan aktivite gosterir (Csupor-
Loeffler ve ark., 2009).

Kardiyovaskiilar sistemin aktivitesini diizenleyen zayif kan sirkiilasyonu i¢in
etkin olan ve canlandirici etki sergileyen Cardiodoran damlalariin hazirlanmasinin
temeli Onopordum’dur. Cesitli kanser tiplerinin tedavisi i¢in Urdiin geleneksel
tipinda kullanilan O. acanthium’un sulu ekstrakti farkli timor hedeflerine karsi
sitotoksisite liretmek i¢in ve hem in vivo hem de in vitroda dogal 6ldiiriicii hiicrelerin
aktivitesinin biiylimesi i¢in etkindir. Ayrica deri kanserlerinin lokal tedavisi i¢in
O. acanthiumun taze ekstraktlarmin kullanimi rapor edilmistir. O. alexandrinumun

havada kalan kisimlar1 balgam soktiiriicii olarak, yara iyilestirici olarak ve ciizzam
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tedavisi i¢in musirhi koyliiler tarafindan kullanilmaktadir. Kibris’da O. bracteatum
bobrek ve sindirim rahatsizliklari i¢in faydali iken Tiirkiye’de geleneksel tipta
O. anatolicum’un tohumlarmin dekoksiyonu ile elde edilen cay tiretral rahatsizliklar
icin kullanilmaktadir. O. macracanthumun ethanol ekstraklart murin endotelyal

hiicrelerde azot oksit ve TFN a’nin engellenmesini saglar (Brutti ve ark., 2012).

Libnanda O. cynarocephalum ve Lucania ve Sardunya Adalari’nda
O. illyricum sebze olarak tiiketilirler. Geleneksel tipta biitiin bitkinin ¢ayr ya da
kaynatarak hazirlanan 6zii hazmi kolaylastirici, Oksiirik kesici ve safra
hastaliklarinda kullanilmaktadir. Cigek baslarinin demlenmesi ya da kaynatarak
hazirlanan 6zii eksantematik deri yikamasi igin ve ates disiiriicii (antipiritik) olarak
sitma atesinin tedavisinde kullanilmaktadir. Liibnanin geleneksel tipinda kullanilan
O. cynarocephalum sulu ekstraktinin kolon kanserine koruma ve apoptozu

baskilayan 6zellik gostermistir.

Gergel 2010 yilinda yaptigi ¢alismada Eskisehir’den topladigi Onopordum
acanthium L. bitkisini sivi yakit iretiminde kullanilabilirligini arastirmistir.
Onopordum acanthium L. bitkisinin kurutulup par¢alanmasi ve prolizi sonucunda
elde edilen siv1 yakit iizerindeki kromatografik ve spektroskopik g¢alismalarla bu
bitkinin yakit ve kimyasal hammadde olarak kullanilabilecegi sonucunu elde etmistir

(Gercel, 2010).

Nahad El-Najjar ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada in vitro
ve in vivo modelleri kullanarak kolon kanserine karst Onopordum
cynarocephalum’un su ekstraktinin olast kemopreventif 6zellilerini arastirmiglardir.
Yapilan ¢alisma sonucunda O. cynarocephalum’un anti kolon kanseri etkilerine

sahip bir bitki oldugunu 6nermislerdir (Nahad El-Najjar ve ark., 2010).

A. Z. Khalilova ve arkadaglar1 2004 yilinda yaptiklari ¢alisma da Ufa’dan
(Rusya) topladiklar1 Onopordum acanthium’un c¢icek yumrusunun kloroformla
(CHCI3, tri kolara metan) ektraksiyonu ile triterpen taraxasteryl acetate izole
edilmistir (Khalilova ve ark., 2004).

Braca ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Sicilya’dan topladiklart Onopordum
illyricum’un ¢igeklerini kurutarak n-hekzan, CHCI3, CHCI3-MeOH (9:1), ve MeOH

coziiclileriyle ekstraksiyona tabi tutarak ekstraklar elde etmislerdir. Arastirmanin
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sonucunda CHCI3 ekstraktinda; onopordopicrin, carmanin, 4-epi-carmanin,
elemacarmanin, bilesenlerini ayrica lignan olarak arctigenin ve flavonoid olarak
acacetin gibi daha dnceden bilinen bilesenlerin yaninda iki yeni sesquiterpen ve bir

yeni neolignan tiirevini tespit etmislerdir (Braca ve ark., 1999)

Khalilov ve arkadaslar1 2009 yilinda yayinladiklari ¢alismalarinda Rusya’nin
cesitli boliimlerinden topladiklar1t Onopordum acanthium L. bitkisinin tohumlarindan
yeni biyolojik olarak aktif bilesenlerden olan fenilproponoid glikoziti izole ettiklerini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada Onopordum acanthium L. gekirdeklerinden ilk kez
izole edilen 2-[3’-methoxy,4-O-3-D-galactopyranos-1-yl)benzyl]-3-(3°°,4"’-
dimethoxybenzyl)-4-hydroxybutyriacid bileseninin yapisi PMR ve 13C NMR
kullanilarak belirlenmistir (Khalilov ve ark., 2009)

Ivanova ve c¢alisma arkadaslar1 Bulgaristan’daki 23 tibbi bitkinin sulu
ekstraktlarinin polifenol igeriklerinin ve in vitro antioksidan aktivitesi arasindaki
korelasyonu arastirmislardir. Arastirma sonucunda bu c¢alismadaki bitkilerden biri
olan Onopordum acanthium L.’nin antioksidan aktivitesini 0.44mM TEAC (Trolox
equivalent antioxidant capacity) toplam fenol igerigini ise 121.28uM QE (quercetin

equivalents) olarak tespit etmislerdir (Ivanova ve ark., 2006).

1.10. Calismanin Amaci

Tez kapsaminda iilkemizde yetisen endemik tiirlerden olan Onopordum
anatolicum (Boiss.) Boiss & Heldr. ex Eig antioksidan, antibakteriyal aktiviteleri ve

sitotoksik etkileri tizerinde galismalar yapilmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Bitkisel Materyal

Arazi calismalar1 kapsaminda projede yer alan tiiriin alternatif lokaliteleri ilgili
kaynaklar taranarak tespit edilmistir ve bu tiirin tohum donemleri, yayilis
gosterdikleri lokaliteler, habitatlar1 ve ylikseklikleri dogrultusunda bir arazi ¢aligmasi
plant hazirlanmigtir. Bu arazi plam1 sayesinde tohumlar dogru zaman ve
lokalitelerden toplanmistir. Denizli ve Mugla il merkezinde 500 m yiikseklige kadar

olan yerlerden toplanmistir (Sekil 2.1). Arazi c¢alismalar1 sirasinda farkl

37



lokalitelerden toplamak suretiyle 1,5-2 kg. tohum toplanmustir. Bu islemler yapildig:
zaman ekolojik dengenin bozulmamasi ve endemik tiirlerin tahrip edilmemesi

durumuna 6zen gosterilmistir.

Sekil 2.1: Tohumlarin Araziden Toplanmast

Tohumlar toz haline getirilerek ezildi, analize hazir hale getirilmistir.
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Sekil 2.2: Toplanan Tohumlar ve Toz Haline Getirilmis Hali

Toz halinde olan tohumlar, su banyosu cihazi kullanilarak (55°C) renk acilincaya
kadar (yaklasik 4-6 saat) g¢esitli ¢Oziiciilerin (metanol, etanol, aseton ve benzen)
ekstraktsiyonuna tabi tutulmustur. Her bir 6rnek i¢in 800-1200 gr tohum ve 20 ml.
¢oziicli kullanilmistir (Feresin vd. 2000). Elde edilen karisim filtre edilerek siiziilmiis
ve ¢Ozeltinin yapisindaki ¢oziicli madde rotary evaporatdrde 50°C'de ugurulmustur.
Her bir ekstrenin yapisindaki su Freeze Dryer makinesinde dondurularak ¢ekilmistir
(Sekil 2.3). Ekstreler aktivite (antioksidan ve histolojik ¢alismalarda) tayini

caligmalarinda kullanilmak lizere -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 2.3: Su Banyosu, Rotary Evaporator ve Freeze Dryer Liyafilizasyon Cihazlar

2.2.Yontemler
2.2.1. Antioksidan aktivite analiz yontemleri

2.2.1.1. Toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenmistir
(Miller, 1991). pB-karoten ¢ozeltisi, 2 mg p-karotenin 10 ml kloroformda
¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin 1 mililitresine, 40 mg linoleik asit ve 400
mg Tween 20 ilave edilmistir. Kloroform rotary evoparotdrde buharlastirildiktan
sonra 100 ml destile su ile karistirilmistir. Bu emiilsiyonunun 4.8 mililitresi 0.2 mg
ornek iceren 0.2 ml ekstrakt ¢6zeltileri bulunan test tiiplerine ilave edilmistir. Kontrol
icin test tlipline ekstrakt yerine 0.2 ml ¢oziicli (metanol, etanol, aseton ve benzen)
konulmustur. Emiilsiyon test tiiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre
(Shimadzu UV-1601, Japon) kullanilarak baslangi¢ absorbanslart 470 nm'de
Olgiilmiistiir.  Tupler 50°C'de inkiibasyona birakilarak, [-karotenin rengi
kayboluncaya kadar inkiibasyona devam edilmistir (120 dakika). Toplam antioksidan
aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmaistir:

AA: [ 1- (Ac-At/ Age - At°) x 100
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Burada, AA antioksidan aktivite, Ao Ornegin ilk absorbansi, At kontrolun ilk

absorbansi, Ay Ornegin 120 dk sonraki absorbansi, At® kontrolun 120 dk sonraki

absorbansidir (Amin ve ark., 2006).

Sekil 2.4: B-karoten-linoleik asitin uygulanmasi

2.2.1.2. Serbest radikal giderim aktivitenin belirlenmesi
Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)

serbest radikali kullanilarak belirlendi (Wu ve ark., 2006). DPPH'in 9%0.004 liik
(w/v) metanolik ¢ozeltisinin 4 ml'si, ekstraktlarin 1 ml (0.2-1.0 mg)'si ile karigtirildi
ve 30 dakikalik karanlik ortam oda sicakliginda inkiibasyonu sonrasinda, drneklerin
absorbans1 517 nm’de 6lciilmiistiir. Oziitlerin absorbans degerleri kullanilarak %

inhibisyon degerleri asagida verildigi sekliyle hesaplanmigtir:
Inhibisyon (%) = 100 - [(A1 /A¢) X 100 ]

Burada; Ao kontrolun absorbansi ve A; 6rnegin absorbansidir (Duh ve Yen, 1997).

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/ml olarak belirlenen 6ziit derisimlerine karsi
grafige gecirilmistir. Pozitif kontrol olarak BHT kullanilmistir. Tiim deneyler {i¢
tekrar halinde yapilmustir.
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Sekil 2.5: DPPH Deneyi

2.2.1.3. Toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Ekstraktlar igerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocaltaeu yontemine (Tekeli,
2008) gore yapilmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit ve caligilan biitiin
ornekler, %70’lik metanol i¢cinde 0.4 mg/ml olacak sekilde hazirlanmigtir. 0.5 ml
ornek, 2.5 ml Folin Ciocaltaeu reaktifi (%10’luk, suda) ve 7.5 ml sodyum karbonat
cozeltisi (%20’lik, suda) deney tilipiinde karigtirillarak 2 saat oda sicakliginda
karanlikta  bekletilmistir.  Siire  sonunda  c¢ozeltilerin  absorbanslart UV
Spektrofotometresi’nde 750 nm’de okunarak toplam fenol miktarlari; gallik asitle
cizilen kalibrasyon egrisinden, mg olarak gallik asite esdeger olacak sekilde

hesaplanmuistir.

2.2. Sitotoksik Yontemler

Sitotoksitite yonteminde Onopordum anatolicum’un methanol ve ethanolde
¢oziinmiis ekstraktlar1 kullanilmistir. Artemia salina yumurtalart (10 mg) 500 ml
deniz suyunda, pH 7-8 ve 28°C olacak sekilde 1s1k altinda inkiibasyona birakildi. 24
saat sonra olgunlagan Artemia larvalari (nauplii) pastor pipet yardimiyla toplandi.
On adet nauplii pastor pipet yardimiyla segildi ve 4.5 ml deniz suyu igeren tiipe
alindi. Her bir tiipe 0.5 ml bitki ekstrat1 da eklendikten sonra nauplii’ler 151k altinda

ve oda sicakliginda 24 saat bekletildi. Siire sonunda yasayan nauplii’ler sayilip
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kaydedildi. Bes farkli konsantrasyonda (10 ug/ml, 50 pug/ml,100 pg/ml, 500 pg/ml,
ve 1000 pg/ml) deney ii¢ tekrarli yapildi. Bitki ekstrakti olmayan (kontrol grubu)

diizenekteki yasayan nauplii’ler ile deney grubu karsilastirildi. Biitiin uygulamalar

icin standart hata ve % 6liim oran1 hesaplandi.

Sekil 2.6: Artemia salina Yumurtalar1 ve Tiiplere Ekimi
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Sekil 2.7: Pastor Pipet Yardimiyla Artemia salina Nauplii Sayimi

2.3. Ekstraktlarin Kanser Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik ve Antiproliferatif
Etkisinin Belirlenmesi
H1299 kanser hiicreleri %10 FCS i¢ceren RPMI1640 besi ortami igersinde 37 °C, %5

CO; ve %95 nem igeren ortamda inkiibe edildi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
bitki ekstraktlar1 (1000, 500, 250, 125, 67,5, 32, 16, 8,4,2,1,0,5, 0,2, 0,1 pg/mL) 0.2
mikronluk filtrelerden gecirilerek steril edildikten sonra kanser hiicre hatlarina 72
saat siiresince maruz birakildi. Bitki ekstraktlar1 uygulanmadan 1 giin 6nce kanser
hiicreleri 5x10%/well konsantrasyonunda 96 kuyucuklu plate’lere ekildi ve %10 Fetal
bovin serum i¢eren RPMI 1640 besi ortaminda 37°C, %5 CO; ve %95 nem iceren
ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda bitki oziitleri kanser
hiicreleri iizerine her konsantrasyondan 3 kontrollii olmak iizere uyguland ve 72 saat

37°C, %5 CO; ve %95 nem igeren ortamda inkiibasyona birakildi.

Kontrol grubu hiicrelere herhangi bir ekstrakti uygulanmadi ve 72. saatin sonunda
sitotoksisite olgen bir kit ile (CytotoxGlo® kit, Promega, Madison, WI, USA)
luminometrik olarak test edilerek sonuglar degerlendirilip % sag kalim oranlar

hesaplanmustir.

44



" ~~— ’ 4 ,_:»'f{;‘
Sekil 2.8: H1299 Kanser Hiicrelerinin Playtlere Ekimi

2.4. Antibakteriyal Aktivite Tayin Metodu

2.4.1 Calismada Kullanilan Bakteri Tiirleri

Arastirmamiz  kapsaminda bitki ekstraktlarinin  antibakteriyal aktivitesinin
belirlenmesi amaci ile Escherichia coli (ATCC 25922) ve Salmonella Enteritidis Faj
Tip 4 (PT4) (klinik izolat) olmak {izere 2 adet Gram negatif bakteri ile
Staphylococcus warneri (ATCC 27836) ve Staphylococcus haemolyticus (ATCC
29970) olmak tizere 2 adet Gram pozitif bakteri kullanildi. Calismada kullanilan tiim
bakteriyalizolatlarin stok kiiltiirlerinden steril Mueller-Hinton (MH) siv1 besiyerine

pasajlar yapildi ve hazirlanan bu taze kiiltiirler calismada kullanildi.

2.4.2. Broth Mikrodiliisyon yontemi

Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasinda; antibakteriyal aktivitenin belirlenmesinde
Broth Mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Bu amagla yukarida belirtilen bakteri
kiltlirlerinin her birinin konsantrasyonu ODgge=1 olacak sekilde ayarlandi ve
BrothMikrodiliisyon yonteminde konsantrasyonlar1 ayarlanan bakteri kiiltiirleri
kullanildi. Bitki ekstratlarinin hazirlanmasi ig¢in; Calismada antioksidan aktivitesi
yiiksek olan etanol ve metanollii ekstraktlar ayr1 ayr1 300 mg tartildi ve 1 ml %99.9
dimetilsiilfoksit (DMSO) ile ¢oziilerek stok ¢ozeltiler hazirlandi.
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Broth Mikrodiliisyon ydnteminde Minimal Inhibitor Konsantrasyon (MIC) ve
Minimal Bakterisidal Konsantrasyon (MBC) degerlerinin belirlenmesi amaciyla 96
kuyulu mikropleytler kullanildi ve yontemin her asamasi Biyogiivelik Diizeyi II olan
steril ¢alisma kabininde gerceklestirildi.

Bitki ekstraktlarindna hazirlanan stoklarin son derece yogun ve bulanik olmasi
nedeniyle brothmikrodiliisyon teknigi tercih edildi ve her bir ekstrakt i¢in 2 paralel
mikropleyt hazirlandi. Oncelikle her bir ekstraktin stok soliisyonundan 100 mg/ml -
0.19 mg/ml arasi1 seri diliisyonlar1 yapildi. Kisaca, mikropleytin tiim kuyularina
oncelikle 100 pl MH broth eklendi. Ilk kuyuya yukarida tanimlandigi sekilde
hazirlanan her bir ekstrakt stogundan 100 pl eklendi ve mikropipet yardimi ile
homojenize edildi. Bu karisimdan 100 pl alinarak 2. kuyuya aktarildi ve mikropipet
ucu degistirilerek bu karistim homojenize edildi ve 100 pl alinarak 3. kuyuya
aktarildi. Homojenizasyon islemine mikropleytin 10. kuyusuna kadar yukarida
tanimlandig1 sekilde devam edildi. Internal kontroller olarak, mikropleytin 11.
kuyusuna 100 pul MH broth ve 12. kuyusuna da 100 ul DMSO ilave edildi.
Hazirlanan bu 1. pleyt ELISA okuyucunda (Dosk Mark) 610 nm dalga boyunda
okutuldu. ikinci mikropleyt icinde ayni islemler uygulandi. Ancak, okuma yapmadan
once ilk 10 kuyuya her bir bakteri kiiltiirinden 100 ul eklendi. Bu pleyt 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, ELISA okuyucunda (Dosk Mark)
610 nm dalga boyunda okutuldu.

Bakteri kiiltiirtiniin eklenmedigi ve eklendigi ODgjo degerleri karsilastirildi ve
dramatik diisiisiin gézlendigi mikropleyt kuyusundaki ekstraktkonsantrasyon degeri,
MIC degeri olarak kabul edildi. MIC degeri ve MIC degerinden daha yiiksek
konsantrasyonlardaki kuyulardan (en az 2 kuyu) 100 pl 6rnekler alinarak MH agara
ekimleri yapildi ve 37 C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda,

bakterinin iremesinin gdzlenmedigi en diisiik konsantrasyon MBC olarak belirlendi.
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Sekil 2. 10: Ikinci Playte Ekim Islemi
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3. BULGULAR
3.1 Antioksidant Bulgular

B_karoten-linoleik asit sistemiyle etanol, metanol, aseton ve benzen
ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerlerine bakildiginda en yiiksek % antioksidan

aktivite metanolde, en diisiik aktivite ise asetondadir (Sekil: 3.2).

1
0,9 \
0,8
—_ —&— Metanol
€ 07 e
S == Etanol
5 0,6
Y == Benzen
§ 015 ‘__%_g—
S 04 .\hhﬁ\R =>é= Aseton
° ’
§ 0,3 \ = Kontrol M
0,2 e */'\\‘__vf_ =@ Kontrol E
0,1 === Kontrol B
0 ' ' ' ' ! Kontrol A
0 30 60 90 120
Zaman(dak)

Sekil 3.1: 3B-Karoten-Linoleik asit yonteminde O. anatolicum hazirlanan etanol,
metanol, benzen, aseton ekstraktlarin absorbans grafigi (Kontrol E;
etanol, Kontrol M; metanol, Kontrol B; benzin, Kontrol A; aseton).
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Antioksidan Aktivite(%)
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Ekstraktlar

Sekil 3.2: B_karoten-linoleik asit sistemiyle etanol, metanol, aseton ve benzen

ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerleri (%)
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Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikali kullanilarak belirlendi (Wu ve ark.,2006). Bes farkli derisimdeki ve

standart serbest radikal giderim aktiviteleri sekil 3.3, 3.4’de verilmistir.

100 -
90 A
80 -
g
c
H H Metanol
a
2 H Etanol
€
= id Benzen
M Aseton

Konsatrasyon (mg\ml)

Sekil 3.3: DPPH yontemi ile hazirlanan O. anatolicum etanol, metanol, benzen,
asetonlu ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarda serbest radikal giderim
kapasiteleri

Fenolik Madde Miktari (GAE)

Metanol Etanol Benzen Aseton

Ekstraktlar

Sekil 3.4: O. anatolicum etanol, metanol, benzen, asetonlu ekstraktlarinin toplam
fenolik madde miktar1 (GAE)
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Ekstreler igerisindeki toplam fenol miktart Folin-Ciocaltaecu yontemine
(Tekeli, 2008), standart olarak kullanilan gallik asit kalibrasyon egrisine gore
hesaplanmis (Sekil: 3.5) ve tiim toplam fenolik bilesik miktar1 tayinlerinde bu grafik
kullanild1. Tiim ekstrelerin Folin-Ciocalteau yontemi kullanilarak elde edilen toplam

fenolik bilesik miktar1 degerleri Tablo 3.1°de gosterilmistir.

3,5

3 /
2,5 /

Absorbans (765 nm)
N

115 /
1 /
0,5

0 5 10 15 20 25 30 35

Konsantrasyon

Sekil 3.5: Gallik asit kalibrasyon egrisi
(y= 0.099x + 0.097, R*=0.987)

Tablo 3.1: Antioksidan Aktivite ve Toplam Fenolik Madde Mikatar1 Sonuglar

Antioksidan  Toplam Fenolik

Aktivite Madde Miktar1
Aseton 5 5,93
Metanol 77 14,9
Etanol 60 11,6
Benzen 18 5,53
BHT 96,14
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3.2. Sitotoksik Aktivite (Brine Shrimp Letalite Testi) Bulgular:

Brine Shrimp Letalite testi bitki ekstrelerinin sitotoksik oOzelliklerini test

etmek i¢in hizli, ucuz, kolay ve giivenilir bir yotemdir (McLauglin ve ark., 1993).

Bes farkli konsantredeki Brine Shrimp Letalite test bulgulari tablo 3.2°de verilimistir.

Oliim yiizdeleri sekil 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.2: Brine Shrimp Letalite Testi Bulgular

Bitki

Kisimm

Ekstrakt

Konsantrasyonlar (ng/ml)

0

10 50 100 500 1000

LC50
(ug/ml)

Tohum
Tohum Metanol

Etanol

31.2
31.2

39.5 30.4 48.6 69.2 83.3
44.1 68.7 70.9 80 86.6

417.775
64.405
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Sekil 3.6: 24 Saat sonunda farkli konsantrelerdeki 6liim yiizdeleri
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3.3.Ekstraktin Kanser Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik ve Antiproliferatif
Etkisinin Bulgular:

Akciger kanser hiicreleri tizerinde, ekstraktlarin farkli konsantrelerdeki sitotoksik

etkisi sekil 3.7 de verilimistir.
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40

Canlilik (%)
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0 01 05 1 2 4 8 16 32 67,5 125 250 500 1000

pg/ml

Sekil 3.7: Ekstraktlarin kanser hiicreleri lizerindeki farkli konsantrelerdeki sitotoksik
etkisi

3.4. Antibakteriyal Aktivite Bulgular

Antibakteriyal maddeler; bakterilerin gelismesini durdurucu veya onlar1 6ldiiriicti
ajanlardir. Bu maddeler c¢ok genis bir grup olup bunlara antibiyotikler,
dezenfektanlar, antiseptikler vb. dahildir. Antibiyotikler, canlilar tarafindan meydana
getirilen ve ¢ok seyreltik ¢ozeltilerde bile bazi bakterilerin iremelerini durduran veya
onlar1 oldiiren bilesiklerdir (Temiz, 2000). Calismamizda antibakteriyal olarak
diistindiigiimiiz O. anatolicum metanollii ve etanolli ekstraktinin MIC ve MBC

degerleri verilmistir (Tablo: 3.3).
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Tablo 3.3: Bakterilerin MIC (minimal inhibitér konsantrasyonunu) ve MBC

(minimal bakteriyal konsantrasyon) degerleri

Bakteriler MIC(mg/ml) MBC(mg/ml)
E. coli 6,25 50
Metanol S. Enteritidis 12,5 50

Soliisyonu Igeren .

Ekstrakt S. warneri 25 >50
S. haemolyticus 50 50
Etanol E. coli 3,125 25
Soliisyonu Igeren | S. Enteritidis 12,5 25
Ekstrakt S. warneri 50 >50
S. haemolyticus 50 >50

4. TARTISMA VE SONUC

O. anatolicum bitkisinin etanol, metanol, benzen, aseton ekstraktlariin toplam
antioksidan aktiviteleri, p-karoten-linoleik asit model sistemiyle belirlendi. Bu
sistem, (Serbest linoleik asitin inkiibasyonu sirasinda olugan peroksitli lirlinlerinin p—
karotenin karakteristik sar1 rengine tepkime vererek gidermesi ve bu renk
gideriminin spektroskopik olarak takip edilmesi esasina baglidir) herhangi bir
antioksidan bulunmadiginda B-karotenin renginin hizla agilmasi esasmna dayanir.
Sisteme antioksidan igerikli ekstraktlarin ilave edilmesi, linoleik asitten olusan
peroksit tirlinlerinin bu antioksidanlarla nétralize edilmesini saglar ve bunun sonucu
olarak da B-karotenin karakteristik sar1 rengi korunmus olur. Dolayisiyla drneklerin
daha yiiksek absorbansi daha yliksek antioksidan aktiviteyi gostermektedir. En
yiiksek antioksidan aktivite tablo 3.1°de goriildiigi gibi (%77) metanolli ¢oziicii ile
elde edilen ekstraktinda goriilmiistlir. Ekstraktlarin en diisiik antioksidan aktivitesi
asetondur (%5). Aym bitkilerden farkli ¢6ziiciilerle elde edilen ekstraktlarinin
birbirlerinden ¢ok farkli antioksidan aktivite gostermesinin sebebi olarak ¢oziiciilerin
polariteleri gosterilebilir. Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en Onemli

gruplarint olustururlar. Dolayisiyla bir maddenin antioksidan etki yoOniinden
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kuvvetliligi igerdigi fenolik madde miktarina baglidir. Bu amagla Folin-Ciocaltaeu
yontemiyle yapilan deneyde Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en Onemli
gruplarii olustururlar. Yapilan c¢alisma sonucuyla da fenolik madde miktar1 fazla
olan Oziitliin antioksidan aktivitesinin de fazla olacagi sonucuna ulasabiliriz. Fakat
toplam antioksidan aktivitenin her zaman fenolik madde miktarina bagli olmadigi,
ancak antioksidan aktivite belirlemede 6nemli bir parametre oldugu soyleyebiliriz. O.
anatolicum toplam fenolik madde icerigi mg/ml gallik asit cinsinden hesaplanmigtir
(sekil 3.4). Bu degerler gore igeriginde en fazla fenolik madde igeren metanol (14,9)
ve az fenolik madde iceren benzindir (5,53). Uzerinde ¢alisigimiz O. anatolicum ise
BHT’ye gore nispeten daha zayif olmasina ragmen yinede giiglii bir antioksidan
aktivite etkisi gostermektedir. Bu kaniya varmak i¢in DPPH yoOntemiyle elde edilen
sonuclara baktigimizda ortamdaki serbest radikallerin siipiirme yetenegine sahip
oldugunu goriiyoruz. Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktivitesi ekstrakt
igerisindeki antioksidan bilesiklerin hidrojenlerini verebilmelerine ve bilesigin
yapisal konformasyonuna baghidir (Fukumoto ve Mazza, 2000). LI-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) 517 nm de dalga boyu maksimumuna sahiptir ve bazi dogal
bilesiklerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde serbest radikal olarak
kullanilmaktadir (Yen ve ark., 2005). O. anatolicum 1 mg/ml’lik hazirlanan
ekstraktlar arasinda en yiiksek serbest radikal giderim aktivitesi metanolli
ekstraktinda (% 69.84) bulunmustur. En diisiik serbest radikal giderim aktivitesi
asetonlu ekstraktinda (% 3.4) gorlilmiistiir. Tiim Oziitlerin derisimin artmasiyla,
serbest radikal giderim aktivitesi artmaktadir (sekil 3.3). Bilesenlerin indirgeme
kapasitesi onun antioksidan yoniinden aktivitesini belirleyebilir. Bu degerler
bakildiginda O. anatolicum sentetik antioksidanla kiyaslandigin da antioksidan

aktivite gostermektedir.

Brine Shrimp (Artemia salina) yontemi bir¢ok durumda oldukg¢a iyi bir
korelasyon analizi yapmak ve bitki ekstrelerinin sitotoksik 6zelliklerini test etmek
icin hizli, ucuz, kolay ve giivenilir bir yotemdir (McLauglin ve ark., 1993). Bu
nedenle elde edilen ekstrelerin potansiyel sitotoksik aktivitelerinin kontrolii i¢in
uygulanan Brine Shrimp (Artemia salina) yontemi daha gore O. anatolicum ethanol
ve metanol ekstraktlari ile hazirlanan 5 ayr1 konsantrasyondaki sitotoksik sonuglari
Tablo 3.2° de verilmistir. 10 ve 1000 pg/ml aras1 konsantrasyonlarda sitotoksik
ozellik (LC50 etanollii ekstrakt i¢in 417.775, metanol icin 64.405°diir) gostermistir.
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Ancak etanol icin 500 pg/ml’deki 24 saatteki 6liim yiizdesi 69.2 iken metanol i¢in
%80’dir. 1000 pg/ml de etanol icin %83.3 iken metanol i¢cin % 86.6’dir. Ayrica
metanollii ekstraktta 50 pg/ml de % 68.7 ve 100 pg/ml de % 70.9°dur. Sonug olarak
ethanol ile hazirlanmis ekstraktta 500 pg/ml ve iistii konsantrasyonlar yiiksek
sitotoksik etkiye sahiptir. Methanol ile hazirlanmis ekstraktta 50 pg/ml ve daha istii
konsantrasyonlar sitotoksik etkiye sahiptir. Istatistiksel hesaplamalar sonucu bulunan
LC50 degerleride bunun kanitidir. LC50 diisiik olan metanol igeren ekstraktin 6liim
yiizdesi daha fazladir. Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda ethanol ve methanol ile
hazirlanan ekstraktin sitotoksik etkisi oldugu saptanmistir. Sonug olarak sitotoksik
aktivitenin belirlenmesinde gegerli bir y6tem olan Brine Shrimp (Artemia salina)
letalite testinin O. anatolicum oziitlerinde etkili oldugu saptanmistir.

Kanser diinyada 6nde gelen Oliim nedenlerinden biri olmaya devam
etmektedir. Kanser tedavisinde, dogal iiriinlerden elde edilen yeni tedaviler
yararlanibilir. Dogal triinler kanser tedavisi i¢in kullanilan mevcut ilag¢ ajanlarin
¢ogu i¢in bir temel olusturmak adma hizmet etmektedir. Daha etkili ve daha az
toksik antikanser ilaglarin gelistirilmesi gerektigini, farmakolojik olarak aktif
bilesikler yeni kaynaklar kesfetmek igin arastirmalara yol agmustir. Dogal liriinler
kanser de dahil olmak {izere bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.
Antikanser ilaglart gelistirmek i¢in iyi bir aday olabilirler. Bitkilerden izole edilen
taksol ve vinkristin gibi bir¢ok kemoterapotik ilaglar, anti-kanser bilesikleri
kesfetmede Onemli bir potansiyel olmustur. Bu nedenle, bitkisel kaynakli yeni
antikanser tedaviler igin aktif bilesikler umut verici olabilirler. Ozellikle endemik
bitki kaynaklarindan ilag gelistirme programlari, hala yeni sitotoksik ajanlar
kesfetmek i¢in 6nemli bir arag olmaya devam etmektedir. Bu nedenle O. anatolicum
daha oncelerden anti-kanser Ozelligi calisilmadigl i¢in bu calismada buldugumuz
sonug litaratiire ilk defa girecektir. Daha 6nceleri yapilan anti-kanser ¢alismalar yerli
halkin deneyerek kullanarak bulundugu etnobotanik ¢aligmalardir. Biz bu ¢alismada
H1299 hiicre hattin1 kullanarak sifir ve yetmisikinci saatteki sitotoksik o6zelligine
bakilmistir. O. anatolicum sitotoksik H1299 hiicre ¢izgileri (IC50 = 268.65 ug / ml)
sekil 3.8’de goriildiigl gibi 500 pg/ml ve istli konsantrasyonlar igin etkisi oldugu
gozlenmistir. 500 pg/ml ve {stli konsantrasyonlar da H1299 akciger kanser
hiicrelerinde canli hiicrelerde azalmalar gézlenmistir. Bu calisma 15181 altinda etki

gosteren konsantrasyon ve {istli konsantrasyonlar i¢in ¢alismamiz birgok caligmaya
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yol gostericidir ve sitotoksiklerin gelistirilmesine yonelik tesvik olabilecegini
gostermektedir.

2011 yilinda yapilan bir calismada Aysel Ugur ve arkadaslart ilk kez endemik
Onopordum caricumun kimyasal bilesimini ve antimikrobiyal aktivitesini
belirlemislerdir. Arastirma sonucunda O. carcimun kloroform ve etanol
ekstraktlarinin ¢ok direngli S. maltophilia, S. aureus ve bazi1 staphylococci
mikroorganizmalarinin gelisimini engellemede biiylik basar1 sagladigi gortilmiistiir
(Ugur ve ark., 2011). Bu c¢alismadan yola ¢ikarak biz arastirmamiz kapsaminda
yapilan antibakteriyal ¢alismamizda Broth Mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen,
calisgmamizda O .anatolicum bitki ekstraktlarinin Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilere karsi antibakteriyal aktiviteleri incelenmis ve elde edilen MIC ve MBC
degerleri tablo 3.4’de verilmistir. Etanol iceren ekstraklar da E. coli i¢gin MIC degeri
3,125 iken metanol i¢ren ekstraktta 6.25°tir. S. Enteritidis etanol igeren ekstraklarda
12,5 iken metanol igren ekstrakta 12,5°tir. Gram (+) bakterilerinde ise her iki
ekstraktata S. haemolyticus 50 iken, S.warneri etanolde 50, metanolde 25
bulunmustur. Genel olarak degerlendirildiginde ise; Gram negatif bakteriler igin
antibakteriyal etkinligin etanol soliisyonu igeren ekstraktlarda daha yiiksek oldugu,
ancak Gram pozitif bakteriler i¢in ise antibakteriyal etkinligin metanol soliisyonu

igeren ekstraktlarda daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak ¢alistigimiz O. anatolicum bitkisi tizerine yapilan herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismanin bundan sonra yapilacak

birgok ¢aligmaya yol gosterici olacagini diistinmekteyiz.
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