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Quercus tiirleri (Fagaceae) icerdikleri polifenoller ve tanenlerden dolay1
geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Tarihsel olarak bakildiginda,
Quercus gallerinin de Bati ve Dogu Kkiiltiirlerinde geleneksel tipta cesitli
hastaliklar i¢in kullanildig1 goriilmektedir. Mese gal arilari olarak bilinen Cynipini
tribusuna (Cynipidae) ait 1000’1 askin tiir meseler ve meselerle akraba tiirler
iizerinde gal olusturmaktadir. Bunlardan Andricus infectorius (Hartig, 1843), A.
quercustozae (Bosc, 1792) ve A. sternlichti Bellido, Pujade-Villar & Melika, 2003
aseksiiel disilerinin olusturdugu galler farkl iilkelerde tibbi kaynak olarak oldukca
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Galler ayrica, Doguda yiyecek olarak
tiikketimi dahil olmak iizere bir¢ok amagla kullanilmaktadir. Deri endiistrisinde ve
baz1 ticari miirekkeplerin iiretiminde hala kullanilmaktadir. Mese galleri biiyiik
miktarda tanen icerirken az miktarda gallik asit ve elajik asit igermektedir. Galler
antioksidan etkilere, topikal anestezi, antipiretik, anti-Parkinson gibi tibbi degere
sahiplerdir.

Bu calismada, cesitli sinipid (Cynipidae) gallerinin farkli coziiciilerde
ekstraklar1 ¢ikarilmistir. Gal ekstraktlarinin olast antioksidan etkileri, birbirini
desteklemesi amaciyla yedi farkli metot kullanilarak belirlenmistir. Ekstraktlarin
toplam fenolik, flavonoid ve tanen miktarlar1 kullanilan standart egrilerle
hesaplanmistir. Ayrica fenolik bilesen karakterizasyonu yapilmak iizere Yiiksek
Performanslhi Sivi Kromatografisi (YPSK) metodu kullanilmistir. Gallerin sahip
oldugu olasi sitotoksik aktivitelerini ortaya ¢ikarmak amaciyla MIA PaCa-2 hiicre
hatt1 kullanilmistir. Apoptozu indiikleme aktivitesini belirlemek {izere apoptoz
yolagindaki bazi genlerin ekspresyonu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar,
calistigimiz gal tlirlerinin zengin sekonder metabolit ve fenolik asit i¢erigine sahip
oldugunu gostermistir. Fenolik bilesen, flavonoid ve tanen igeriginin antioksidan
kapasiteleri ile korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, gal ekstrraktlarinin
baz1 apoptotik genlerin regiilasyonuna etki ettigi gézlemlenmistir. Elde edilen
veriler, yiiksek antioksidan kapasite ve zengin biyolojik bilesen iceriginden dolay1
gallerin farmakolojik alanda olasi ilag ve antikanser ajan potansiyelini ortaya
cikarmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Andricus sp., antioksidan, Mia-Paca2, HPLC, XTT
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Quercus species (Fagaceae) are widely used in traditional medicine because of the
polyphenols and tannins they contain. Historically, Quercus galls have been used
in Western and Eastern cultures for various diseases in traditional medicine. More
than 1000 species belonging to the Cynipini tribus (Cynipidae), known as oak gall
wasps, induce galls on oaks and species related to oaks. Asexual galls of Andricus
infectorius (Hartig, 1843), A. quercustozae (Bosc, 1792) and A. sternlichti
Bellido, Pujade-Villar & Melika, 2003 are widely used as medical resources in
different countries. Galls are also used in the East for many purposes, including
consumption as food. It is still used in the leather industry and in the production of
some commercial inks. Oak galls contain large amounts of tannins and small
amounts of gallic acid and elagic acid. Galls have antioxidant effects and
medicinal value such as topical anesthesia, antipyretic and anti-Parkinson's.

In this study, some cynipid (Cynipidae) galls were extracted in different solvents.
The possible antioxidant effects of gall extracts was determined using seven
different methods (B-carotene-linoleic acid assay, Phosphomolybdenum assay,
DPPH and ABTS radical scavenging activity, CUPRAC and FRAP assay, Metal
Chealating activity) to support each other. Total phenolic, flavonoid and tannin
amounts of extracts are calculated by using standard curves. In addition, High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) method used to characterize the
phenolic component with 15 different standards. The MIA PaCa-2 cell line was
preferred to identify possible cytotoxic activities of galls. Expression of some
genes in the apoptosis pathway was determined to invastigate apoptosis inducing
activity. The results showed that the gall species have rich secondary metabolites
and phenolic acid content. It was determined that the phenolic component,
flavonoid and tannin content correlated with their antioxidant capacity. It has also
been observed that gall extracts affect the regulation of some apoptotic genes. The
data obtained revealed the possible drug capacity and anticancer agent potential of
gals in the pharmacological field due to their high antioxidant capacity and rich
biological component content.

KEYWORDS: Andricus sp., antioxidant, Mia-Paca2, HPLC, XTT
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1. GIRIS

Metabolizma canli organizmalarda iki ana kategoriye ayrilmaktadir: Primer
ve Sekonder metabolizma. Primer metabolizma; niikleik asitler, yaglar,
karbonhidratlar ve proteinler gibi yasamsal faaliyetlere sahip olan biyolojik
molekiilleri kapsamaktadir. Sekonder metabolizma ise sekonder metabolitlerin
biyosentezini icermektedir. Bu bilesenler bir organizmaya 6zel olarak tiretilmektedir
ve organizmada bir¢cok Onemli fonksiyonlarda rol oynamaktadirlar (Dias ve dig.
2012). Tahminlere gore, dogada 300.000°den fazla sekonder metabolitin var oldugu
diisiiniilmektedir (Gurnai ve dig. 2014). Bitkiler, ¢ok sayida ve gesitlilikte sekonder
metabolitler icermektedirler. Genellikle bitkiler aleminde sinirli taksonomik gruplar
arasinda farkli bir sekilde yayilmis olan biiylime ve gelismede direkt katki
saglamayan bilesenlerdir (Croteau ve dig. 2000).

Sekonder metabolitlerin fonksiyonlart su sekilde gruplandirilabilir; ¢evresel
stres (kuraklik, tuzluluk, ultraviyole 1sinlart vb.) faktorlerine karst koruma, predator
(bocek, siirlingen vb.) ve mikroorganizmalarin (bakteri, viriis, mantar) saldirilarina
kars1 savunma, cezbedici kokulari ile bazi tasiyicilart c¢ekerek tozlagmaya katki

saglamak (Mammadov 2014).

Sekonder metaboliteler; terpenler, fenolik bilesenler ve alkoloidler olarak ti¢
ana grupta siniflandirilmaktadir. Biitiin terpenoidler, bes karbonlu izopentenil
difosfat (IPP) ana iskeletinden elde edilmektedir. Bir ya da daha fazla nitrojen igeren
alkoloidler, temel olarak aminoasitlerden iiretilmektedirler. Fenolik bilesenler ise

sikimik asit veya malonat/asetat yolagi ile olusturulmaktadirlar (Sekil 1.1).
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Sekil 1. 1: Sekonder Metabolitlerin sentez yolaklari (Taiz ve Zeiger 2010)

1.1 Sekonder Metabolitlerin Siniflandirilmasi

1.1.1 Terpenler

Terpenler bes karbonlu izopren birimlerinin (Sekil 1.2) bas-kuyruk seklinde

baglanmasiyla olusmaktadir. Yapilarin belirlenmesinde kullanigli bir rehber olan

izopren kurali, 1921 yilinda Leopold Ruzicka tarafindan gelistirilmistir (Mammadov

2014) .

Sekil 1. 2: izopren birimi
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Terpenler igerdikleri Csizopren birimlerinin sayisi ile siniflandiriimaktadir.
Terpen siniflar1 (Mammadov 2014):

* Hemiterpenler, C5

* Monoterpenler, C10

e Seskiterpenler, C15

* Diterpenler, C20

e Sesterpenler, C25

* Triterpenler, C30

* Tetraterpenler, C40

* Meroterpenler, C>40
* Politerpenler, (CsHg),

Hemiterpenler tek bir izopren birimden olusur ve izoprenin kendisi tek
hemiterpen olarak kabul edilir. Bilinen 50 c¢esit hemiterpen mevcuttur. prenol,
izovalerik asit, gibi bilesikler hemiterpenlere 6rnek olarak verilebilir (Mammadov

2014).

Monoterpenler genellikle bitkilerin aromatik bilesenlerini olustururlar. Bu
ucucu dogal bilesenler, esansiyel yaglar olarak bilinmektedir ve parfiim endiistrisinin
temelini olusturmaktadirlar. Bu yaglarin modern gaz kromotografi analizleri
terpenoidlerin olduk¢a karmagik karisimlar oldugunu gosterse de, genellikle bir veya
iki monoterpen baskindir. Ornegin; geraniol, geranium yagmin (Pelargonium
graveolens L'Her.) ana bilesenidir ve izomeri olan linalol bahge bitkilerinin,
adagayinin yaglarinda bulunmaktadir. Sitral ise limon yaginin ana bilesenidir, ticari
olarak limon otu yagindan (Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) Will. Watson)
elde edilmektedir. Nane, adagay1 ve biberiyeyi igeren bitkiler bir¢cok terpen ¢esidinin
kaynagidir. Sekerleme, tiitiin ve dis tozu iriinlerinde kullanilan mentol, yabani
nanelerin (Mentha arvensis L.) esansiyel yaginda bulunmakta olup lokal anestezik

gibi 6nemli fizyolojik 6zelliklere sahiptir (Ludwiczuk ve dig. 2017; Hanson 2003).

Seskiterpenler, esansiyel yaglarin daha yiiksek kaynama kisimlarinda
bulunmaktadir. Karyofilen karanfil yaginda, humulin serbet¢iotu yagindan, sedren
sedir agac1 yaginda bulunmaktadir. Artemisia maritima L.’dan elde edilen santonin
tipta bagirsak kurtlarin yok edilmesinde kullanilmaktadir. Artemisia annua L. dan
iiretilen artemisin Diinya Saglk Orgiitii tarafindan malaryanin tedavisinde

onerilmektedir (Hanson 2003).



Diterpenlerin ¢ogu odun regine iriinleridir. Vernik ve recine sabunlarinin
yapiminda kullanilan abiyetik asit, Pinus L. ve Abies Mill. cinslerine ait tiirlerden
elde edilen camsakiz1 reginesinin ana bilesenidir. Asitler ve fenoller, agact mantar ve
bocek saldirilarina karst korumaktadir. En iyi bilinen bitki hormonlarindan, giberellik
asit Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw. mantar1 tarafindan fitotoksin olarak
iiretilmektedir. Baz1 diterpen ¢esitleri antitiimor aktivitelere sahiptir. Bunlardan birisi
olan taksol, orijinal olarak Taxus brevifolia Nutt. kabuklarindan elde edilir, ancak

daha kolay bir sekilde yari-sentetik olarak iiretilebilmektedir (Hanson 2003).

En basit triterpen olan sukualin, ilk kez balik karacigeri yagindan izole
edilmistir. Daha sonra bitkisel ve hayvansal yaglarda da tespit edilmistir. En yaygin
triterpenlerden tetrasiklik triterpen yiin yaginin igeriginin ¢ogunlugunu olusturur. o-
ve B-amirinler gibi diger triterpenler, agac recinelerinde ve ¢ogu agacin gévdesinde
bulunmaktadir. Glisiretinik asit triterpeni meyan kokiinde bulunur ve mide iilseri

tedavisinde iyilestirici 6zelliklere sahiptir (Hanson 2003).

Karotenoidler, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
pigmentli bilesenlerdir. Bitkilerde fotosentetik mekanizmaya katki saglamaktadirlar
ve onlart 15in hasarlarina karst korumaktadirlar. Meyve ve sebzeler insanlarin
diyetindeki bir¢ok karotenoidin ana kaynagini olusturmaktadir (Mangels ve dig.
1993; Agarwal ve Rao 2000; Johnson 2002). Ayrica meyve ve sebzelerde sari,
turuncu ve kirmizi renklerinin olusumundan sorumludurlar. Karotenoidlerin, meyve
ve sebzelerin kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diger kronik hastaliklar dahil
olmak {izere insan hastaliklarin1 énlemedeki yararli 6zelliklerinden sorumlu oldugu

diisiiniilmektedir (Astrog ve dig. 1997; Paiva ve Russell 1999).



Biyolojik Etkiler

Pro
vitamin-A
Aktivitesi

Antioksidan

Fonksiyonlar Ksenobiyotikler/

Ilag
Mekanizmasi

Karotenoidler

Goz
o Hastaliklar1

Onlenen Hastaliklar

Sekil 1. 3: Karotenoidlerin biyolojik etkileri (Rao ve Rao 2007°den uyarlanmistir)

1.1.2 Fenolik Bilesenler

Sekonder metabolitlerin genis gruplarindan birini olusturan fenolik bilesenler,
bitkilerde pentoz fosfat, sikimat ve fenilpropanoid yolaklariyla iiretilmektedir. Bu
bilesenler bitkinin biiyiimesi ve liremesinde patojenlere ve predatorlere karsi koruma
saglayarak onemli bir rol sergilemektedirler. Dahasi, meyve ve sebzelerin renk ve

duyusal 6zelliklerine katki saglamaktadirlar (Chikezie ve dig. 2015).

Fenolik bilesenlerin yapisi, bir ya da daha fazla hidroksil grubu bagli olan
aromatik halka igermektedir. Basit fenolik molekiillerden, olduk¢a polimerize olmus
bilesenlere kadar zengin fenolik bilesen ¢esitleri bulunmaktadir. Fenolik bilesenlerin
cogu mono- ve polisakkaritlerin bir ya da daha fazla fenolik gruplariyla birlesmesi
sonucu olugmaktadir. Ayrica, fenolik bilesenler ester ve metil esterlere de
baglanabilmektedir. Giliniimiizde, 8.000’den fazla fenolik bilesen yapisi
bilinmektedir. Tablo 1.1°de gosterildigi gibi birkag grupta kategorize
edilebilmektedir (Del Rio ve dig. 2013).



Tablo 1. 1: Fenolik Bilesenlerin Smiflandirilmasi

Simif Yap1
Basit fenolikler, benzokinonlar Co6
Hidroksibenzoik asitler Co6-Cl
st i
Asetofenonlar, fenilasetik asitler C6-C2
Ksantonlar C6-C1-C6
Stilbenler, Antrakinonlar C6-C2-C6
Flavonoidler, Izoflavonoidler C6-C3-C6
Lignanlar, neolignanler (C6-C3),
Ligninler (C6-C3),
Kondanse tanenler (C6-C3-C6),

(proantosiyanidinler veya flavolanlar)

Insanlarin diyetinde yer alan en 6nemli fenolik bilesenler; fenolik asitler,
flavonoidler ve tanenlerdir. Kimyasal olarak, fenolik asitler en az bir hidroksil
grubun bagli oldugu en az bir aromatik halkaya sahip olan yapilardir (Heleno ve dig.
2015). Fenolik asitler iki gruba ayrilirlar: hidroksibenzoik asitler (HBA) ve
hidroksisinamik asitler (HCA), sirastyla fenolik bilesen olmayan benzoik asit ve
sinnamik asitten tiiremislerdir. L-fenilalanin ve L-tirozinin 6nciil maddeleri oldugu

sikimat yolag: ile sentezlenirler (Williamson 2017).
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Sekil 1. 4: Fenolik bilesenlerin sentez yolaklari

L-fenialalanin ve L-tirozinden fenolik asitlerin sentezinden sorumlu ana
reaksiyonlar deaminasyon, hidroksilleme ve metilasyondur. Ilk olarak, fenilalanin
ve/veya tirozin deaminasyona neden olarak sirasiyla sinamik asit ve/veya p-kumarik
asite donligiir. Sinamik asit ve/veya p-kumarik asitin aromatik halkalar1 hidroksillenir
ve metillenir ve sonucunda ferulik asit ve kafeik asit olusur. Sinnamik asit yan zincir
bozunmasi, hidroksilasyon ve metilasyona ugrayabilen, protokatekuik ve p-

hidroksibenzoik asit ilireten benzoik asite donlismektedir (Rice-Evans ve dig. 1996).

Hidroksibenzoik asitlerin (HBA) genel yapis1 C6-C1, aromatik halkalarin
hidroksillenmesi ve metilasyonu gibi ana yapilarinda bazi varyasyonlara sahiptir.
HBA lara salisilik asit, 4-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, gentisik asit, vanilik
asit, sirinjik asit, gallik asit, ellajik asit ve hekzahidroksidifenik asit 6rnek verilebilir.
Baz1 meyvelerde serbest halde bulunabilirken (6rnegin hurmada gallik asit) bitki
gidalarinda konjugat olarak bulunmaktadir (Tomas-Barberan ve Clifford 2000).
Konjuge olan HBA’lara bir 6rnek olarak dimer, trimer ya da tetramer halde

bulunabilen (ellajik asit, tergallik asit ve gallajik asit) gallik asit verilebilir (Clifford



ve Scalbert 2000). Elajik asit bogiirtlen ve ¢ilekte; salisilik asit kayisida,
yabanmersininde ve siyah ¢ayda; gentisik asit turunggillerde ve iiziimlerde ve ayrica
domates, biber gibi bazi Solanaceae familyasi meyvelerinde, kavun ve salatalik gibi
Cucurbitaceae familyasi iiyelerinde; gallik asit Japon ve Cin yesil ve siyah ¢aylarinda

bulunmaktadir (Clifford ve Scalbert 2000).

Hidroksisinamik asitler (HCA) cis veya trans konfigiirasyonuna sahip
olabilen yan zincirde bir ¢ift bag bulunduran C6-C3 basit yapilari, gidalarda
genellikle monomerler, dimerler veya polimerler olarak bulunurlar; alkoller, hidroksi
asitler veya ester iireten mono/disakkaritler ile kondansatlar olarak bulunabilirler
veya aminlerle kondansasyon yoluyla amidler olabilirler. HCA’lar nadiren serbest
halde bulunmaktadirlar ancak, islenmis gidalarda sterilizasyon, fermantasyon
siireglerinde serbest sekilleri olusabilmektedir (Rommel ve Wrolstad 1993).
HCA’larin ana besin kaynaklar1 elma, kiraz, seftali, erik ve bazi turunggiller gibi
meyvelerdir. Kafeik asit, kahve, yabanmersini, {iziim, armut, elma ve portakalda
bulunmaktadir (Naczk ve Shahidi 2006). Kumarik asidin ana besin kaynaklar1 ise
tiziim, kiraz ve ¢ilek gibi meyvelerdir (Matilla ve dig. 2005).

Flavonoidler, fenolik bilesenlerin en genis grubunu olusturmaktadir. Bitkisel
gidalarda 8.000°den fazla c¢esidi bulunan fenolik bilesenler, 6.000’den fazla
flavonoid i¢cermektedir. Diigiik molekiiler agirliga sahip olan flavonoidler, C6-C3-C6
seklinde diizenlenen 15 karbon iskeleti ile karakterize edilmistir. Flavonoidlerin
temel yapilar iki aromatik halkanin, A ve B, genellikle heterosiklik bir C halkasinin,

ii¢c karbonlu bir kdprii ile birlestirilmesiyle olusmaktadir (Sekil 1.5).

Sekil 1. 5: Flavonoidin genel yapisi

Flavonoid molekiillerinin kokenleri olan A halkasi asetat/malonat yolaginda
ve B halkasi fenilalaninden tiiretilen sikimat yolagindan iiretilmistir (Birt ve Jeffery

2013). Ek olarak, C halkasi flavonoid smiflarinin ¢esitliliginden sorumludur; yer
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degistirme sekillerindeki varyasyonlar flavonollar, flavonlar, flavanonlar, flavanoller
(katesin), izoflavonlar, flavononollar ve antosiyanidinler gibi ¢ogu flavonoid

sinifinin olugmasini saglar (Birt ve Jeffery 2013).

Flavonoidler genellikle bitkilerde glikozit adi1 verilen sekerlere bagli olarak
depolanirlar. Bagli flavonoidleri, O-glikozitler i¢in glikoz, galaktoz, ramnoz, apioz
vb. olabilen O- veya C-glikozitler ile konjuge edilir, seker kalintilar1 genellikle 3-, 7-
veya 4-hidroksil gruplaria baglanir, C-glikozitler i¢in seker kalintilar1 dogrudan C-6
veya C-8'e baglanir (Cook ve Samman 1996).

Flavonoidlerin biiyiik bir kismi saridan kirmiziya dogru renge sahiptir. Bu
durum molekiillerin iginde bulunan ¢igek, tohum ve meyvelerin renk olusumundan
sorumlu olan konjuge kromoforlardan kaynaklanir (Erlund 2004). Antosiyanidinlere
ornek olarak, Cyanidin kirmizidan magentaya; Perlargodin turuncudan kirmiziya;
Delfinidin magentadan mora renk ¢esitliligi gostermektedir (Navarre ve dig. 2013).
Flavonlar ve flavonollar genellikle kirmizi renkteyken flavanonlar renksiz, beyaz
veya kahverengimsidir. Suda diisiik ¢oziiniirliige sahiptirler ve gida rengine katkilar
antosiyanidinler, flavanoller ve proantosiyanidinlere kiyasla azalmistir (Birt ve

Jeffery 2013).

Flavonoid biyosentezi fenilpropanoid yolaginda gerceklesir ve birinci
basamakta fenilalaninden 4-kumaril-CoA iiretilir ki bu, kalkon sentaz enziminin
etkisiyle, flavonoid biyosentezine giden merkezi bir yol olan, tiim flavonoidlerin
iiretimi icin flavonoid bir omurga olan kalkon iskeletlerini tiretir. Farkli flavonoid alt
simiflar1  rediiktaz, izomeraz, hidroksilaz ve birkag Fe®'/2-okzaglurat bagli
dioksijenazlar gibi bir takim enzim grubunun etkisiyle temel bir flavonoid
iskeletinden sentezlenmektedir (Martens ve dig. 2010). Baz1 enzimler seker, metil
gruplart ve/veya agil gruplar ekleyerek basit flavonoid iskeletlerini modifiye
etmektedirler; bu modifikasyonlar onlarin etkilesimlerini, c¢oziiniirliklerini ve
hiicrelerle reaktivitelerini, cesitli fizyolojik aktiviteleri yoneterek,

degistirebilmektedirler (Ferrer ve dig. 2008).

Meyve ve sebzelerdeki flavonoidlerin sayisi; tiir ¢esitliligine, edafoklimatik
kosullara, bitkinin kisimlarina, ekime ve olgunluk derecesine bagli olarak degisebilir.

Flavonoidler sadece renkten sorumlu degillerdir ayni zamanda tada, lipid
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peroksidasyonunun korunmasina, enzimlere ve vitamin bilesiklerine de katki
saglarlar. Pisirme islemi flavonoidlerin igerigini degistirebilir, ayrica gidanin

saklama kosullar1 da flavonoid miktarini degistirebilmektedir (Ferrer ve dig. 2008).

Flavonoidlerin baglica diyet kaynaklar1 asagidaki gidalardir; baharat ve
otlarda flavonlar (apigenin, luteonin), kat1 ve siv1 yaglar meyveler, sebzeler ve sebze
iirtinleri, tahil taneleri ve makarnada; flavonoller (kaempherol, myricetin, quercetin,
isorhemetin ve rutin) siit iirlinlerinde, baharatlarda ve otlarda, sebzelerde ve sebze
iiriinlerinde, kuruyemislerde ve tohumlarda, igeceklerde; flavanonlar (eriodictyol,
hesperidin, naringenin) baharat ve bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde ve sebze
iirinlerinde, kuruyemislerde ve tohumlarda, igeceklerde, tahillarda ve makarnalarda;
antosiyanidinler (cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin, petunidin)
meyvelerde, sebzelerde ve sebze iiriinlerinde, kuruyemislerde ve tohumlarda,
iceceklerde, baklagillerde, tahillarda ve makarnalarda bulunmaktadir (Faggio ve dig.

2017).

Tanenler genellikle tannik asit olarak bilinmektedirler bitkiler ve
ekosistemleri arasindaki iligkide onemli degere sahiplerdir, 6rnegin otgullara karsi
hareket edebilirler veya antimikrobiyal maddeler olarak rol oynayabilirler. Suda
cozlinlirler ve molekiiler agirliklar1 500 ila 3.000 Da arasindadir, ayrica su ve
proteinler, jelatin ve alkaloidlerle ¢0ziinmez bir kompleks olusturabilirler. Bu
bilesikler cok sayida hidroksil veya diger fonksiyonel gruplari igerir ve bu nedenle
esterler veya heteroz formunda bulunurlar (Ferrer ve dig. 2008). Boyle bilesikler
kimyasal olarak c¢ok reaktiflerdir ve molekiiller arasi hidrojen kopriileri
olusturabilirler. Ek olarak proteinleri ¢okeltme yetenegine sahiptirler. Tikriik
glikoproteinlerini ¢okelterek bircok meyve ve bitki iirlinliniin buruklugundan
sorumlu olan yaglama kapasitesi kaybma yol agabilirler. Proteinler ve tanenler
arasindaki bag, bolgeye 6zgii proteinler ile tanenlerden gelen fenolik grup arasindaki
hidrojen kopriileri aracilifiyla gergeklesir. Bu etkilesimin stabilitesi tanenlerin
molekiiler agirhigima baghdir. Diisiik molekiiler agirlikta fenolik bilesik, bu
kombinasyona stabilite vermek i¢in etkilesimler kuramaz, ayrica yiiksek molekiiler
agirlik, proteinlerdeki lif bosluklari arasinda araya girmeyi onler (Ferrer ve dig.
2008). Tanenler, metaller, demir kloriir ve hatta belirli bitkisel enzimler tarafindan

kolayca oksitlenerek ¢ozeltilerin koyulasmasina neden olur (Chung ve dig. 1998).
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Tanenler kimyasal olarak suda ¢oziiniir ve suda ¢oziinemez olmak iizere iki
ana gruba ayrilmaktadirlar. Suda ¢oziinen tanenler sikimat yolaginda gallik asit
esterlerinin (gallotanenler) olusmasiyla iiretilirler. Baz1 enzimlerle hidrolizden sonra
asitler, bazlar ve gallik asit esterleri glikoz ve gallik asitleri iiretir. Ellajitanninler,
ellajik asit tiretmek icin laktonizasyona ugrar (Ferrer ve dig. 2008; Ozawa ve dig.

1987).

Kondanse tanenler yapisal olarak hidrolize edilebilir tanenlerden daha
karmagik ve tek tiptir. Flavan-3-ol’un ve flavan-3,4-diollerin oligomerleri ve
polimerleridir, bitkisel gidalardaki kondanse tanenlerin yapist stereokimyada,
molekiil i¢i flavan baglantilarinin tiirii, polimerizasyon derecesi ve hidroksilasyonda
farklilik gosterir (De Bruyne ve dig. 1999). Procyanidinler ve prodelfinidinler en
karakterize edilmis tanenlerdir, her ikisi de flavan-3-ol monomerleri (C4-C8) ile
baglanir, ancak flavonoid B-halkasinda hidroksilasyon derecesine gore farklilik
gosterir. Polimerizasyon derecesi, dimerlerden polimerlere 30 veya daha fazla alt
birime kadar degisebilir. Kondanse tanenler, meyveler, sebzeler, kirmizi sarap, kakao
ve bazi tahillar (sorgum ve parmak dar1) ve baklagiller gibi bitkisel gidalarda yaygin
olarak bulunur (Tsao 2010). Flavan-3-oiller ayrica katesin olarak da bilinmektedir,
C-2 ve C-3 pozisyonlarinda asimetrik karbon atomlar1 nedeniyle dort izomer
sunarlar. Bu izomerler; (+) ve (-) - katesinler: (-) - epikatesin, (+) - gallokatesin ve
(+) — katesin. Flavan-3,4-dioller, C-2, C-3 ve C-4'teki asimetrik karbon atomlarindan
dolay1 sekiz izomer sunar. Bu bilesiklerin bazilar1 arasinda lokosiyanidin,
l6kopelargonidin, 16kodelfinidin, guibourtacacidin, (+) - leucorobinetinidin, (-) -

melacidin ve (-) - teracacidin bulunur (Tsao 2010).

1.1.3 Alkaloidler

Insanlik tarihinin ¢ogunda, bitki ekstraktlari ilag ve zehirlerin yapiminda
kaynak olarak kullanilmistir. Dogu Akdeniz’de hashas lateksinin (Papaver
somniferum L.) kullanimi en azindan M.O. 1400 ila 1200’e kadar dayanmaktadir.
Eski insanlar sifali bitki 6zlerini miishil, 6ksiiriik dnleyici, yatigtirict ve yilan 1sirigi,
ates ve delilik gibi ¢ok cesitli rahatsizliklar i¢in tedavi olarak kullanmislardir. Tibbi

bitkilerin kullanimi1 Arabistan ve Avrupa’da batiya dogru yayilis gosterirken, yeni
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demleme ve kaynatma ydntemleriyle yapilan icecekler tarihteki iinlii olaylarda rol
oynamuslardir. Filozof Sokrates’e M.O. 399°daki idami sirasinda zehirli bir madde
olan konin alkalodi i¢eren baldiran otu (Conium maculatum L.) 6zii igirilmistir. Bir
bagka ornekte ise; M.O. gegen yiizyilda Kralice Kleopatra, géz bebeklerini
genisletmek ve erkek siyasi rakiplerine daha ¢ekici goriinmek icin atropin igeren
banotu (Hyoscyamus L.) Oziitlerini kullanmistir. Yiizyillar boyunca, tiim tibbi
ilaclarin krali afyon olmustur ve ¢ogunlugu afyon, kurutulmus yilan eti ve saraptan
olusan bir karisim olan Theriak seklinde tiiketilmistir. Afyonun bilesenlerinin analizi,
adin1  Yunan mitolojisinde riiyalar tanris1  Morpheus’tan alan morfinin
tanimlanmasina yol agmistir. 1806°’da Alman eczaci Friedrich Sertiirner (1783-1841)
tarafindan morfinin izolasyonu, alkaloidlerin aragtirilmasina yol agmistir. Alkaloid
terimi, 1819°da Almanya’nin Halle sehrinde baska bir eczaci olan Carl Meissner
tarafindan verilmistir, kokenini sodanin ilk izole edildigi bitki olan Arapca “al-qali”
isminden almistir. Alkaloidler baslangicta farmakolojik olarak aktif, nitrojen igeren
bitki kokenli temel bilesikler olarak tanimlanmiglardir. Alkaloidler bitkilere 6zgii
bilesenler degillerdir. Sayisiz hayvansal kaynaktan da izole edilmislerdir, ancak her
organizmada olup olmadigi hala belirlenmemistir. Kesfedilen alkaloidlerin ¢ogu
memelilerde farmakolojik olarak aktif degillerdir ve molekiilde bulunan nitrojen

atomuna ragmen bazilar1 karakter olarak bazik degil notrdiir (Croteau ve dig. 2000).

Alkaloid iceren bitkiler, insanligin orijinal tibbi materyalidir. Bir¢ogu bugiin
hala regeteli ilaclar olarak kullanilmaktadir. En iyi bilinen regeteli alkaloidlerinden
birisi afyon ¢igeginden elde edilen oksiiriik Onleyici ve analjezik etkileri olan
kodeindir. Bitkisel alkaloidler, modern sentetik ilaglar i¢cin model gorevi de
gérmektedir. Ornegin; atropin gdéz muayenelerinde gozbebegini genisletme igin
kullanilan tropikamid i¢in, kinin ise klorokin i¢in antimalaryal 6zelligi ile model
olarak kullanilmistir. Alkaloidler modern tip tizerinde biiytiik bir etkiye sahip olmanin
yan1 sira diinya jeopolitigini de etkilemistir. Unlii érnekler arasinda Cin ile Ingiltere
arasindaki Afyon Savaslari (1839-1859) ve koka bitkisinin dogal alkaloidi olan
morfinin ve kokainin asetilasyonu ile elde edilen yar1 sentetik bir bilesik olan eroinin
yasadist iiretimini ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli iilkelerde halihazirda slirmekte olan

caligmalar devam etmektedir (Croteau ve dig. 2000).
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Su anda, Alkaloidler Sozligii 40.000’den fazla bilesen bildirilmistir
(Buckingham ve dig. 2010 ) ve bunlarin bircogu kdkenlerine ve izole edildikleri bitki
ve botanik familyasina gore (Tablo 1.2) adlandirilmistir (Talapatra ve Talapatra
2015). Dahasi, bitkilerde bulunan genis alkaloid c¢esitliligi ve bunlart tutarli bir
sekilde tanimlayacak taksonomik bir temelin bulunmamasi nedeniyle,
smiflandirmalar1 dogal veya biyokimyasal kokenlerine veya kimyasal yapilarina da
dayanabilir, ikincisi en ¢ok kullanilanidir ve ana yapisina, yani bir C-N iskeletine
dayanmaktadir. Bu bakimdan molekiiler yapilarina gére ve biyosentetik yolaklarina

gore, alkaloidler ii¢ farkli tiire ayrilabilir:

» gergek alkaloidler (heterosiklikler),
* protoalkaloidler (heterosiklik olmayanlar) ve

* psddoalkaloidler (Ranjitha and Sudha 2015).

Gergek Alkaloidler kimyasal olarak kompleks ve fizyolojik olarak aktif
bilesenlerdir, siklik amino asit tiirevleridir. Intrasiklik bir nitrojene sahiptirler ve
dogada oksalik, laktik, malik, tartarik, asetik ve sitrik asit gibi bazi organik asitlerle
tuzlar olustururken bulunabilirler (Talapatra ve Talapatra 2015; Henning 2013 ). Bu
grubun alkaloidleri, L-ornitin, L-tirozin, L-fenilalanin, L-lisin, L-histidin, L-
triptofan, L-arginin ve glisin/aspartik asit amino asitlerinin tlirevleridir (Kukula-Koch
ve Widelski 2017); bu amino asitler, belirli bir alkaloid grubunun temelidir, 6rnegin,
triptofan, indol, kinolin ve piroloindol alkaloidlerinin tabanidir; tirozin amino asidi,
izokinolin alkaloidlerinin temelidir; ornitin amino asidi tropan, pirolizidin ve
pirolidin alkoloidleri i¢in; lizin quinolizidin ve piperidin alkolodileri i¢in; aspartat
piridin alkaloidinin temelidir; antranilik asit quinazolin, quinolin ve akridon
alkoloidlerinin Onciisiidiir; ve imidazol alkaloidleri histidin tiirevleridir (Aniszewski
2015; Bottger ve dig. 2018; Kaur ve dig. 2019). Heterosiklik alkaloidler, pirol,
aporfin, quinolizidin, indol, indolizidin ve imidazol olarak ayrilmaktadir. Bu
gruplarda, berberin, salsolin, geissopermin, piperin, nikotin, lobelin, nantenin,
kokain, kunin, dopamin ve morfin alkaloidlerine rastlayabiliriz (Hussain ve dig.

2018).

Kimyasal olarak protoalkaloidler nitrojen atomunu halkanin diginda
bulundurular, heterosiklik sistemin bir pargast olarak degil, bir yan zincirin parcasi
olarak igerirler; amino asitlerden veya biyojenik aminlerden tiiretilebilir. Bazi
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protoalkaloidler meskalin, efedrin, kolsisin, katinon vs.'dir; ancak, dogada cok
yaygin degildirler (Wansi ve dig. 2013; Talapatra ve Talapatra 2015; Jayakumar ve
Murugan 2016; Kukula-Koch ve Widelski 2017). Protoalkaloidler, sirastyla
feniletilamin ve terpenoid indoliinden tiiretilen L-tirozin ve L-triptofandan
tiiretilebilir. Meskalinen yaygin bulunan feniletilamin alkaloididir ve peyote kaktiisii
olarak bilinen Lophophora williamsii J.M.Coult.’den elde edilebilmektedir (Beyer ve
dig. 2009). Monoterpenoid indol alkaloidleri Apocynaceae, Loganiaceae ve
Rubiaceae familyalarinda tespit edilen yaklasik 3.000 c¢esidi ile oldukga biiytlik bir
gruptur (Pan ve dig. 2016).

Psédoalkaloidler nitrojen igeren heterosiklik yapilara sahiptir ancak amino
asitlerden tiiretilmezler, genellikle asetat, piriivik asit, adenine/guanine veya
geraniolden tiiretilmektedirler (Aniszewski 2015). Bu gruba bir Ornek olarak,
Aconitum L., Consolida Gray ve Delphinium L. cinsleri gibi c¢esitli kaynaklardan
elde edilen diterpenoid alkaloidlerini (18, 19 ve 20 karbonlu) verebiliriz.
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1.2 Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Insanlar ve diger aerob canlilar oksijeni (O,) tolere etme yetenegine
sahiplerdir, ¢iinkii bu organizmalarin sahip olduklar1 elektron tagima zincirleri ve
geligtirdikleri diger enzim sistemleri O;’nin toksik etkilerine kars1 koruma
saglamaktadir. Bugiin var olan anaerobik bakterilerin onciilleri ise, kendilerini O;'nin
niifuz etmedigi ortamlarla sinirlayan "kor" evrimsel yolu izlemislerdir. Bu nedenle,
cok hiicreli aeroblarin evrimi ve antioksidan savunma mekanizmalar1 yakin bir iliski
icermektedir. Serbest radikallere olan ilgi 1990 yilinda trifenilmetil radikalinin
(Ph3C-) varligin1 tespit eden Moses Gomberg’in ¢alismalar ile baslamistir. Serbest
radikal, bir yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip olan
kimyasal maddelerdir (Gomberg 1900). Radikaller, reaktiviteleri degisiklik gosterse
de, genellikle radikal olmayanlara gore daha az kararli bilesenlerdir. En basit serbest
radikal, hidrojen elementinin bir atomudur. Hidrojen atomu, bir proton ve onu bir
serbest radikal olarak nitelendiren tek bir eslesmemis elektron igerir - genellikle bir
veya daha fazla eslesmemis elektronun mevcut oldugunu belirtmek icin radikale

noktanin () eklenmesiyle gosterilir (Aruoma 1998).

Radikaller olustuktan sonra ya baska bir radikalle ya da baska bir molekiille
cesitli etkilesimlerle reaksiyona girebilirler. Bu tiir reaksiyonlarin hiz1 ve segiciligi,
radikallerin  yliksek konsantrasyonlarina, radikalin tek elektronunun yer
degistirmesine (dolayisiyla Omriiniin uzamasina) ve radikalin birlikte bulundugu
diger molekiillerde zayif baglarin bulunmamasina baghdir. Cogu biyolojik
molekiiller sadece ciftlesmis elektronlar iceren radikal olmayan bilesenlerdir (Weiss
1935; Hey 1937; Waters 1943; Cadogan 1973; Moad ve Solomon 1995; Perkins
1996). Gerschman ve dig. (1954) oksijen zehirlenmesi ve radyasyon hasarinin,
muhtemelen oksitleyici serbest radikallerin olusumu ile oldugunu 6ne siirmiistiir. Bu
oncli goriis bilim insanlarinin ¢alismalarina 1sik tutmustur. 1960’larin baslarinda,
stiperoksidin, ksantin oksidaz da dahil olmak {izere bir dizi enzimle iligkili oldugu
bulunmustur. Ancak bu serbest radikalin enzime "baglandigina" inaniliyordu.
1968’de siiperoksidin hiicresel toksisiteye yol acgtig1 kesfedilmistir (McCord ve dig.
1969; Aruoma 1993; Michelson 1997).
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Serbest radikal reaksiyonlarinin insan hastaliklarinda, biyolojisinde,
toksikolojisinde ve gidanin bozulmasindaki rolii yogun bir ilgi alan1 haline gelmistir.
Lipit peroksidasyonunun serbest radikal reaksiyonu gida endiistrisinde 6nemli bir
konudur; tireticiler antioksidanlar1 kullanarak lipit iceren gidalarda oksidasyonu en
aza indirip, raf omrii boyunca besin kalitesini korumay1 amacglamaktadirlar. Tam
aksine, biyomedikal arastirmacilar1 ve klinikgiler, reaktif oksijen tiirlerinin hasarina
kars1 viicudu korumak amaciyla antioksidanlari kullanirlar (Frankel 1980; Diplock
1991; Loliger 1991; Block 1992; Papas 1993; Porter 1993; Aruoma 1996; Duthie ve
dig. 1996; Pezzuto 1997; Hudson 2012).

1.2.1 Reaktif Oksijen Tiirleri

Canli organizmalarda 6nemli serbest radikallerin arasinda hidroksil (OH-),
siiperoksit (O,-") nitrik oksit (NO-) ve peroksil (RO,-) bulunur. Peroksinitrit
(ONOO"), hipokloréz asit (HOCI), hidrojen peroksit (H202), tekli oksijen ('O5) ve
ozon (Os3) serbest radikal degildir ancak canli organizmalarda serbest radikal
zincirinin olusumuna kolayca sebeb olabilirler. “Reaktif oksijen tiirleri” (ROT)
terimi sadece OH-, ROy, NO- ve O, gibi radikalleri kapsamaz ayni zamanda

HOCL, '0,, ONOO ™, Os, and H,0» gibi radikal olmayan tiirleri de icerir.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu hizli oksijen alimi, NADPH oksidaz

aktivasyonu ve siiperoksit anyon radikalinin iiretimi ile baslar.
20, +NADPH —=3%25  20,”+NADP'+H'

O, “daha sonra hizli bir sekilde SOD tarafindan H,O,’ye doniistiiriiliir.

SOD

20, +2H" H,0,+ O,

Reaktif oksijen tiirleri, mikroorganizmanin veya diger yabancit maddelerin
yok edilmesiyle sonuglanan iki oksijene bagimli mekanizmadan biri tarafindan
hareket edebilir. Reaktif tiirler ayrica miyeloperoksidaz-halojeniir-H,O, sistemi

tarafindan da olusturulabilir. Miyeloperoksidaz enzimi (MPO) nétrofil sitoplazmik
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graniillerde mevcuttur. Klorlir iyonunun varliginda, H,O, giiclii bir oksidan ve

antimikrobiyal ajan olan hipokloréze (HOCI) doniistiiriiliir (Babior 1999).
Cl +Hy0,+H ey HOCI+ H,0

ROT, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 tarafindan solunum patlamasi

yoluyla O2 ve H>O,’den de iiretilmektedir (Knight 1999).
H,0; + Fe*' e OH- + OH + Fe'* (Fenton)
0,  +H)O; = OH-+ OH + O, (Haber-Weiss)

Nitrik oksid sentez enzimi, arjininden nitrik oksit (NO-) gibi reaktif nitrojen

tiirlerinin iiretilmesine yol agmaktadir.
L-Arg + O +NADPH =——3 NO- + sitrulin

Indiiklenebilir bir nitrik oksit sentaz (iNOS), bir O, sondiiriicii olarak islev
goren biiyiik miktarda NO-'yi siirekli olarak iiretebilir. NO- ve O,*", ¢cok gii¢lii bir
oksidan olan peroksinitrit (ONOO") iiretmek icin birlikte reaksiyona girerler,
dolayisiyla her biri digerinin etkilerini modiile edebilir. Ne NO- ne de O2- gii¢lii bir
oksidan olmasa da, peroksinitrit cok ¢esitli biyolojik hedeflere saldirabilen giiclii ve

cok yonlii bir oksidandir (Zhu ve dig. 1992).
NO' + Oy =——  ONOO

Peroksinitrit, enzimdeki aromatik amino asit kalintilar1 ile reaksiyona girerek
aromatik amino asitlerin nitrasyonuna neden olur. Aminoasit kalintisinda olusan
boyle bir degisiklik enzim inaktivasyonuna neden olabilmektedir. Ancak nitrik oksit,
tiimor hiicrelerine, ¢esitli protozoalara, mantarlara, helmintlere ve mikobakterilere
kars1 savunmada onemli bir sitotoksik efektor molekiildiir (Moncanda ve Palmer
1991; Nathan ve Hibbs 1991). Diger serbest radikal reaksiyon kaynaklari,
siklooksijenasyon,  lipooksijenasyon, lipid  peroksidasyonu, ksenobiyotik

metabolizmasi ve ultraviyole radyasyonlardir (Shahidi ve Zhong 2010).

Serbest radikallerin olusumu, ilgili biyolojik islevleri yerine getiren siirekli

bir fizyolojik siirectir. Serbest radikal olusum mekanizmalar1 ¢gogunlukla mitokondri,
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hiicre zarlar1 ve sitoplazmada meydana gelir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif
nitrojen tilirleri (RNS), metabolizmanin kagmilmaz yan {iriinleri olarak olusur.
Metabolik siirecler sirasinda, bu radikaller, cesitli biyokimyasal reaksiyonlarda
elektronlarin transferi i¢in aracilar olarak hareket ederler. Metabolik siirecler
sirasinda siirekli serbest radikal iiretimi, antioksidan savunma mekanizmalarinin
(enzimler ve glutatyon, metalotiyonin, A vitamini, C vitamini ve E vitamini gibi
maddeler) gelismesiyle sonuglanmistir. Antioksidanlarin, bu reaktif tiirlerin hiicre i¢i
seviyelerini sinirlandirmasi ve bunlarin neden oldugu hasarin olusumunu kontrol

etmesi amaglanmistir.

Oksidatif stres terimi, serbest radikal olusumu ve antioksidan savunmalar
arasindaki kritik denge elverissiz oldugunda ortaya ¢ikan oksidatif hasarin durumunu
tanimlamak icin kullanilir (Rock ve dig. 1996). Serbest radikal {iretimi ve
antioksidan savunmalar arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak ortaya cikan
oksidatif stres, lipidler, proteinler ve niikleik asitler dahil olmak iizere ¢ok cesitli
molekiiler tiirlere verilen hasarla iliskilidir (Mc Cord 2000). Kisa siireli oksidatif
stres, travma, enfeksiyon, 1s1 yaralanmasi, hipertoksi, toksinler ve asir1 egzersiz
sonucu yaralanan dokularda meydana gelebilir. Bu yarali dokularda, artan radikal
iireten enzimler (Ornegin, ksantin oksidaz, lipojenaz, siklooksijenaz) fagositlerin
aktivasyonu, serbest demir salinimi, bakir iyonlar1 veya oksidatif fosforilasyonun

elektron tagima zincirlerinin bozulmast ile agirt ROS iiretimine neden olur.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve/veya reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS)
artan konsantrasyonunun neden oldugu niikleik asit, protein ve lipid molekiillerinde
yapisal degisiklikler, norolojik hastaliklarin, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanserin
ortaya cikmasima katkida bulunabilecek cesitli metabolik degisikliklere yol acar
(Rahman 2007).
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1.2.2 Oksidatif Stres ve Molekiiler Hasar

Oksidatif stresin olugma siireci, asir1 serbest radikal olusumu veya bunlarin
uzaklagtirllma hiz1 ile alakali oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bir
dengesizlikten kaynaklanir. Bu siire¢, biyomolekiillerin oksidasyonuna ve biyolojik
islevlerinin kaybina ve/veya homeostatik dengesizliklere yol agar ve bunlarin
sonucunda, hiicrelere ve dokulara yonelik potansiyel oksidatif hasarlar olusur.
ROS/RNS birikimi, lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi
bir dizi zararl etkiye neden olabilir (Lushchak 2014).

1.2.2.1 Niikleik Asit Hasari

DNA ve RNA kimyasal olarak kararsizdir. Endojen ve eksojen hasara
duyarliligi nedeniyle hidrolize, enzimatik olmayan metilasyona ve oksidasyona
egilimlidirler. Endojenik genotoksikler ¢ogunlukla hiicresel metabolizma ile, ROS ve
RNS olusumuyla, lipit peroksidasyonu ile {iretilen Ostrojen metabolitler ve

aldehitlerle iiretilmektedirler (Marengo ve dig. 2016; Ranchoux ve dig. 2016).

Niikleik asit hasarina sebeb olan iki ana endojenik oksidan bulunmaktadir:
hidroksil radikalleri (OH-) ve peroksinitrit (ONO;"). Oksijenin %5’ine kadar tek
elektron transferine ugradigi i¢in ve siipekoksit anyon radikali (O;") olusturdugu igin
ROS ana kaynagi mitokondriyal solunumdur. Siiperoksit dismiitaz (SOD), O, ni
katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan indirgenmesi gereken
hidrojen peroksite doniistiiriir, ancak gecis metalleri mevcut oldugunda hidroksil
radikallerine (OH") indirgenir. Bu radikaller yiiksek reaktiviteye sahiptir, bu nedenle
DNA ve RNA’y1 oksitlemek i¢in onlara yakin iiretilmelidir. Peroksinitrit (ONO2 -)
olusumu, her ikisi de makrofajlarda ayni anda iiretilen nitrik oksit (NO) ve
stiperoksitin reaksiyonu ile meydana gelir. Bu 6rnekler niikleik asitleri dogrudan
oksitleyebilmesine ragmen, oksidatif dengeyi bozmak icin ikincil bir sinerjik
mekanizmasi olan RNS, oksidasyona kars1 bir DNA onarim mekanizmasi olan FAPY

glikozilaz enzimini inhibe edebilir (De Bont ve van Larebeke 2004).

Oksidatif  stres, niikleotid  bazlarmin  dogrudan  modifikasyonu,

apurinik/apirimidinik bolgeleri, tek iplik kopmasi ve ¢ok daha az siklikla ¢ift iplik
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kirilmast dahil olmak tizere DNA'da farkli lezyonlara yol acabilir. Niikleotidlerin
tiim bazlar diislintildiigiinde; daha diisiik indirgeme potansiyeline sahip oldugu ve
hidroksil radikalleri C4, C5 ve C8 pozisyonlarinda bu azotlu bazin imidazol halkas1
ile etkilesime girdigi i¢in en ¢ok guanin oksidatif degisikliklere duyarlidir (Smith ve
dig. 2013).

RNA oksidasyonu i¢in en ilgili markir homolog 8-hidroksiguanozindir. ROS
ve RNS olusumuna daha yakin hiicresel konumu nedeniyle RNA'nin DNA'dan daha
sik oksitlendigi acikliga kavusturulmustur. RNA oksidasyonunun baglica sonuglari,
dogru protein iiretimini engelleyen zincir kirilmalar1 ve ribozomal fonksiyon

bozukluklaridir (Pisoschi ve Pop 2015).

1.2.2.2 Protein Hasar1

Oksidasyonun proteinlerdeki etkileri, bozulmus protein katlanmasi, yan zincir
oksidasyonu ve omurga parcalanmasinda gozlemlenebilir, bu da fonksiyon kaybina
ve ¢esitli biyokimyasal siireclerin durdurulmasina neden olur. Amino asitler arasinda
sisteinler ve metiyoninler daha kolay oksitlenebilir ancak bu reaksiyon disiilfit
rediiktaz aktivitesi ile tersine gevrilebilir. Lizin, prolin, arjinin ve treonin amino
asitleri oksitlendiginde, oksidatif stres i¢in belirte¢ olarak kullanilan karbonil
tirevlerinin {iretimi meydana gelir. Tirozin gibi aromatik amino asitlerin
oksidasyonunda, ROS-dityrosin veya RNS —3-nitrotirozin ile etkilesimi nedeniyle

farkli tirtinler olusur (Pisoschi ve Pop 2015).

Bu oksitlenmig-modifiye olmus proteinler genellikle hiicrelerde taninir ve
bozulurlar, ancak bazilar1 zamanla birikebilir ve hiicresel islev bozukluguna yol
acabilir. Fizyolojik bir 6rnek, proteinlerin ve lipidlerin demir ile katalize edilmis
oksidasyonunun (polimerizasyon) bir iiriinii olan kahverengi-sar1 bir pigment olan
lipofusin, proteolize son derece direngli oldugu i¢in birikir ve yaslanma belirteci

olarak kullanilir (Amir Aslani ve Ghobadi 2016).
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1.2.2.3 Lipit Hasan

Biyolojik sistemlerde, lipid peroksidasyonu, biri enzimatik olarak,
siklooksijenaz ve lipoksijenazin yag asitlerinin oksidasyonuyla ve gecis metali,
reaktif tiirler oksijen, nitrojen ve digerlerini iceren enzim olmayan ortamlarin
katilmiyla iki bigimde meydana gelir (Ayala ve dig. 2014). Arasidonik asitten
prostaglandin  olusumuna kademeli reaksiyondaki Onemi nedeniyle asir1
peroksidasyon sonuglari, inflamatuar yanita katkida bulunmasma ragmen hiicreye
cok zarar verir. Serbest radikallerin lipitler iizerindeki etkisi, artan hiicresel
toksisiteye katkida bulunan ve oksidatif stresi 6lgmek icin biyolojik numunelerde
tespit edilebilen malondialdehit, 4-hidroksinonenal ve izoprostanlar gibi lipid
hidroperoksitler ve aldehitlerin olusumuna yol acgar. Lipit peroksidasyonu, hem
hiicrenin kendisini ¢evreleyen hem de organellerin zarlarinda bulunan lipid ¢ift
katmanlarinin normal yapisini ve islevini bozar. Ozellikle lipit peroksidasyonu, zar
gecirgenligini, gecisini ve akigkanligini degistirmektedir (Morita ve dig. 2016). So6z
konusu stirecin kronikligi, ateroskleroz, diyabet, obezite, ndrodejeneratif bozukluklar
ve kanser dahil olmak iizere bircok kronik hastaligin etiyolojik siireci i¢in dnemli

etkilere sahiptir (Lovel 1995).

1.3 Antioksidan Savunma

Antioksidanlar veya oksidasyon inhibitorleri, oksidasyonu geciktiren veya
onleyen ve genel olarak oksitlenebilir maddenin Omriinii uzatan bilesiklerdir
(Kokate, 2004). Antioksidan savunmanin varlig1 evrensel olsa da tiirden tiire farklilik
gosterebilir (Nimse ve Pal 2015). Panchawat ve dig. (2010) antioksidanlari
cozlinlirliiklerine ve savunma hattina gore iki grupta incelemislerdir.
Coziintirliiklerine gore antioksidanlart hidrofilik ve hidrofobik antioksidanlar olarak
gruplandirmiglardir. Hidrofilik antioksidanlar, suda ¢oziinebilen antioksidanlardir ve
hiicre sitoplazmasinda ve kan plazmasindaki oksidanlarla reaksiyona girerler.
Hidrofobik antioksidanlar yagda ¢oziinmektedirler ve hiicre membranint lipit
peroksidasyonundan korurlar. Savunma hattina gére gore antioksidanlar1 ii¢ grupta
toplamislardir. Birincil savunma hatt1 (koruyucu antioksidanlar) siiperoksit dismiitaz

(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GTx), glutatyon rediiktaz benzeri
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enzimleri ve Se, Mn, Cu gibi bazi mineralleri kapsamaktadir. Ikincil savunma hatt:
(radikal giderici antioksidanlar), glutatyon, Vitamin C, {irik asit, albiimin, bilurribin,
vitamin E, karetonoidler, flavonoidler v.b. antioksidanlardan olusmaktadir. Ugiincii
savunma hatt1 (onaric1 ve yenileyici enzimler) ise DNA, protein, okside olmus lipit
ve peroksitleri onaran kompleks enzimleri igermektedir. Bu enzimler,
biyomolekiillere verilen zarar1 onarir ve hasarli hiicre zarin1 yeniden olusturur (Gupta

ve dig. 2006; Panchawat ve dig. 2010).

Tim hayvansal ve bitkisel organizmalar serbest radikallerin etkilerini
onlemek amaciyla endojen antioksidan sisteme sahiptirler. Bu sistemler enzimatik

olan ve olmayan diye iki gruba ayrilmaktadir (Tablo 1.2).

Tablo 1. 2: Antioksidanlarin siniflandirilmas (Caylak 2011)

Antioksidan Ozellikleri

Enzimler

Rolii

Superoksit dizmutaz
(SOD)

Manganez i¢erir (Mn-SOD)
Bakir ve ¢inko igerir (CuZn-SOD)
Mn ve Fe icerir (Fe-SOD)

Ni icerir (Ni-SOD)

Bakur igerir (Cu-SOD)

0, 7’1 HO,’ye doniistiiriir.

Katalaz (CAT)

H,0,’yi H,Oya cevirir.

Peroksizomlerde yer alan tetramerik bir
proteindir.

Glutatyon peroksidaz

H,0,; ve lipit peroksitlerini

Selenoprotein (Se2+ icerir), daha cok

(GPx) etkisizlestirir. sitozolde, az olarak mitokondride bulunur
ve GSH kullanir.

Antioksidan Rolii Ozellikleri

Vitaminler

Alfa tokoferol

Lipit peoksidasyonunu kirar. Lipit
peroksitlerini O~ ve OHyi temizler.

Yagda ¢oziiniir.

Beta karoten

Peroksi radikalleri ile O, ve OH’yi

Yagda ¢oziiniir.

temizler.
Vitamin A’nin oksidasyonunu 6nler.
Gecis metallerini baglar.

Direk olarak O, ", OH ve H;O,’yu
temizler.

Askorbik asit Suda ¢oziiniir.
Notrofiller tarafindan uyarilan
antioksidanlar1 nétralize eder. Vitamin
E’nin rejenerasyonunu saglar.

Antioksidan savunma sisteminin birincil amaci, oksidatif siireci fizyolojik
smirlar i¢inde tutmak ve oksidatif hasarin yayilmasini ve sistemik onarilamaz
hatalarin olugsmasimi 6nlemektir. Enzimatik savunma sistemi, siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimleri icermektedir. Bu
enzimler, serbest radikal ve radikal olmayan tiirlerin olusumunu 6nleme veya kontrol

altina alma mekanizmalar1 araciligiyla hareket eder. CAT ve GPx enzimleri hidrojen
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peroksit birikimini engellemek amaciyla hareket eder. Bu tiir entegre eylemler biiyiik
Oonem tasimaktadir, ¢linkii Fenton ve Haber-Weiss'in reaksiyonlari demir ve bakir
metallerinin katilimiyla reaktif tiirler, enzim sistemi savunmasi olmayan OHe

radikalinin olugmasiyla sonuglanir (Schneider ve Oliveira 2004; Uhl ve dig. 2015).

SOD endojen olarak iiretilen metalloenzim grubu olan her hiicrede bulunan
esansiyel bir enzimdir. SOD bes farkli sekilde bulunur: viicutta en fazla rastlanan
tirli CuZn-SOD sitoplazmada bulunur. Mn-SOD mitokondrilerde; Fe-SOD
Bacteroides fragilis ve Propionibacterium shermanii bakterilerinde anaerobik
ortamlarda, aerobik ortamlarda Mn iceren SOD enzimi kullanilir. NI-SOD,
Streptomyces griseus bakterilerinde bulunan bir izoenzimdir (Baskin 1997).
Marklund tarafindan 1982°de tanimlanan Ekstraseliiler SOD (EC-SOD), bakir ve
cinko tastyan fibroblast ve enotelyal hiicrelerden salgilanan hiicre yiizeyinden
eksprese edilen bir SOD tiiriidiir. SOD ROS’lardan siiperokside bir elektron transfer
ederek H202’ye indirgenir. H202 ise CAT ve GPx ile suya indirgenir. SOD’un
antioksidan etkisi siiperoksit ile Fe3+’lin Fe2+’ye indirgenmesiyle hidroksil
radikalinin olugsmasin1 engelleyerek ortaya ¢ikar (Baskin 1997). SOD maksimum
aktivite icin bakir, ¢cinko ve manganez; GPx selenyum; CAT ise demir gibi geg¢is

metallerinin kofaktorliigiine gereksinim duymaktadir (Garewal 1997).

Insan organizmasi, siirekli olarak, ilaglar ve alkol gibi oksidatif strese neden
olabilecek ¢ok sayida molekiile maruz kalir. Bununla birlikte, detoksifikasyon ve
antioksidan protein iiretiminden sorumlu 100°den fazla gen tarafindan olusturulan
oksidatif stres tepkisine karst korunmus bir hiicresel bilesen bulunmaktadir. Eksojen
toksinlere karsi antioksidan savunmanin ilk kisminda, faz I ve II metabolizmasinda
yer alan enzimleri igerir. Faz I metabolizmasi oksidasyon, indirgeme veya hidroliz
reaksiyonlar1 yoluyla artan bilesik polaritesinden sorumludur. Diger yandan faz II
metabolizmasi, bu bilesiklerin hiicresel disa aktarimini kolaylastirmaktan
sorumludur; reaksiyonlar1 esas olarak glukuronidasyon, asetilasyon ve siilfatlamadir
(Jacob ve Winyard 2009). Sitokrom P450'yi olusturan enzimler, ilaglarin,
kimyasallarin ve kolesterol, D3 vitamini ve aragidonik asit gibi ¢esitli endojen
substratlarin oksidasyonundan en ¢ok sorumlu olanlardir (Bhattacharyya ve dig.
2014). P450, 2000'den fazla iiyesi olan hem-tiyol enzimlerinin siiper ailesidir (Lewis

2003). Insanlarda, 57 fonksiyonel gen ve 58 psddogen, 18 aile ve 44 alt ailedeki
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sekans benzerligine gore gruplandirilir. 1, 2 ve 3 ailelerine ait olan CYP enzimleri
ilaglarin yaklasik %90’1m1 metabolize edilmesinden sorumludur, bu faz 1 ilag
oksidasyon sistemi siklikla gereginden fazladir, ancak bir¢ok ila¢ bir veya birkag
CYP tarafindan klinik bir konsantrasyona metabolize edilir (Zanger ve Schwab
2013). Steroidojenik dokularda (kolesterolii P450 yan zincir bdliinme enzimi yoluyla
pregnenolona doniistiiriir) mitokondride bulunan CYP450 enzimlerine oldukca fazla
bulunur ve elektron tagima sistemi oksidatif strese ¢ok duyarlidir. Elektron taginmasi
sirasinda, nihai aliciya bir elektron sizintisi, bunlarin oksijene baglanmasina yol agar,
bu da birincil bir ROS kaynag1 olarak kabul edilir, bu durum mitokondride ROS
iiretiminin hizlanmasina neden olabilir. Bu baglamda, NADPH'den CYP enzimlerine
elektron transferinin bir ROS kaynagi olarak substratlarin monooksijenasyonu igin
etkinligi olarak kabul edilir; ¢iinkii ayrilma reaksiyonu sirasinda, herhangi bir
substrat olmaksizin elektron transfer zinciri NADPH'yi okside eder ve ROS iiretir.
CYP2EI metabolizmasi sirasinda siklikla bu tiir ayrilma reaksiyonlar1 gdzlenir, bu
nedenle bu enzim ROS {iretimi ve oksidatif stres ile giicli bir sekilde iligkilidir
(Bhattacharyya ve dig. 2014). CYP2El enzimi, kiigiik molekiillerin
metabolizmasiyla iligkilidir ve etanol, obezite, diyabet ve c¢oklu doymamis yag
asitleri ile indiiklenebilir; bu indiiksiyon toksisite ve oksidatif stres ile ilgilidir.
CYP2EI aktivasyonunun bir bagka mekanizmasi, 6rnegin asetaminofen uygulamasi
lizerine glutatyon seviyelerinin azalmasidir. Ayrica, bu ilag lipid peroksidasyonunu
ve protein karbonilasyonunu artirarak, CYP2E1’in daha yiiksek aktivitesi nedeniyle
ROS firetimini arttirir ve MAP kinaz yolaginin aracilik ettigi hepatotoksisiteyle
iligkilendirilir (Bhattacharyya ve dig. 2014; Tanaviyutpakdee ve dig. 2015).

Glutatyon S-transferaz (GST), endojen ve eksojen toksinlerin hiicreler
iizerindeki etkisini Onleyen bir hiicre i¢i enzim ailesidir. GST’ler, ksenobiyotik
metabolizmanin faz II’sine katilan ve indirgenmis glutatyon formunun (GSH)
potansiyel olarak tehlikeli bilesiklere niikleofilik saldirisin1 katalize eden ¢ok islevli
enzimlerdir. izoenzimlerin eksikliginin bir organizmanin karsinojenlere toleransi
iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu varsayilir (Zheng ve dig. 2002). Insan
GST'leri sitozolik/niikleer, mitokondriyal ve mikrozomal olarak kategorize edilir.
Amino asit dizilerine ve/veya niikleotid substrat Ozgiilliigline ve immiinolojik
ozelliklerine bagli olarak, yedi sitosolik GST sinifi agiklanmaktadir: Alfa, Mu, Pi,

Sigma, Theta, Omega ve Zeta. GST enzimleri, 6rnegin polisiklik aromatik
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hidrokarbonlar, fenilalanin ve tirosin amino asitler, testosteron ve progesteron gibi
endojen ve eksojen bilesiklerin metabolizmasina katilir. Bu enzimler, hiicre
zarlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonundan ve reaktif
oksijen tiirlerinin aktivitesinden tiiretilen endojen bilesikleri hedefler (Sheehan ve

dig. 2001; Lo ve Ali-Osman 2007; Huber ve dig. 2008).

Enzimatik olmayan antioksidanlardan en ¢ok bilinenlere alfa tokoferol
(vitamin E), beta-karoten (vitamin A), askorbik asit (vitamin C) 6rnek verilebilir.
Vitamin E hiicrelerde esansiyel olarak bulunmasi gereken yagda ¢6ziinen ve 8 farkl
tipi (o, P, 7y ve o-tokoferol ile a, P, y ve d-tokotrienol) olan bir antioksidandir.
Diger vitaminler gibi enzimatik reaksiyonlarda kofaktdér gorevi olmadigi i¢in bir
enzimden daha ¢ok antioksidan olarak tanimlanmistir (Baskin 1997). Asil gorevi
hiicre membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunu ve hasar gérmesini engellemektir.
Tokoferol-OH serbest radikale elektron transfer ederek, hiicre membran proteinleri
ve lipitlerinin peroksidasyonunu engeller ve tokoferol-Oe radikali meydana gelir.
Ortamda yeterli askorbik asit bulunmasi durumunda tokoferol-Oe askorbat ile

etkilesime girerek etkisiz hale getirilir (Carr ve dig. 2000).

Karetonoidler meyve ve sebzelere renk veren antioksidan maddelerdir. o-
karoten, B-karoten, likopen, krosetin, kantaksantin ve fukoksantin gibi bilinen
cesitleri vardir. iki molekiil vitamin A’nin birlesmesiyle olusan B-karoten, singlet
oksijeni yakalayarak, serbest radikalleri temizler ve hiicre membranini lipit

peroksidasyonundan koruyarak antioksidan etki gosterir (Everett ve dig. 1996).

Suda ¢oziinebilen Vitamin C, turuncgiller, patates, domates ve yesil yaprakl
sebzelerde bulunan antioksidandir. Rediikte edici Ozelligi ile serbest radikal ve
ROSIlan etkisiz hale getirebilirler ve bu 0Ozellikleriyle bakir ve demir tuzlarini
indirgeyebilirler. Askorbik asit tarafindan Fe*" ye indirgenen Fe’* sayesinde hidrojen

peroksit hidroksil radikallerine doniisiir (Proteggente ve dig. 2000).

Glutatyon (GSH), viicutta sistein, glisin ve glutamattan sentezlenen, hidroksil
radikalleri ve singlet oksijenin temizlenmesinde rol alan bir diger antioksidandir.
Ksenobiyotiklere karsi da viicudu koruyarak lipit peroksidasyonunu engeller (Maher
ve dig. 2008). Tiim canli hiicrelerde bulunan Koenzim Q10, mitokondrilerde enerji

iiretimi i¢in gereklidir ve serbest radikallere karsi viicudu korur (Sumien ve dig.
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2009). Antioksidan olarak gorev alan iirik asit de gii¢lii bir singlet oksijen, peroksil
radikali (ROO¢) ve OHe temizleyicisidir (Sinha 2009). Ekstraseliiler antioksidan
savunma sisteminin ana bileseni olan albiimin bakir ve demiri kendine baglayarak
Haber-Weiss reaksiyonlarina katilir olusan, OHe albiimin tarafindan etkisiz hale
getirilir. Diger plazma proteinleri seriiplazmin ve transferrin de antioksidan aktivite

gostermektedir (Soriani 1994).

Endojen antioksidanlar, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz
gibi enzimler veya iirik asit, bilirubin, alblimin, metalotiyoninler gibi enzimatik
olmayan bilesiklerdir. Endojen faktorler, reaktif oksijen tiirlerine kars1 organizmanin
sik1 bir kontroliinli ve tam bir korumasini saglayamadiginda, eksojen antioksidanlara,
aktif madde olarak bir antioksidan bilesik iceren besin takviyeleri veya farmasotik
iriinler olarak ihtiya¢ dogar. En 6nemli eksojen antioksidanlar arasinda E vitamini, C
vitamini, B-karoten, E vitamini, flavonoidler, Se minerali iyi bilinmektedir, ayni
zamanda D vitamini ve K vitamini de iyi bilinmektedir. Eksojen antioksidanlar dogal
kaynaklardan (vitaminler, flavonoidler, antosiyaninler, bazi mineral bilesikler)
tiiretilebilir, ancak butilhidroksianisol, butilhidroksitoluen, galatlar vb. gibi sentetik
bilesikler de olabilir (Litescu ve dig. 2011). Ozellikle insan viicudundaki serbest
radikallerin zararli etkilerinin yan1 swra yaglarin ve diger gida maddelerinin
bozulmasmin Onlenmesi amaciyla antioksidanlara artan bir ilgi vardir (Molyneux

2004).

Son zamanlarda, antioksidanlar, radikaller ve oksidatif stres, kanser korumasi
ve tedavisi ve uzun Omiirliiliik ile iliskili olarak biiyiik ilgi géormektedir (Kalcher ve
dig. 2009). Boyle durumlarda tirozinaz, fenol oksidazlar gibi enzimler ve bu
enzimleri igeren bitki dokular1 tarafindan belirlenebilen fenoller ve polifenoller
dikkat ¢ekmektedir (Zoulis ve Efstathiou 1996; Eggins ve dig. 1997; Cummings ve
dig. 1998; Capannesi ve dig. 2000; Romani ve dig. 2000; Volikakis ve Efstathiou
2000; Cummings ve dig. 2001; Kong ve dig. 2001; Kim ve dig. 2002; Labuda ve dig.
2002; Korbut ve dig. 2003; Busch ve dig. 2006; Mena ve dig. 2007; Granero ve dig.
2008; Ly 2008). Epidemiyolojik calismalar, meyveler, sebzeler ve daha az islenmis
temel gidalarin, kanser, koroner kalp hastaligi, obezite, tip 2 diyabet, hipertansiyon
ve katarakt gibi oksidatif stresin neden oldugu hastaliklarin gelisimine kars1 en iyi

korumay1 sagladigin1 gostermektedir (Halvorsen ve dig. 2002). Sagliga yararh
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etkileri meyve ve sebzelerde bulunan antioksidanlardan kaynaklanmaktadir
(Halvorsen ve dig. 2006). Diyet bitkilerinde ¢ok sayida antioksidan bulunmaktadir:
karotenoidler, fenolik  bilesenler, benzoik asit tiirevleri, flavonoidler,
proantosiyanidinler, stilbenler, kumarinler, lignin ve ligninler (Lindsay ve Hassanien

2008).

1.4  Antioksidan Kapasite Belirleme Metotlar1

Antioksidan kapasiteyi degerlendirmek amaciyla farkli gruplarda incelenen

cesitli anatlitik metotlar bulunmaktadir.

1.4.1 Spektrofotometrik Teknikler

Spektrofotometrik teknikler radikallerin reaksiyonlarina, radikal katyonu veya
antioksidan molekiill iceren kompleksin hidrojen atomu verme yetegine
dayanmaktadir (Brand-Williams ve dig. 1995; Slavikova ve dig. 1998; Arya ve dig.
2000; Ou ve dig. 2001, 2002; Gi ve dig. 2002; Apak ve dig. 2004; Cizova ve dig.
2004; Marc ve dig. 2004; Thaipong ve dig. 2006; Chong ve Olsher 2007; Su ve dig.
2007; Borowski ve dig. 2008; Jayaprakasha ve dig. 2008; Olsher ve Chong 2008;
Pisoschi ve dig. 2009; Denev ve dig. 2010; Giardi ve dig. 2010; Magalhaes ve dig.
2011; Meng ve dig. 2011).

1.4.1.1 DPPH Methodu

DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), tiim molekiil {iizerindeki yedek
elektronun yer degistirmesinden dolayr stabil bir serbest radikaldir. Bu nedenle
DPPH, c¢ogu serbest radikalde oldugu gibi dimerize olmaz. DPPH molekiilii
iizerindeki delokalizasyon, maksimum 520 nm absorbsiyon bandiyla mor bir rengin
olusmasi ile belirlenir. DPPHe bir hidrojen vericiyle reaksiyona girdiginde, mor
rengin kaybolmasiyla birlikte indirgenmis (molekiiler) form (DPPH) olusturulur. Bu
nedenle, absorbans azalmasi dogrusal olarak antioksidan konsantrasyonuna baglidir

(Thaipong ve dig. 2006; Pisoschi ve dig. 2009).
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1.4.1.2 ABTS Metodu

743 nm’de emilen (mavimsi-yesil bir renk veren) ABTS katyon radikali
(ABTS™), ABTS’nin (2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)) nitrojen
atomunun elektron kaybetmesiyle olugsmaktadir. Trolox'un veya baska bir hidrojen
veren antioksidanin varliginda, nitrojen atomu hidrojen atomunu sondiirerek ¢ozelti
rengini giderir. ABTS potasyum persiilfat veya mangan dioksit tarafindan okside
edilebilmektedir (Serafini ve dig. 2002; Pellegrini ve dig. 2003; Su ve dig. 2007),
antioksidan varlig1 743 nm’de absorbansi1 azalan ABTS katyon radikaline (ABTS™)
yol agmaktadir.

1.4.1.3 FRAP Metodu (Demir Indirgeme Antioksidan Giicii)

FRAP metodu demir iyonu- TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazin)
kompleksinin antioksidan tarafindan indirgenmesine dayanmaktadir. Fe** nin liganda
baglanmasi ¢ok yogun bir lacivert renk olusturur. Indirgenen demir miktar1 ile
antioksidan miktar1 korelasyon gostermektedir. Referans olarak troloks veya
askorbik asit kullanilmaktadir (Gi ve dig. 2002; Pellegrini ve dig. 2003; Thaipong ve
dig. 2000).

1.4.1.4 ORAC Metodu (Oksijen Radikali Absorblama Kapasitesi)

Bu yontem, 37°C’de 2,2'-azobis- (2-amidino-propan) dihidrokloriir (AAPH)
ile uyarilan peroksil radikaline kars1 antioksidan giderim aktivitesini 6lger. Floresan
prob olarak floresein kullanilir. Floresans kaybi, peroksil radikali ile reaksiyonundan
kaynaklanan bozunmanin derecesinin bir gostergesidir (Thaipong ve dig. 2006;

Denev ve dig. 2010).

1.4.1.5 HORAC Metodu (Hidroksil Radikal Giderim Kapasitesi)

Bu teknik, Fenton benzeri reaksiyon kosullari altinda antioksidanlarin metal

selatlama aktivitesinin Ol¢lilmesine dayanir. Bu yontemde, bir Co (II) kompleksi
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kullanilir ve dolayisiyla hidroksil radikali olusumuna karst koruma kabiliyetini
degerlendirilir. Floresan analiz edilecek numune ile inkiibe edilir, daha sonra Fenton
karisimi (hidroksil radikalleri iireten) eklenir. Baslangi¢ fliioresanst oOl¢iiliir ve
calkalamadan sonra her dakika okumalar yapilir. Standart madde olarak gallik asit

kullanilir (Ou ve dig. 2002; Denev ve dig. 2010).

1.4.1.6 TRAP Metodu (Total Peroksil Radikali Yakalama Antioksidan

Parametresi)

Luminol ile gii¢lendirilmis kemiliiminesans (CL) (Cizova ve dig. 2004;
Denev ve dig. 2010), peroksil radikalini iceren reaksiyonlar1 izlemek icin
kullanilmistir. CL sinyali, AAPH'nin (2,2'-Azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride) termal ayrigmasindan kaynaklanan luminol tiirevi radikallerin
iretimi  tarafindan  yonlendirilmektedir. ~TRAP  degeri, antioksidanlarin
mevcudiyetine bagli olarak numunenin kemiliiminisans sinyalini sondiirdiigii

periyodun siiresinden belirlenmektedir.

1.4.1.7 Lipit Peroksidasyonu Inhibisyon Metodu

Lipit peroksidasyon inhibisyonu tahlil yontemi, lipit (6rnegin yag asidi)
peroksidasyonunu indiiklemek i¢in Fenton benzeri bir sistem (Co (II) + H202)
kullanmaktadir (Slavikova ve dig. 1998; Denev ve dig. 2010). Model substrat olarak
a-linolenik asit se¢ilmektedir. Lipid peroksidasyonunu indiiklemek i¢in analiz edilen
numuneyle ve Fenton benzeri bir karisimla karistirilmaktadir. Inkiibasyon
sonrasinda, lipid peroksidasyon indeksi olarak tiyobarbitiirik asitle reaktif maddelerin
(TBARS) konsantrasyonu Ol¢iilmektedir. Lipid peroksidasyonu, 1 mL a-linolenik

asit/analiz edilen numune karigimi bagina nmol TBARS olarak ifade edilmektedir.

1.4.1.8 PFRAP Metodu (Potasyum Ferrisiyanit indirgeme Giicii)

Absorbans artigl, antioksidanlarin/antioksidan ekstraktlarin  indirgeme

kabiliyetiyle iliskilendirilmektedir. Antioksidan kapasiteye sahip bilesikler,
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potasyum ferrosiyaniir olusturmak igin potasyum ferrisiyaniir ile reaksiyona girer.
Daha sonra, ferrik trikloriir ile reaksiyona girerek, 700 nm’de maksimum absorbans
ile mavi renkli bir kompleks olan ferrik ferrosiyaniir verir (Jayaprakasha ve dig.

2008; Meng ve dig. 2011).

1.4.1.9 CUPRAC Metodu (Bakir indigeme Antioksidan Giicii)

Standart antioksidan veya ekstraklar CuSO4 ve neokuprin ile karigtirilir. 30
dakika sonra 450 nm’de absorbanslar1 Olgiiliir. Bu yontemde, antioksidanlarin
varliginda Cu(Il) Cu(I)’e indirgenmesine dayanmaktadir. Sonuglar troloksa esdeger

olarak hesaplanmaktadir (Apak ve dig. 2004).

1.4.2 Florimetrik Yontemler

Floresan, 15181 veya farkli dalga boyundaki diger elektromanyetik radyasyonu
emen bir madde tarafindan 15181n yayilmasidir. Cogu durumda, yayilan 151k daha
uzun bir dalga boyuna ve bu nedenle emilen radyasyondan daha diisiik enerjiye
sahiptir. Floresans emisyonu, bir molekiiliin yoriinge elektronu, bir tiir enerji
tarafindan daha yiiksek bir kuantum durumuna uyarildiktan sonra bir 151k fotonu
yayarak temel durumuna gevsediginde meydana gelir. Floresans testi, antioksidan
iceriginin belirlenmesi igin kullanilmaktadir (Arya ve dig. 2000; Chong ve Olsher
2007; Borowski ve dig. 2008; Olsher ve Chong 2008; Mangalhaes ve dig. 2011).
Yaglarda fenolik bilesiklerin  belirlenmesi i¢cin  floresans spektroskopisi
uygulanmistir.  Aycigegi ve soya fasulyesinden iiretilen biyodizeldeki
butilhidroksianisol (BHA) ve tert-butilhidrokinon (TBHQ) antioksidanlarinin
konsantrasyonunu 6lgmek amaciyla fliioresansa dayali yontem Onerilmektedir.
Cozeltilerin floresans1 ve uyarilma spektrumlari, bir spektroflorimetre kullanilarak

oda sicakliginda kaydedilmektedir.
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1.4.3 Elektrokimyasal Teknikler

Elektrokkimyasal teknikler antioksidan igerigi ve antioksidan kapasiteyi
belirlemek icin uygulanmaktadir. Doniisiimlii voltametri ve biyamperometri en

yaygin olarak kullanilanlardir.

1.4.3.1 Doniisiimlii voltametri metodu

Dongiisel voltametride, bir g¢alisma elektrodunun potansiyeli, ilgili akim
yogunlugu kaydedilirken bir baglangic degerinden son degere ve geriye dogru
dogrusal olarak taranir. Dongilisel voltametri (CV), kan plazmasinin, doku
homojenatlarinin ve bitki 06ziitlerinin Diisiik Molekiiler Agirlikli Antioksidan
kapasitesinin kantitasyonu i¢in uygun bir metodoloji oldugu onaylanmistir. Kuru
bitki 6zlerinin (Campanella ve dig. 2006) antioksidan kapasitesi (mg askorbik asit
esdegeri olarak ifade edilir) camsi karbon c¢alisma elektrotunda gergeklestirilen
dongiisel voltametri ile belirlendi. Karabugday iiriinlerinde antioksidan kapasite
tayininin dongiisel voltametri sonuglari, spektrofotometri ile elde edilen verilerle iyi

bir korelasyon gdstermistir (Zielinska ve dig. 2007).

1.4.3.2 Amperometrik metot

Amperometrik yontem, sabit (uygulanan) bir potansiyel degerinde ¢alisan bir
elektrot ile bir referans elektrot arasinda akan akimin yogunlugunun oSl¢iilmesini
icerir. Olusan akim, elektroaktif bir analitin oksidasyonu/indirgenmesi ile iretilir.
Potansiyelin degeri, bir referans elektrota (Blum ve Coulet 1991; Scheller ve
Schubert 1992; Kellner ve dig. 1998) gore ayarlanmis bir degerde tutulur.
Antioksidan aktivitenin (Milardovic ve dig. 2006) amperometrik tayini, camsi karbon

elektrotta 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilin (DPPH ¢) indirgenmesine dayanmaktadir.
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1.4.3.3 Biamperometrik metot

Biyamperometrik yontem, kiigiik bir potansiyel farkinda polarize edilmis ve
tersine ¢evrilebilir bir redoks ¢ifti iceren bir soliisyona daldirilmis iki 6zdes calisan
elektrot arasinda akan akimin 6l¢iilmesine dayanir. Dolayli biyamperometrik dl¢tim,
analitin gdsteren redoks cifti ile reaksiyonuna, seciciligine redoks ¢iftinin oksitlenmis
veya indirgenmis formunu ve analiti igeren reaksiyonun Ozgiilliigiine baghdir.
Fe’'/Fe*", L/I, Fe(CN)s /Fe(CN)s" biyamperometrik Ol¢iimlerde yaygmn olarak
kullanilan redoks ciftleridir (Tougas ve dig. 1985). DPPH «/DPPH biyamperometrik
caligmalarda secilen yaygin bir redoks ciftidir. Antioksidanlar, DPPHe (indirgenmis
form) tireten DPPHe ile reaksiyona girer (radikal form), ortaya ¢ikan akimin
yogunlugu, analit (antioksidan) ile reaksiyonundan sonra DPPH'nin kalan

konsantrasyonuyla orantilidir (Milardovic ve dig. 2005; Pisoschi ve dig. 2009).

1.4.3.4 Biyosensor Metodu

Oksidorediiktazlar, kataliz sirasinda elektron transfer 6zelliklerinden dolay1
biyosensor uygulamalarinda en sik kullanilanlardir. Bu enzimler, kararli olma
avantajlarin1 sunar ve bazi durumlarda koenzimler veya kofaktorler gerektirmez.
Biyosensorler tarafindan antioksidan ve antioksidan kapasite tayinine atifta bulunan
birka¢ inceleme ve kitap bulunmaktadir (Mello ve Kubota 2007; Prieto-Simon ve
dig. 2008; Cortina-Puig ve dig. 2010; Giardi ve dig. 2010; Barroso ve dig. 2011).
Biyosensorlerin  antioksidan ~ durumunun  degerlendirilmesi i¢in  potansiyel
uygulamalar1 arasinda siiperoksit radikalinin (O2¢") izlenmesi, nitrik oksitin (NO)
izlenmesi, glutatyonun izlenmesi, tirik asit, askorbik asit veya fenolik bilesiklerin
izlenmesi yer alir (Mello ve Kubota 2007). Siklikla polifenoller, onlar1 igeren birkag
bitkinin antioksidan kapasitesine ana katki saglar. Tirozinaz, lakkaz veya peroksidaz
gibi enzimler temelinde fenolik bilesiklerin tespiti i¢in birkag amperometrik
biyosensor gelistirilmistir (Gomes ve Rebelo 2003; Bdyiikbayram ve dig. 2006;
Bonanni ve dig. 2007; Gil ve Rebelo 2010).
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1.4.4 Kromatografik Yontemler

Kromatografik yontemler genellikle antioksidanlarin ayrigtirilmast  ve
belirlenmesinde  kullanilmaktadir ~ ve  toplam  antioksidan  kapasitenin
spektrofotometrik ve elektrokimyasal olarak degerlendirilmesinden &nce tercih

edilmektedir.

1.4.4.1 Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi (GC), ayrisma olmaksizin buharlastirilabilen bilesikleri
ayirmak ve analiz etmek i¢in kullanilan yaygm bir kromatografi tiiriidiir. Bir
karisimdaki bilesikleri ayirma islemi, bir siv1 sabit faz ve bir gaz mobil faz arasinda
gerceklestirilir. Mobil faz genellikle helyum gibi bir inert gaz veya nitrojen gibi
reaktif olmayan bir gazdir. Sabit faz, inert bir kat1 destek iizerinde mikroskobik bir
sivi veya polimer tabakasidir. Alikonma siirelerinin karsilagtirilmasi, GC’ye analitik
kullanighiligin1 veren seydir. En yaygin detektorler, alev iyonizasyon detektorii ve

termal iletkenlik detektoriidiir (Pisoschi ve Negulescu 2011).

1.4.4.2 HPLC (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi)

HPLC (yiiksek performansh sivi kromatografisi) tipik olarak farkl: tipte sabit
fazlar, hareketli fazlar1 ve analiti kolon boyunca hareket ettiren bir pompa ve analit
icin karakteristik bir alitkonma siiresi saglamak i¢in bir detektdr kullanir. Detektor
(genellikle bir diyot detektorii) analit ile ilgili ek bilgiler de saglayabilir (yani eger
varsa analit i¢in UV/Vis spektroskopik veriler). Bir pompa, mobil faz1 ve analiti
yogun sekilde paketlenmis kolon boyunca hareket ettirmek i¢in gereken daha yiiksek
basinct saglar. Artan yogunluk, daha kii¢lik partikiil boyutlarindan kaynaklanir. Bu,
daha kisa uzunluktaki kolonlarda daha iyi bir ayrim ve daha yiiksek hiz saglar.
Normal faz HPLC, polar bir sabit faz ve polar olmayan, susuz bir mobil faz kullanir
ve polar olmayan ¢oziiciiler i¢cinde kolayca ¢dzilinebilen analitleri ayirmak i¢in etkili
bir sekilde calisir. Ters fazli HPLC, polar olmayan bir sabit faza ve sulu, orta
derecede polar bir mobil faza sahiptir. Yaygin bir sabit faz, RMe2SiCl ile muamele
edilmis silikadir, burada R, C18H37 veya C8H17 gibi diiz zincirli bir alkil grubudur.
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Bu sabit fazlarla, daha az polar olan molekiiller i¢in alikonma siiresi daha uzarken,

polar molekiiller daha kolay ayrisir (Pisoschi ve Negulescu 2011).

HPLC sistemi kullanilarak ABTS radikalini temizleme aktivitesine dayali
olarak kahvenin antioksidan aktivite belirlenmistir (Stalmach ve dig. 2006).
Yenilebilir yaglarda ve gidalarda propil gallat, nordihidroguaiaretik asit, biitillenmis
hidroksianisol, tert-butilhidrokinon ve oktil gallatin belirlenmesi igin floresan

saptamal1 bir HPLC yo6ntemi (Oishi ve dig. 2002) gelistirilmistir.

1.5 Kanser

Kanser, hiicresel homeostazda geri doniisii olmayan bir bozukluk olarak
tanimlanir. Cok faktorld, heterojen metabolik bir hastaliktir. Bu bozukluk, hiicresel
islevlerin kaybi/azalmasi, apoptoz, oksidatif stres, mutasyonlar ve hipoksi gibi igsel
kaynaklarla iligkilendirilebilir; veya sigara ve strese ek olarak radyasyona,
ultraviyole 1sinlarina, kirlilige uzun siire maruz kalma olarak listelenen dig
kokenlerden kaynaklanabilir. Kanser siireci alti ana 6zellik ile dikkat ¢ekmektedir:
(1) kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve farklilagsma, (2) replikatif Oliimsiizlik, (3)
anjiyogenez tesviki, (4) proliferatif sinyalin artmasi, (5) hiicre 6liimiinde direng ve

son olarak (6) metastatik istila (Hanahan ve Weinberg 2011).

Kanser, tiim diinyada 6lim ve morbiditenin baslica nedenlerinden biridir ve
vaka sayisinin siirekli artarak 2030 yilina kadar 21 milyon olacagi tahmin
edilmektedir (American Cancer Society 2016; Siegel ve dig. 2016). Sayisiz
fizyolojik ve biyokimyasal kanserojenler bulunmaktadir, 6rnegin, ultraviyole ve
iyonize 1sinlar; asbestoz ve sigara dumani (Raposo ve dig. 2007); viriis enfeksiyonu
(karaciger kanserine sebeb olan hepatit B, rahim agz1 kanserine neden olan insan
papilloma viriisii gibi) (Lee ve dig. 2007; Tabor 2007); bakteri (mide kanserine
neden olan Helicobacter pylori) (Shiotani ve dig. 2005) ve parazitler (mesane
kanserine neden olan sistozomiyaz) (Vauhkonen ve dig. 2007); gidalara mitotoksin
kontaminasyonu (karaciger kanserine neden olan aflatoksin) (Groopman ve dig.
1996). Bazi kanser tiirleri, oksijen merkezli serbest radikallerden ve diger reaktif

oksijen tiirlerinden kaynaklanmaktadir ¢iinkii bu tiir serbest radikallerin agir1 iiretimi,
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biyomolekiillerde (6rnegin, lipidler, proteinler, DNA) oksidatif hasara neden
olabilmektedir (Poulson ve dig. 1998).

Kanser, 200°den fazla kanser tiirii olan ve her biri birbirinden oldukga farkl
(6rnegin, farkli proteinlerin salgilanmasi, ekspresyonu ve veya mutasyonu) bir grup
oliimciil hastaliktir; bunlardan en yaygin olanlar1t meme, kolorektal, akciger, prostat
ve mide kanseridir. Bununla birlikte, 6liim oranlarinin en yliksek insidansi akciger,
meme, mide, karaciger ve kolorektal kanserlerde goriiliir (Galati ve O'brien 2004;
Russo 2007; Chu 2014; Pecorino 2016). 2011°de Diinya Saglik Orgiitii, kanserin
2008’de diinya genelinde yaklasik 7,6 milyon (%13) 6liime neden oldugunu ortaya
koyan bir Kiiresel Durum Raporu yaymlamistir (Jemal ve dig. 2011; Chu 2014).

1.5.1 Kanserin Molekiiler Biyolojisi

Kanser kavramsal olarak dort adima boliinebilir: tiimor baglangici, tiimor
gelisimi, kot huylu doniisiim ve tiimor ilerlemesi (Kufe ve dig. 2003). Herhangi bir
organin belirli bir dokusunda diizensiz biiylime gdsteren hiicreler, zamanla, daha
fazla mutasyon biriktirebilmektedir. Sonu¢ olarak, tiimdr anjiyogenezinin
olusturdugu damarlar1 ele gegirerek ¢evredeki alanlari istila etme ve uzak bolgelere
metastaz yapma yetenegi elde edilmektedir (Hanahan ve Weinberg 2000; Weinberg
2013). Bu siireg, farkli agsamalarda miidahale etmek i¢in ¢esitli firsatlar sunmaktadir
(Ramos 2007; Pecorino 2008). Epitel hiicrelerinden (karsinom) kaynaklanan
kanserler, mezoderm tabakasindan (sarkom) veya glandiiler dokudan
(adenokarsinomlar) gelenlere kiyasla en yaygin olanidir (%85) (Pecorino 2008).
Tedavi sirasinda tiimdr hiicreleri daha agresif bir fenotipe ilerleyebilir ve geleneksel
antikanser ilaglara direngli hale gelebilir, bu nedenle orijinal etki modlarina sahip
antikanser ilaglar1 6rn. molekiiler hedefli, arzu edilir ve bu nedenle yeni ajanlar
kesfetmek i¢in siirekli ¢abalara ihtiyag¢ vardir. Kanserin biyolojisi ¢ok karmagiktir ve
cevreleyen mikro gevre, tiimor olusumunda esit derecede onemlidir. Farkli kanser
tiirleri, farkli genetik mutasyonlar ve fenotipler kazanir, ancak hepsi olmasa da ¢ogu
kanser tarafindan paylasilan, neoplastik hiicrelerin ¢ok asamali karsinogenezde
ilerlemesini saglayan birka¢ temel yetenek vardir (Hanahan ve Weinberg 2011).

Hanahan ve Weinberg (2000, 2011) tarafindan tanimlanan kanserin ayirt edici
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ozellikleri, terapotik anti-kanser miidahalesi i¢in hedefler olarak umut verici yollari
ortaya koymaktadir (Hanahan ve Weinberg 2000, 2011). Bu ayirt edici ozellikler,
bliylime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik, biliylime Onleyici sinyallere
duyarsizlik, apoptozdan kaginma, siirekli anjiyogenez, doku istilas1 ve metastaz,
smirsiz  replikatif  potansiyel, bagisiklik yikimindan kaginma ve enerji
metabolizmasinin yeniden programlanmasini igermektedir (Hanahan ve Weinberg

2011).

proliferatif buyime
sinyallenmeyi baskilayicilarindan
strdirmek kacinma

hicresel

- bagisiklik
enerjinin

yikimindan
kacinma

hiicre replikatif
olimine blﬁTsUzlm
direng sadlanmas
genom iltihabi
dengesizligi t?$VIk eden
timor

ve mutasyon

anjiyogenezi istila ve
baslatmak metastazi
o aktive etme

Sekil 1. 6: Hanahan ve Weinberg’e gore kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011)

Biiyiime Sinyallerinde Kendi Kendine Yeterlilik: Normal hiicrelerin aksine
doniistliriilmiis hiicreler, stirekli hiicre proliferasyonunu siirdiiren mitojenik biiylime
sinyallerinde kendi kendine yeterlidir. Kanser hiicreleri kendi reseptorleri ilizerinde
bagimsiz olarak hareket eden veya hiicre zar1 iizerindeki protein reseptdrllerinin
seviyesini arttirarak biiylime faktorlerinin dakikadaki normal seviyelerini
yakalamalarin1 saglayan biiylime faktorii ligandlarini iiretebilmektedirler (Adjei

2001).

Biiyiime oOnleyici sinyallere duyarsizhk: Doniistiiriilmiis hiicreler, anti-biiylime
sinyallerine yani komsu hiicrelerin ylizeyinde bulunan ¢06ziinlir biiyiime

inhibitorlerine ve hareketsizlestirilmis inhibitdrlere karsi tepkisidirler, bu nedenle bu
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tiir anti bliylime sinyallerini géz ardi ederek, doniistiiriilmiis hiicreleri kalic1 olarak

aktif bir durumda tutmaktadirlar (Hanahan ve Weinberg 2000).

Apoptozdan kacinma: Homeostaz, dengeli bir hiicre proliferasyonu ve hiicre hasari
seviyesi (0rnegin apoptoz) ile saglanmaktadir. Kanser hiicreleri, tiimdr baskilayici
proteinlerin (TSP’ler) kayb1 ve hayatta kalma proteinlerinin asir1 ekspresyonu gibi
hiicre 6liimiiniin iistesinden gelen cesitli mekanizmalar kazanmaktadir. Ornegin,
dogal tip p53 proteini, bir DNA hasar sensoriidiir ve apoptotik sinyal yolunun bir
bilesenidir. P53 proteini kaybinin (p53 genindeki nokta mutasyonunun bir sonucu)
insan kanserlerinin %50’sinden fazlasinda meydana geldigi ve kolon karsinomlarinin
%75-80’inde her iki p53 alleli bulunmadigr bulunmustur (Levine ve dig. 1991).
P53"in rollerinden biri de, G1/S fazinda gerekli hiicre dongiisti kontrol noktalrinda
durdurarak ve herhangi bir hasarli DNA’ya baglanarak hiicre dongiistiniin bir
diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir, onarim, R noktasin1 (G1/S) gectikten sonra
tiim dongiliye baglanmadan 6nce baglatilabilir. Hasar onarilamazsa, p53 apoptozu
baslatabilir (Levine 1997). Bazi anti-apoptotik Bcl-2 aile {iyelerinin agir1 ifadeleri,
orn. Bcl-2, Bel-XL ve Mcl-1, apoptozu inhibe etmek i¢in gereklidir, dolayisiyla

diizensiz onkojen ekspresyonlarini destekler.

Siirekli anjiyogenez: Kanser hiicreleri, anjiyogenezi baslatabilir ve mevcut kilcal
agdan kan damarlar1 olusturabilir; bu “anjiyojenik anahtar” tiimor biiylimesi ve
metastaz icin hayati Onem tasimaktadir. Timor, aktivatorler (6rn. Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve anjiyojenin) ve inhibitorler (6rn.,
Trombospondin ve anjiyostatin) olarak smiflandirilan kendi anjiyojenik faktor
tedarikini modiile edebilir; iiretim seviyeleri sirasiyla tiimor hiicreleri tarafindan
arttirtlir ve azaltilir (Folkman 1995). Bununla birlikte, VEGF’nin etkisi altinda
olusan tiimor vaskiilatiirii kalitesizdir ve olduk¢a daginiktir ve hipoksiye ve ek VEGF
iiretimine yol acarak daha agresif bir fenotipe yol agmaktadir (Liao ve Johnson

2007).

Doku istilas1 ve metastaz: Doniistiiriilmiis epitel hiicreleri, ‘epitelyal mesenkimal
gecis’(EMT) siireci gibi cesitli siireglerle yerel dokular: iggal edebilir ve metastaz
yapabilir. Metastatik hiicrelerin %0,01°den daha az1 uzak bodlgede kolonizasyonda
basarili olmasma ragmen, kanser Oliimlerinin %90’ indan fazlasindan sorumludur

(Liotta ve Stetler-Stevenson 1991). Bir tiimor hiicresi, konak¢i doku hiicre dist

37



matrisini (ECM) yeniden sekillendirme ve matris metaloproteinazlar (MMP'ler) gibi
proteazlar salgilama kabiliyetine sahip olabilmektedir. Yiiksek MMP seviyeleri, orn.
MMP-2, MMP-9 ve MMP-13, kanser hiicrelerinde tiimor hiicrelerinin birincil
bolgeden ayrilmasini, lenf ve kan damarlarina dogru hiicre gociinti, vaskiiler temel
membranin bozulmasin1 ve vaskiiler liimenin uzak bir bdlgeyi isgal etmesini

kolaylastirabilmektedir (Stamenkovic 2000).

Siirsiz cogaltma potansiyeli (6liimsiizlestirme): Normal hiicreler, sinirli sayida
replikasyona (Hayflick sayis1) ugrayacak ve kromozom kollarinin ucunda bulunan
DNA'nin koruyucu basligi olan telomerlerin (tekrar eden bir DNA dizisi TTAGGGQG)
bozulmast nedeniyle yaslanmaya girecek sekilde kisitlandirilmistir. Sonunda,
kisaltilmig kromozom uglar1 agiga ¢ikacak ve kromozomal fiizyon ve apoptoz ile
sonuclanacaktir (Hayflick 1965). Kanserli hiicrelerin yaklasik %85-90°1,
kromozomlar iizerindeki telomerleri yenilemek i¢in telomerazlarin (DNA polimeraz)
arttirtlmasiyla  6liimsiizlesir, bodylece hiicreler sinirsiz  replikasyon dongiileri

yapabilirler (Hanahan ve Weinberg 2000).

Bagisikhik yikimindan kacinma: Bagisiklik sistemi, tiimor kitlelerini stizerek timor
hiicrelerini Onleyen veya saptayan ve ortadan kaldiran cesitli mekanizmalar
sunmaktadir, 6rnegin tlimorlerin %20’sini olusturan viriis kaynakli tiimorleri ortadan
kaldirmak. ikinci olarak, enflamasyon sirasinda EMT ve ROS’u kolaylastiran birgok
bliyime faktorii, hayatta kalma faktorii, pro-anjiyojenik faktdr ve enzimler, timdor
mikrogevresine salinir ve tiimdr olusumuna ve ilerlemeye katkida bulunmaktadir
(Hanahan ve Weinberg 2011). Ayrica, tiimdre oOzgli antijenleri veya stresle
indiiklenen antijenleri eksprese eden tiimor hiicrelerinin saptanmasi ve ortadan
kaldirilmas1 kavramina dayanan ve tiimor hiicreleri ile immiin sistem arasindaki
iliskiyi tanimlayan ‘immiin immiino diizenleme’, ii¢ asamadan olusur: belirlenen
eliminasyon, denge ve kacis. Ilk olarak bagisiklik sistemi, saptanan tiimdr hiicrelerini
ortadan kaldiracaktir, ancak eliminasyon sadece kismi olabilir, bu nedenle geri kalan
tiimor hiicreleri bir denge durumunda tutulabilir. Bununla birlikte bagisiklik sistemi,
bliylimeye devam eden ve antijen ekspresyonuna donilisen baska degisiklikler
biriktiren tiim tiimdr klonlarini ortadan kaldirmaya devam edecektir. Eliminasyondan
kacan tiim timdr klonlar1 daha direnglidir ve bagisiklik gozetimine baskin gelir

(Swann ve Smyth 2007).
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Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi: Kanser hiicresi metabolizmasi
orani, ek kanser Ozelliklerine doniisebilen genetik degisikliklerin ve kararsizligin
daha fazla birikmesiyle sonuglanan hizli neoplastik hiicre g¢ogalmasi oranim
desteklemelidir. Kanser hiicrelerinin bir altpopulasyonu, oksijen varliginda bile
“degistirilebilir” metabolizmalar1 glikolize yeniden programlayabilir ve aktive
edilmis onkogenler Ras, Myc, P13K (fosfotidilinositol-3-kinaz) ve mutasyona
ugramis TSP’ler, p53, PTEN (fosfataz ve tensin homologu) ve NF-1
(norofibromatozis tip 1) ile iliskili oldugu gosterilmistir (Warburg 1956; Kroemer ve
Pouyssegur 2008). Cesitli biyosentetik yolaklar i¢in saglanan glikolitik ara
maddelerin yaninda glikoz tasiyicilarin ve glikolitik yolak enzimlerinin artiginin bir
sonucu olarak; glikolizin kabul edilmesi, yeni hiicre olusumu i¢in makromolekiil ve
organel saglamak gibi kanser hiicreleri i¢in ¢esitli avantajlar sunabilmektedir (Hsu ve

Sabatini 2008; Hanahan ve Weinberg 2011).

1.6  Apoptoz

Apoptoz baslangicta hiicre kiiclilmesi, zar kabarciklanmasi, kromatin
yogunlagmast ve niikleer pargalanma gibi morfolojik 6zellikleriyle tanimlanmistir
(Kerr ve dig. 1972; Wyllie ve dig. 1980; Kerr ve dig. 1994). Apoptozun gen
yonlendirmeli bir program oldugunun farkina varilmasi, gelisimsel biyoloji ve doku
homeostazin1 anlamamiz i¢in derin etkilere sahiptir, ¢linkii bu, hiicre sayilarinin
hiicre hayatta kalmasi etkileyen faktorlerin yani sira ¢ogalmayi ve farklilasmay1
kontrol eden faktorler tarafindan diizenlenebilecegini de ima eder. Dahasi, apoptozun
genetik temeli, diger herhangi bir metabolik veya gelisimsel program gibi hiicre
oliimiiniin mutasyonla bozulabilecegini ima eder. Aslinda, apoptotik yolaklardaki
kusurlarin artik norodejeneratif bozukluklardan maligniteye kadar bir dizi insan
hastaligina katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Thompson 1995). Apoptozun kotii
huylu fenotipi etkileyebilecegi fikri 1970’lerin basina kadar uzanmaktadir.

Programli hiicre 6liimiiniin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan intihar programinin cesitli
sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi olaylarla aktive olmasiyla

baglamaktadir (Hampton 1998). Ayrica apoptoz mekanizmasi, uyarana ve hiicre
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tipine gore farkliliklar gostermektedir. Apoptozu etkileyen hiicre i¢i uyaranlar genel
olarak: biiyiime faktorleri, onkojenler, timdr slipresdr genler olmak iizere ii¢ ana
grupta toplanabilir (Hizel 1997). Apoptozu etkileyen uyaranlarin bazilari su sekilde
siralanabilir: biiyiime faktorlerinin geri cekilmesi, sitokinler, hiicre ici kalsiyum
miktarindaki artig, tiimor nekroz faktdr (TNF), TGF (Transforming Growth Factor),
Fas/FasL sisteminin aktive olmasi, DNA hasar1 nedeniyle bir timoér siipresér gen
olan p53'iin aktive olmasi, viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler gibi
(Hizel 1997; King ve Cidlowski 1998; Israels ve Israels 1999; Biiylikgebiz ve
Caferler 2001).

1.7  Apoptotik Yolak

Programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz, embriyonik gelisim,
bagisiklik sistemi islevi ve c¢ok hiicreli organizmalarda doku homeostazinin
stirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir (Kerr ve dig. 1972; Ellis ve dig. 1991; Jacobson ve
dig. 1997). Apoptozun diizensizligi, ndrodejeneratif hastaliklar, otoimmiinite ve
kanser dahil olmak iizere ¢ok sayida patolojik durumlart kapsamaktadir. Memeli
hiicrelerindeki apoptoz, kaspazlar olarak bilinen bir sistein proteaz ailesi tarafindan
yonetilmektedir (Alnemri ve dig. 1996). Apoptotik programi kontrol altinda tutmak
icin kaspazlar baglangicta hiicrelerde inaktif prokaspaz onciilleri olarak eksprese
edilir. Kaspaz-8 ve kaspaz-9 gibi baslatici kaspazlari oligomerizasyon ile aktive
edildiginde, kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 gibi efektor kaspazlarin 6nciil formlarim
aktive etmektedir (Salveseb ve Dixit 1997; Cryns ve Yuan 1998; Thornberry ve
Lazebnik 1998). Aktive edilmis efektor kaspazlari sirayla spesifik bir hiicresel
substrat grubunu ayirarak apoptotik fenotip ile iligkili iyi bilinen biyokimyasal ve
morfolojik degisikliklere yol agmaktadirlar (Thornberry ve Lazebnik 1998). Kaspaz
aktivasyonunun tetiklendigi iki yolak vardir - digsal ve icsel apoptotik yolaklar.
Dissal yolak, 6liim reseptorlerinin hiicre ylizeyine baglanmasiyla aktive edilmektedir.
FASL ve timor nekroz faktorii (TNF) gibi ligandlarin sirasiyla FAS ve TNF
reseptoriine (TNFR) baglanmasiyla, oliimle indiiklenen sinyallesme kompleksinin
(DISC) olusumunu indiiklemektedir. DISC olusumu, prokaspazi aktive ederek
kaspaz-8’in olusmasim saglamaktadir (Budihardjo ve dig. 1999; Coskun ve Ozgiir

2011). Prokaspaz- 8, kaspaz-8’in aktive olmasina ve bunun sonucunda kaspaz 3’iin
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dolayli ve direkt olarak aktive olmasina sebeb olmaktadir. Aktiflesen kaspaz-8
kaspaz-3’ii direkt aktive edebildigi gibi, Bid aktivasyonunu engelleyerek de kaspaz-9
ve kaspaz-3’iin aktiflesmesine sonu¢ olarak CAD aktivasyonu ve DNA
fragmantasyonuna neden olmaktadir (Adams ve Cory 2001; Curtin ve Cotter 2003;
Spierings ve dig. 2004).

Digsal yolaklardan bir digeri ise radyasyon gibi bir uyart sonucu
sfingomyelinazin artisinin sfingomyleni seramide doniistiirmesi ile baslamaktadir.
Biriken seramidler seramidaz ile sfingozini olusturmaktadir. Bu durum Bid’i

indiikleyerek apoptoza yol agmaktadir (Ross ve Pawlina 2011).

Sitotoksik T lenfositleri patojen enfeksiyonunda hedef hiicreler ile birleserek
perforinlerin salinmasina neden olur bu da hiicre zarinda por olusumuna sebeb
olmaktadir. Por olusumu hiicre i¢ine Cat++ girisine ve kaspaz aktivasyonunu
saglayan Granzim B’nin vezikiillerden salinimina yol agmaktadir. DNA hasar1 ve
apoptozla sonuclanan bu sistem Granzim-Perforin sistemi olarak bilinir (Ross ve

Pawlina 2011).

®

L
FasL Dis Olim Reseptorleri Yolag: m‘t I

dedyttandidivatitedtedl Ittt ] E B
S L R UG E W

FADD 4 TRADD “4 TRADD clAP1/2

. FADD pip —— RIP TRAF2/S
I¢ Mitokondriyal Yolak - 1 I Complex |
*
e o=
Bel2 >
d B

\ "’“’"‘\m-‘n
T
: Apf-1

DISC

/ \
2
Apop‘(olomo
»
l
N
'
2

Mitochondria
L

Pro-survival |

-—i IAPs —— Apoptosis |— | o nes

Sekil 1. 7: Apoptozun i¢ ve dis yolaklart (Zhou ve Li 2015’den uyarlanmistir)

41



Igsel yolak, biiyiime faktorlerinin yetersizligi, hipoksi, DNA hasar1 ve
onkogen indiiksiyonu gibi c¢esitli hiicre dis1 ve hiicre ici streslerle tetiklenir. Bu
streslere yanit olarak iletilen sinyaller esas olarak mitokondri {izerinde
birlesmektedir. Dig mitokondriyal zarin gegirgenlesmesine (Kluck ve dig. 1999),
sitokrom ¢ ve diger proapoptotik molekiillerin salinmasina, apoptozomun olusumuna
neden olan bir dizi biyokimyasal olay indiiklenir - sitokrom c, apoptotik proteaz
aktive edici faktor 1 (APAF1) igeren biiyiik bir protein kompleksi ) ve ATP kaspaz-9
- ve kaspaz aktivasyonu (Vousden ve Lu 2002). Bu siiregler arasinda, Bcl-2 ailesinin
anti-apoptotik iiyelerinin apoptotik 6liime dogru yiirliylisiinii durdurabilecegi igin
yalnizca gecirgenlestirme asamasi diizenlenir (Cory ve Adams 2002). Bununla
birlikte, sitokrom c salindiginda, kaspaz aktivasyonunun asagi akis dizisi geri

dondiiriilemez (Liu ve dig. 1996; Goldstein ve dig. 2000).

Apoptoz mekanizmasi iki yolakla gerceklesmektedir; i¢ yolak ve dis yolak. i¢
yolak, DNA fragmantasyonu, Ca™ artisi, hiicre dongiisii aksakliklar1 hipoksi gibi
hiicre igi sinyallerle uyarilmaktadir. i¢ yolagin uyarilmas Bid; antiapoptotik Bcl-2’yi
inaktive eder ve Bax ve Bak genlerini aktiflestirir. Bu genlerin aktiflesmesi
mitokondri zarinda por olusumuna neden olmaktadir. Por olusumu ise sitokrom c
salinimini  arttirmaktadir.  Sitokrom ¢, Apafl ve ATP birleserek apoptozom
kompleksini olusturmaktadir. Apoptozom olusumu kaspaz 9’u aktiflestirirken,
kaspaz 3’lin aktivasyonunu arttirir ve bunun sonucunda DNA fragmantasyonu

gerceklesir (Palmer ve dig. 2000; Smaili ve dig. 2000; Adams ve Cory 2001).
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Oliim Sinyalleri “Oliim reseptorleri” Yasamsal faktorlerin geri cekilmesi Radyasyon, sitotoksikler

(Fas, TNF vb) (interlokin-3, growth faktorler vb)
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Sekil 1. 8: Apopotoz mekanizmalar: (Tomatir 2003)

1.7.1 Kaspaz Ailesi

Kaspaz ailesi, korunmus sistein aspartik spesifik proteazlari icerir ve kaspaz
ailesinin iiyeleri, apoptozun diizenlenmesinde onemli Sl¢iide 6nemlidir (Kuranaga
2012). Memelilerde 14 farkli kaspaz vardir ve bunlar temelde su sekilde
gruplandirilabilir;

* Baslatici kaspazlar: kaspaz-2, -8, -9 ve -10

*  Efektor kaspazlar: kaspaz-3, -6, -7 ve -14

* Sitokin Aktivatérleri: kaspaz-1, -4, -5, -11, -12 ve - 13 (Shi 2002; Chowdhury
ve dig. 2008).

Yapisal olarak, baslatic1 kaspazlar, 90’dan fazla amino asit igeren kaspaz alim
alanlar1 (CARD’lar) olarak bilinen uzun N-terminal 6n alanlara sahipken, efektor
kaspazlar, 20-30 amino asit dahil olmak iizere 6liim efektor alan1 (DED) olarak
bilinen daha kisa dizilere sahiptir. Kaspazlar ilk once zimojenler olarak
sentezlendiklerinden, daha sonra apoptotik siire¢ sirasinda aktive edilirler. Baslatici
kaspazlar1 kendiliginden aktive olurken, efektor kaspazlari, i¢ bolinmeler yoluyla
baslatic1 kaspazlar tarafindan aktive edilir (Yan ve Shi 2005). Apoptozdan ziyade,
kaspaz aile {yelerinin ¢ogu hiicresel proliferasyonda, hayatta kalmada ve
inflamasyonda islevsel role sahiptir, ancak bazilar1 apoptoz icin gereklidir (Los ve

dig. 2001; Martinon ve Tschopp 2004).
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[k tanimlanan kaspaz olan kaspaz-1, interlokin-1b isleme enzimidir (ICE) ve
Ced-3 homologu olarak bilinir (Los ve dig. 1995). Kaspaz-1, kaspaz ailesinin sitokin
aktivatdr grubunda yer alir ¢ilinkii; enflamatuar sitokinler, pro-IL-1b ve pro-IL-18,
kaspaz-1 icin ana substratlardir (Martinon ve Tschopp 2004). Kaspaz-1 apoptotik
sinyalleme i¢in gerekli olmasa da, iltihaplanma siirecinde 6énemlidir (Fantuzzi ve dig.

1998).

Ikinci belirlenen ve CARD iceren kaspaz-2, DNA hasarinda, metabolik
bozukluklarda ve ER stesine bagli apoptozda dnemli role sahiptir (Vakifahmetoglu
ve dig. 2010). Kaspaz-2, hem kaspaz-3 hem de kaspaz-8’in bir substrati olarak bilinir
(Van de Craen ve dig. 1999; Paroni ve dig. 2001). Kaspaz-2'nin fonksiyonel

ozellikleri hala tam olarak acikliga kavusturulmamistir (Kiraz ve dig. 2016).

Kaspaz-3, -6 ve -7, efektdr kaspaz grubunda yer alir ve apoptotik siirecte
benzer sekilde hareket ederler (Degterev ve dig. 2003). Kaspaz-3, hem digsal hem de
icsel apoptotik yollarla aktive edilir (Porter ve Janicke 1999). Kaspaz-3’ten ziyade
kaspaz-6 ve -7 hakkinda sinirli bilgi olmasma ragmen, kaspaz-3 baskilamasi
apoptozun engellenmesine neden olurken, kaspaz-6 ve -7'nin baskilanmasinin
apoptotik siireci onemli Ol¢iide etkilemedigi bilinmektedir (Slee ve dig. 2001).
Dahasi, kaspaz-3’iin PARP boliinmesi ve apoptozun ayirt edici 6zellikleri olan DNA
fragmantasyonu i¢in ¢ok dnemli oldugu bildirilmistir (Lakhani 2006).

Kaspaz ailesinin islevsel olarak iyi bilinen iiyesi kaspaz-8, TNF ile
indiiklenen ekstrinsik apoptotik yol i¢in ¢ok onemli bir faktordiir (Ghavami ve dig.
2009). Pro-kaspaz-8, DISC'ye FADD tarafindan alimir ve dimerizasyon veya
trimerizasyon, karsilikli boliinme yoluyla pro-kaspaz-8 aktivasyonunu tetikler.
Kaspaz-8 ise kaspaz-3, -7, Bid ve ayrica Niikleer Faktor Kabba B (NF-kB)'yi ayirir
ve etkinlestirir (Carrington ve dig. 2006; Ghavami ve dig. 2009).

Bagslatici kaspaz olan kaspaz-9, mitokondriyal yolda apoptozom kompleksinin
olusumu i¢in Onemli bir faktordiir. Sitokrom c¢, mitokondriden salindiginda,
sitoplazmadaki sitokrom c i¢in reseptdr olan Apafl'e baglanir (Rodriguez ve
Lazebnik 1999). Sitokrom-c ve Apaf-1 apoptozom olusturur ve ardindan pro-kaspaz-
9, Apaf-1'e baglanir. Daha sonra pro-kaspaz-9, karsilikli boliinme yoluyla aktive

edilir ve bu sekilde apoptozom kompleksi de aktive olur. Daha sonra kaspaz-3, aktif
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apoptozom kompleksinde bulunan kaspaz-9 araciligiyla boliiniir ve aktive edilir (Qin

ve dig. 1999).

1.7.2 Bcl-2 Ailesi

Apoptotik sinyallemenin diizenlenmesinde 6nemli roller oynayan Bcl-2 aile
iiyeleri ii¢ alt aileye ayrilmistir; (i) hayatta kalma yanlisi alt aile iiyeleri (Bcl-2,
BceIXL, BelW, MCLI1 ve BFL1/Al), (ii)) BH3-yalnizca apoptotik alt aile iiyeleri
(Bad, Bim, Noxa ve Puma9) ve (iii) pro-apoptotik araci alt aile iiyeleri (Bax ve Bak)
(Gross ve dig. 1999; Czabotar ve dig. 2014). Yalnizca BH3 alt aile iiyelerinin
iyeleri, biiyiime faktorii yoksunlugu ve DNA hasar1 gibi stres kosullar1 altinda aktive
olur. Yalnizca aktif BH3 proteinleri, pro-apoptotik alt aile iiyelerinin iiyelerinin
aktivasyonunu tesvik eden baglanma yoluyla hayatta kalma yanlis1 alt familyanin

iiyelerini inaktive eder (Green ve Kroemer 2004).

Mitokondri dis zarinda, endoplazmik retikiilimde ve c¢ekirdek zarinda
bulunan antiapoptotik aile iiyeleri por olusumunu denetleyerek iyon gegisini
diizenlemektedirler. Ayrica AIF ve sitokrom-c salinimini engelleyerek apoptozu
inhibe ederler. Apoptotik ve pro apoptotik iiyeler ise sitokrom-c ve AIF saliimim
arttirarak apoptozu indiiklemektedirler (Adams ve Cory 2001, Adrain ve Martin
2001, Spierings ve dig. 2004).

1.7.3 TNF Ailesi

Apoptozu tetiklemenin en Onemli yollarindan biri, TNF siiper ailesinde
smiflandirilan ve ayrica TNF, TRAIL ve Fas ligand1 (FasL) gibi ligandlar da dahil
olmak iizere Oliim reseptorleri (DR’ler) aracilifiyla gergeklesir (Bhardwaj ve
Aggarwal 2003; Mahmood ve Shukla 2010). Apoptozun bu ligandlar tarafindan
indiiksiyonu, spesifik membran reseptorlerine baglanarak baslatilir (Ashkenazi ve
Divit 1998). TNF siiper ailesinin, viicutta iltihaplanma, apoptoz, proliferasyon ve
istila dahil olmak tizere olduke¢a farkl: siire¢lerde islev goren 19 ligand ve 29 reseptor
icerdigi bilinmektedir (Aggarwal ve dig. 2012). TNFR siiper ailesinin tiim tiiyeleri

genel olarak trimerik tip I trans-membran proteinleri olmasina ve sistein agisindan
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zengin hiicre dist alt alanlara sahip olmasina ragmen, aslinda birincil yapilarinda
farklidirlar, bu da onlar1 ligandlarini spesifik ve ayricalikli bir sekilde tanimak igin
benzersiz kilar (Naismith ve Sprang 1998). Bu DR'ler ayrica apoptotik sinyallerin
hiicre ylizeyinden hiicre i¢i sinyal yollarina iletilmesinden sorumlu olan homolog bir
sitoplazmik sistein acgisindan zengin "DD" igerir (Fulda ve Debatin 2004). Ciinkii,
FADD ve TRADD gibi adaptor molekiiller, DR'lerle etkilesime girmek i¢in bu 6lim
alanlarina sahiptir. TNF stiper ailesine dahil edilen ligandlar, kovalent olmayan
baglanma yoluyla homotrimerlerin olusumunda rol oynayan ortak bir hiicre dig1 TNF
homoloji alanin1 (THD) paylasir. Cogu TNF ligandinin hiicre dis1 alani, tip II trans-
membran proteinleri olarak sentezlenmis olsalar bile, ¢oziiniir bir ligand yapmak igin

proteolitik boliinmeye ugrar (Bremer 2013).

1.7.4  Fas Hiicre Zar1 Oliim Reseptorii

Fas hiicre yiizey oliim reseptorii (FAS) ve Fas ligandi (FASLG) genleri
tarafindan kodlanan proteinler, TNF siiper ailesinin iyeleridir. CD95/APO-1/DR2
olarak da bilinen Fas, 48 kDa’lik molekiiler agirliga sahip en iyi ¢alisilmis DR'lerden
biridir. Fas geni, ekson 6'nin trans membran alanin1 kodladig1 dokuz eksonlu insan
kromozomu 10 iizerinde yaklasik 25 kb kaplar (Behrmann ve dig. 1994). Bir DD
iceren bu reseptor, programlanmig hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar ve kanser gibi cesitli malignitelerin patogenezinde rol oynar. Ote yandan,
FasLG geni, T hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii hiicreler gibi aktive edilmis bagisiklik
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan FasL (CD95L) ad1 verilen bir tip II trans membran
proteinini kodlayan insan kromozomu 1 iizerinde bulunur (Bremer 2013). Bu nedenle
Fas/FasL etkilesimi, genellikle bagisiklik hiicreleri tarafindan kanser gelisimini
onlemek i¢in kullanilan, enfekte olmus ve doniistiiriilmiis hiicrelerin ortadan
kaldirilmasiyla sonuglanir. Ana yapisal degisiklikler, DD araciligiyla FADD'yi
baglayan DD reseptoriinde gerceklesir. Daha sonra FADD, pro-kaspaz-8 ve -10 ile
etkilesime girer. Bu kaspazlarin otomatik bdliinme yoluyla aktivasyonundan sonra,
bunlar sitozolde aktif kaspazlar olarak salinirlar ve apoptotik hiicre 6liimiine neden
olurlar. CD95/FADD/kaspaz-8/-10 kompleksi, DISC olarak adlandirilir ve "6liime

neden olan sinyallesme kompleksi" anlamina gelir (Tauzin ve dig. 2012).
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1.8 Bitkilerin Tibbi Kullanimi

Tarih Oncesi kanitlar, insanligin ¢esitli semptomlarin yani sira iyi huylu ve
kotii huylu hastaliklari tedavi etmek icin dogal {irtinler kullandigini ortaya koymustur
(Samuelsson ve Bohlin 2001; Cragg ve Newman 2005; Sneader 2005). Siimerler ve
Akkadlardan gelen yaklasik M.O. 2600 tarihli eski kayitlar, yaklasik 1000 bitkinin ve
yag, re¢ine ve meyve suyu gibi tiiretilmis maddelerin kullanimlarin1 anlatmaktadir
(Samuelsson ve Bohlin 2001; Ji ve dig. 2009). Atalarimiz agriy1 hafifletmek igin
belirli bitkileri ¢ignemekteydiler, bitkileri yaralari iyilestirmek i¢in tentlir veya
pansuman olarak ayrica zehir olarak da kullanmaktaydilar (Samuelsson ve Bohlin
2001; Harvey 2007). Bitkiler, hayvan organlar1 ve baz1 minerallerden olusan 700’den
fazla ilag ve 800’den fazla formiil igeren ve M.O. 1550-2900 yillarina dayanan Misir
Ebers Papiriisii gibi hayatta kalan birkag¢ eski regete, hala hastaliklarin bitki temelli
tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Yaklastk M.O. 1100 tarihli Cin Materia Medica,
hastaliklarin  tedavisinde 600’den fazla bitkinin kullanildigini anlatmaktadir
(Newman ve dig. 2000; Karou ve dig. 2007). Diinya Saghk Orgiiti (WHO),
geleneksel tibb1 (TM) “bitki, hayvan ve/veya mineral bazli ilaglari, ruhsal terapileri,
manuel teknikleri ve refahi siirdiirmek i¢in, hastaligi tedavi etmek, teshis etmek veya
onlemek amaciyla tek basina veya kombinasyon halinde uygulanan egzersizleri
iceren yerel uygulama” olarak tanmimlamaktadir (Zhang 2002). Geleneksel tip bazi
iilkelerde “Tamamlayict ve Alternatif Tip” olarak da bilinmektedir (Balunas ve
Kinghorn 2005; Lamari ve Cordopatis 2008). Su anda basta gelismemis iilkelerde
olmak iizere, diinya niifusunun tahminen %80’inin, geleneksel tibb1 birincil saglik
bakimi olarak kullandigi rapor edilmektedir (Zhang 2002). Oysa diinya niifusunun
geri kalan %20’si, basta gelismis iilkeler olmak iizere, dogrudan dogal iiriinlerden
elde edilen veya yar1 sentetik dogal {iiriinlerden tasarlanan receteli ilaglardan
olusmaktadir (Cragg ve Newmann 2001). Insan tiiketimi ve hastaliklarin tedavisi igin
dogal firtinlerin kullanimiyla ilgili genis bir kayit oldugundan, bitki materyallerinin
biyolojik olarak aktif terapotik bilesikler i¢in bir kaynak olarak aragtirilmasi
mantiklidir (Lee ve Schneider 2001).

Bitkisel ilag tarifleri zengin fitokimyasal kaynaklardir (fifo- Yunanca bitki) ve
bu nedenle potansiyel ila¢ endiistrisi i¢in zengin kaynak saglamaktadir (Liu 2004).

Aktif fitokimyasallar1 belirlemek icin bitkisel recetelerin bilimsel aragtirmasiyla
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birlikte dogal iiriinlerin yerli gruplar tarafindan kullanimimin goézlemlenmesi,
etnofarmakoloji ad1 verilen bir alanin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (Samuelsson
ve Bohlin 2001). ilaglarin esas olarak dogal iiriinlerle smirli oldugu 18. yiizyilda
Johann Adam Schmidt (1759-1809), ila¢ bilgisi ve ‘“etnobotanik tip” alanini
birlestirerek “farmakognozi” terimini tanimlamistir (Fabricant ve Farnsworth 2001;
Samuelsson ve  Bohlin 2001; Balunas ve Kinghorn 2005). Sonug¢ olarak,
farmakognozi, etnobotani, fitokimya, biyokimya, organik kimya, taksonomi ve
farmakoloji gibi ¢esitli disiplinleri dahil etme yOniinde ilerlemistir. Her disiplin, bitki
tiirlerinin dogru tanimlanmasina (bitki se¢imi), bitki materyallerinin ¢ikarilmasina,
biyolojik aktivitenin dogrulanmasina ve yeni aktif bilesiklerin izolasyonuna ve yapi
aciklamasina veya halihazirda bilinen aktif bilesiklerin bilesik veri tabanlari iizerinde
dogrulanarak (dereplikasyon); bu “molekiiler farmakognozi” olarak adlandirilir,
katkida bulunur. Molekiiler farmakognozi; yeni yapilar, biyolojik aktivite ve hedefler
bulma sansin1 artirmak i¢in dogal olarak olusan yapi-aktivite iliskilerini (SAR) bir
ilag potansiyeli ile arastiran disiplin olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1.9) (Bruhn ve

Bohlin 1997).

Bitki secimi
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Sekil 1. 9: Molekiiler farmakognozi i¢in agiklayict model (Bruhn ve Bohlin 1997)
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19. yiizyilin basinda, tiim ilaclarin yaklasik %80°’1 kok, yaprak ve/veya agag
kabugu gibi farkl1 bitki boliimlerinden elde edilmistir (McChesney 2007). Ornegin,
Solanum dulcamara L. kabugu 6ziitii, Cin’de geleneksel tipta agriy1 hafifletmek igin
analjezik Ozellikleri nedeniyle kullanilmistir (Yu ve dig. 2008). 19. yiizyilin
sonlarinda, aspirin (veya asetilsalisilik asit), Salix alba L. kabugundan gelistirilmistir.
Aspirin, doganin ilag gelistirmedeki énemini vurgulayan kiigiik agrilarin giderilmesi
icin iretilen ilk sentetik farmasotik ilagtir (Mehlman ve dig. 1971; Harvey 2007;
Lamari ve Cordopatis 2008). Dogal {irlinlere dayali onayli ilaglar arasinda artemether
(Cin’de gelenkesel tipta kullanilan Artemisia annua L.’den (Asteraceae) izole
edilmistir), galantamin (Galanthus woronowii Losinsk. (Amaryllidaceae)’den izole
edilmistir), kalolid A (Calophyllum lanigerum var. austrocoriaceum (Whitmore)
P.F.Stevens’dan (Clusiaceae) izole edilmistir), Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) bulunan nitisinon (Callistemon citrinus Stapf. (Myrtaceae)’den izole edilen
mesotriondan modifiye edilmistir); sitma, Alzheimer, HIV/AIDS ve tirozinemi gibi
hastaliklar i¢in kullanilmistir (Balunas ve Kinghorn 2005). Ulkemizde de son yillarda
tibbi amagh kullanilan bitkilere verilen 6nem ve ilgili ¢alismalarin sayisi artmistir
(Bager ve dig. 1986; Malyer ve dig. 2004; Comlekgioglu ve Karaman 2008;
Monteiro ve dig. 2010; Polat ve dig. 2011; Tuluk¢u ve Sagdig 2011; Selvi ve dig.
2012; Canli ve dig. 2016; 2017*>%9, 2019; Bozyel ve Merdamert 2018; Bozyel ve
dig. 2019). Tibbi bitkilerin terapotik ajanlar olarak potansiyeli, tlirlerden tiire enlem,
boylam, yiikseklik, yas, iklim ve mevsime gore degisen, iclerindeki aktif
fitokimyasallarin kalitesine ve miktarina baghdir. Farmakolojik fonksiyonlar ve
seviyeleri bitki parcalarina gore degismektedir. Bu biyoaktif fitomolekiiller,
antikanser terapdtiklerinde de kullanilabilir, ancak yine de daha fazla arastirma
gerektirmektedirler. Aktif fitomolekiillerin saflagtirilmasi, kombinatoryal analizler,
izolasyon deneyleri ve biyoanaliz kilavuzlugunda fraksiyonlama gibi ¢esitli
stratejiler icerebilmektedir. Cesitli analitik tekniklerle biyoanaliz rehberliginde
fraksiyonlama, biyoaktif bilesikleri bilesiklerin karistmindan ayirmak igin
kullanilmaktadir. Dogrulugu kanitlanmis biyolojik aktivitelerle dogal ekstraktlaarin
test silireci baslamaktadir. Daha sonra TLC, HPLC, FTIR, Kiitle spekstroskopisi ve
NMR gibi analitik tekniklerle ekstraktlarin aktif bilesenleri tespiti ve izolasyonu
yapilir. Ayristirmada polarite  6zelligini  kullanmak ic¢in farkli ¢dziiciilerin
kullanilmasi gerekmektedir. Fraksiyonlama i¢in Superdex, Sephadex, Silica veya

baska uygun matris kullanilmaktadir. Tibbi bitkilerde bulunan dogal bilesiklerin
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tespiti i¢in kullanilan, vanillinesiilfiirik asit gibi pek ¢ok boyama maddesi vardir. Bu
prosediirler degisebilir ancak biyoaktif bilesiklerin safligi, kalitesi ve miktari
olabildigince yiiksek olmalidir ve bu, yliksek kaliteli ¢oziiciiler, matrisler ve dikkatli
kullanimla saglanabilmektedir. Bu fitomolekiillerin saflastirilmasindan sonra, in vitro
veya in vivo antikanser etkileri agisindan incelenmelidir. Molekiil tarafindan daha iyi
bir antikanser o0zelligi elde edilirse, diger farmakokinetik, farmakodinamik,
immiinojenisite, metabolik kader, biyogiivenlik ve yan etkiler, ila¢ etkilesimleri, doz
konsantrasyonu vb. gibi hususlar, gelecekteki ila¢g tasarimi ig¢in arastirilmalidir.
Biyoaktif bilesik sentezi, optimizasyonu, karakterizasyonu, testi ve bir kanser
terapotik ajani1 olarak potansiyel uygulamanm ayrintili semast Sekil 1.10°da

gosterilmektedir (Igbal 2019).
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Sekil 1. 10: Antikanser fitokimyasallarinin sentezi, optimizasyonu, karakterizasyonu ve kanser
terapotik ajani olarak ileriye doniik kullaniminin ayrintili semas: (Igbal ve dig. 2017’den
uyarlanmstir)
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1.8.1 Antikanser Ajam Olarak Bitkiler

Son zamanlarda, bitkisel kaynaklarin kullanildigi alternatif tip, modern
insanlar tarafindan kabul edilmistir. Bitki sadece saglik bakim rejimlerinin bir pargasi
olarak kullanilmamakta, ayn1 zamanda diyabet, hipertansiyon ve kanser gibi kronik
hastaliklar1 olan hastalar icin dogal temelli tedavi gorevi de gormektedir. Ornegin,
kanser hastalarinin %60’ 1ndan fazlas1 alternatif bir tedavi olarak vitamin veya bitki
tiikketmektedir (Sivalokanathan ve dig. 2005; Madhuri ve Pandey 2008). Ozellikle
kanser tedavisinde bitkilerle iligkili terapotik etkilerin oldugunu bildiren pek c¢ok
bilimsel makale bulunmaktadir. Ornegin, Eurycoma longifolia Jack’dan izole edilen
bir bitki bilesigi olan eurycomanone, apoptoz yoluyla hepatoseliiler karsinom
(HepG-2) hiicre hattinin proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Zakaria ve dig.
2009). Igbal ve dig. (2017) yaptiklar1 derleme calismada, tibbi bitkiler, familyasi,
kullanilan kismi ve spesifik antikanser fitokimyasal tiirii ve in vitro ve in vivo
caligmalar ile belirlenen bazi kanser tiirlerine karsi etki mekanizmalar1 hakkinda

ayrintili bilgiler toplanmis ve tablo olarak verilmistir.

Alkaloidler, flavonoidler, lignanlar, saponinler, terpenler, taksanlar,
vitaminler, mineraller, glikozitler, zamklar, yaglar, biyomolekiiller ve diger birincil
ve ikincil metabolitler gibi ¢esitli bitki iirlinleri, kanser hiicresini aktive eden
proteinleri, enzimleri ve sinyal yollarin1 inhibe etmede ya da DNA onarim
mekanizmasini, Bax, Bid, Bak proteinlerini aktive etmede, koruyucu enzimlerin
olusumunu uyarmada (Caspase-3, 7, 8, 9, 10, 12) ve antioksidan enzimleri (GSH,
GST) uyarmada Onemli roller oynamaktadir. Yukarida bahsedilen proteinler,
enzimler ve sinyal yollar1 tizerindeki etkinlikleri agisindan bitkisel bilesenler giiglii

antikanser etkiler gostermektedirler (Thakore ve dig. 2012; Tariq ve dig. 2017).

1.9 Bitki Galleri ve Gal Olusumu

Bir¢ok bocek tiirii, bitki gelisimini, bu boceklere benzersiz, gelismis yiyecek
ve diigmanlardan ve elementlerden korunma saglayan gal adi verilen benzersiz
organlar olusturacak sekilde yeniden yonlendirme yetenegini elde etmistir. Bitki
galleri, bir viriis, mantar, bakteri, nematod veya eklembacakli olabilen bir parazite
tepki olarak olusan benzersiz organlardir (Redfern 2011). Bocekler arasinda, gal
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olusturma yetenegi, bagimsiz olarak birgok kez alt1 sube halinde geligmistir (Dreger-
Jauffret ve Rohfritsch 1992; Redfern 2011). Galler, hiicre hipertrofisi (hiicrelerin
hacim olarak artmasi) ve tek bir dokunun hiperplazisinden (hiicrelerin sayica
artmast), 0zel iglevlere sahip birkac¢ doku tipini igeren oldukca organize ve karmasik
organlarin gelisimine kadar degisen fenotipik olarak son derece ¢esitlidir (Stone
1998; Nyman 2000; Harper ve dig. 2004). Galler, herhangi bir bitki dokusunda
geligebilir, ancak biiylik ¢ogunlugu yapraklarda goriilmektedir (Dreger-Jauffret ve
Rohfritsch 1992). Yaprak galleri, doku farklilagmasi olmayan basit kivrimlar ve
kalinlagsmalardan buklelere, keselere ve bocegi farklilasmis bir organ iginde tamamen
saran Ortiilii gallere kadar bir karmasiklik gradyani boyunca siniflandirilmistir. Daha
karmagik galler, gelistikleri bitki dokularindan olduk¢a farklidir ve bdcegin
beslendigi 6zel bir besleyici dokuya doniisiirler (Redfern 2011). Normal bitki
organlar1 kadar yiiksek diizeyde organize ve karmasik olabilirler. Bunun nasil
gerceklestirildigi tam olarak anlasilmamis olsa da, tiim bocek galleri kimyasal
sinyallerle ortaya ¢ikmaktadir (Redfern 2011). Darwin, boceklerin olusturdugu bu
galleri, kozalakli bitkileri ve seftalileri de kapsayan cicek ve meyvelere benzetmistir
(Darwin 1868). Nitekim, pek ¢ok bocek ailesinin olusturdugu gallerde ve birgok bitki
tiiriiniin subelerinde ¢igek ve meyve benzeri pek ¢cok 6zellik goriilmektedir. Darwin
ayrica i¢ dokularin sayisi, karmasikligi ve dizilisi agisindan bazi meyveler ve
meyveler arasindaki benzerlige dikkat ¢ekmistir. Bu dokular, bitki embriyolarina
besin saglayan cekirdek veya endosperm kadar, bocek icin karbonhidratlar ve
proteinler agisindan zengin bir besleyici katman icermektedir. Sklerotize bir kapsiil
genellikle bocek veya bitki embriyosunu korur ve cevreleyen korteks ve epidermis
savunmay1 saglayan kimyasallar i¢cermektedir. (Nyman 2000; Allison ve Schultz
2005). Gal ve meyve biiylimesi, gelisimi ve islevleri, kimyasal sinyallerin
yonlendirmesi altindadir ve bir dizi transkripsiyonel olarak bir dizi gen tarafindan

kodlanir (Gillaspy ve dig. 1993; Nabity ve dig. 2013).

Bitki tizerinde gal olusturma bir¢ok bdcek ailesinde yaygindir, ancak tiirlerin
cogu sadece iki ana taksona aittir: gal arilar1 (Cynipidae) ve gal sinekleri
(Cecidomyiidae) (Cook ve Gullan 2004). Bocek, bitki morfogenezini kontrol ederek
gal olusumunu uyarir (Harper ve dig. 2004). Gal olusturan bocekler hem beslenme
hem de barinma saglayan bir yap1 olusturmak i¢in konake1 bitkiyi mekanik ve/veya

kimyasal uyaricilar yoluyla aktif olarak yonlendirmektedirler (Stone ve Schonrogge
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2003). Gal olusumunun {ii¢ asamast vardir: baslama, biiyiime ve olgunlasma
(Rohfritsch ve Shorthouse 1982; Rey 1992). Disi ar1 veya sinek tarafindan
meristematik doku iizerine ovipozisyonu, baslangic asamasini baglatir. Konake1
genellikle yumurtanin altindaki hiicrelerin nekrozu ile reaksiyona girer; komsu
hiicreler boliinilir ve sonunda yumurtayi ¢evreler (Rey 1992; Brooks ve Shorthouse
1998; Pilichowski ve Giertych 2017). Gal odasi, hiicre farklilagmasi ile olusturulur
ve i¢ gal dokusu ile kaplanir ve dig gal kortikal parankima dokusu ile yapilir.
Biiylime agsamas1 oncelikle hiicre genislemesinden olusur ve bu da gal genislemesine
yol agar. I¢ gal dokusunun hiicre katmanlari, larvalar onlarla beslendigi i¢in gelisim
sirasinda azalmaktadir. Parankim hiicreleri, larvalar beslenirken besleyici hiicrelere
doniislir ve nisasta ayrigmasinda rol oynayan amilazlarin yani sira lipit ve proteinleri
iiretmektedirler (Bronner 1992; Rey 1992; Brooks ve Shorthouse 1998). Olgunlagma
sirasinda hiicre boliinmesi durur, galler odunsu yap1 kazanir, larvalar olgunlasir ve

pupa olur ve son olarak gal dokusu kurur (Harper ve dig. 2004).

Gallerin sistematik arastirmasi, 17. yiizyilda biiyiik Italyan biyolog Marcello
Malpighi’nin arastirmastyla baglamistir. Diinyada bilinen yaklasik 13.000 gal ve
galleri olusturan bocek tiirii vardir (Dreger-Jauffret ve Shorthouse 1992; Raman ve
dig. 2005). Gal olusturan bocekler, en belirgin olarak yaprak bitlerinde (Aphididae,
Homoptera), tatarciklarda (Cecidomyiidae, Diptera), testere sineklerinde
(Tenthredinidae, Hymenoptera) ve sinipidlerde (Cynipidae, Hymenoptera)
(Shorthouse ve Wool 2005) goriilen yedi bocek takiminda bagimsiz olarak
evrimlesmistir. Bitkilerde gal olusumunun biyolojik tetikleyicileri olarak hareket

ettigi bildirilen cesitli ajanlar agagidaki sekilde siniflandirilabilir (Sahu ve dig. 2020):

Viriis: Viriislerin neden oldugu anormal bitki biiytimeleri. Tatli yonca kokii

gali 1yi arastirilmis bir rnektir.

Bakteri: Bakteriler bitki tlimdrlerini indiikler ve en yaygin ornek, Rhizobium
radiobacter tarafindan indiiklenen karga gali tiimoridiir. Bitki tiimor fizyolojisi

alanindaki deneysel modellerden biridir.

Mantar: Mantarlar ayrica ¢esitli bitki organlarinda gal olusumuna neden

olur. Brassica campestris L.’de goriilen kok galleri bir 6rnektir.
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Nematod: Birgok yuvarlak solucan ayni zamanda gal indiikleyicileri,
ozellikle de kok gali olarak rapor edilmistir. Abelmoschus esculentus (L.) Moench.

tizerindeki kok galleri iyi bir drnektir.

AKkar: Gal olusturan akarlar ¢ogunlukla Eriophyidae familyasina ve daha az

ol¢iide Tenuipalpidae familyasina aittir. Akcaagac igne galleri yaygin bir Srnektir.

Bocek: Thysanoptera, Hemiptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera ve

Coleoptera gibi ¢esitli bocek takimlarinda gal indiikleme kapasitesi mevcuttur.

1.9.1 Bocekler simifi altinda gal iireten bashca gruplar

a. Thysanoptera: Tripsler ¢ogunlukla fitofaj (bitkilerle beslenir) veya
mikofajdir (mantar miselleri veya sporlart ile beslenirler). Trips ile
indiiklenen galler, bitki dokularinin diizensiz proliferasyonundan oldukga
organize yapilara kadar degismektedir (Ananthakrishnan ve Raman 1989).
Gynaikothrips uzeli (Zimmermann 1900) incir yaprak gallerine neden olan
standart bir ornektir.

b. Diptera: Cecidomyiidae (gal sinekleri) familyasi, Diptera’nin tiir agisindan
en zengin ailelerinden birisidir ve ayn1 zamanda diinyadaki en biiyiik gal
indiikleyen bocek grubunu igerir. Kiiresel dlgekte Cecidomyiidae ailesine ek
olarak, Tephritidae ve Chloropidae familyasindan da birka¢ gal indiikleyicisi
bildirilmistir (Dregger-Jauffret ve Shorthouse 1992).

c. Hemiptera: Hemiptera’daki gal indiikleme 0Ozelligi yaprak bitlerinde ve
pisillerde goriilebilir. Psylloidea’da gal indiikleyen taksonlar Triozidae,
Phacopteronidae ve Calophyidae dahil tiim ailelerde goriilir (Burckhardt
2005). Gal indikleyen koksid ailesi Beesonidae, Dipterocarpaceae
familyasindan konakgu bitkiler ile iliskilidir. Yaprak bitleri kiiresel olarak ¢ok
daha az sayida gal olusumuna neden olur; 4.401 tiiriin %10’undan fazlasi
dogrulanmamuis gal indiikleyicilerdir (Wool 2004).

d. Hymenoptera: Gal olusturan Hymenoptera’lar (gal arilar1) arasinda sinipid
arillar1 (Cynipidae), incir tozlagma arisi (Agaonidae), testere sinekleri
(Tenthredinidae) ve Chalcidoidea’dan birka¢ liye bulunur (Raman 2007).

Cynipoidea siiper ailesine ait olan gal arilar1 (Cynipidae), diinya c¢apinda
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1500’1 askin tiir ile gal indiikleyicilerin en 6zel grubudur (Buffington ve dig.
2020). Konukcu bitkiler iizerinde olusan sinipid galleri, yapt ve sekil
bakimindan tiire Ozgiin olarak muazzam bir farklilk gostermektedir.
Cynipini tribusu (mese gal arilari) tilirlerinin biiyiikk ¢ogunlugu (>%70),
Fagaceae familyasina (cogunlukla Quercus, Castanea, Castanopsis,
Chrysolepis, Lithocarpus, Notholithocarpus) ait bitkiler ilizerinde gal
olusturur (Ronquist ve dig. 2015; Buffington ve dig. 2020). Ulkemizde
Cynipidae faunasi toplam 153 tiirden olusmaktadir (Azmaz ve Katilmig
2017, 2020™; Bayrak ve Avci 2019; Mutun ve dig. 2020).

e. Lepidoptera: Nispeten az sayida Lepidoptera, gal olusumuna neden olur.
Kiiresel olarak 20 familyaya ait toplam 179 Lepidoptera gal indiikleyicisi
tanimlanmistir (Mani 2000).

f. Coleoptera: Bu takimin altindaki bdceklerin ¢ok azi gal indiikleme
kapasitesine sahiptir. Coleoptera’nin gal olusumunu tetikleyen tiirler olarak

taninan tek taksonu, Curculionidae’nin Ceutorhynchinae alt ailesidir.

1.9.2 Gallerin Fitokimyasallar1 ve Kullamim Alanlar

Gal dokularmin gal bulundurmayan bitki dokularina gore besinler agisindan
daha zengin oldugu diisiiniilmektedir (Price ve dig. 1986, 1987). Bununla birlikte,
birkag ¢alismada gal dokusunun besin maddelerince yiiksek ve sekonder bilesiklerce
diisiik oldugunun bulunmasina ragmen (Abrahamson ve Weis 1986; Bronner 1992),
bir dizi ¢aligma bunun her zaman bdyle olmadigini gostermektedir (Paclt ve Hassler
1967; Anderson ve Mizell 1987; Brewer ve dig. 1987; Hartley 1990; Hartley ve
Lawton 1992). Gal olusturucular bitki dokularmin fizyolojik durumunu
degistirmektedirler. Ozellikle larvanin beslendigi kisimlardaki hiicreleri, ki bu
hiicrelerin oldugu kisima gal olusturucunun metabolik olarak aktivitesini siirdiirdiigii

besleyici doku denmektedir (Bronner 1977, 1992; Shorthouse 1986).

Gallerin fitokimyasallart normal bitki kisimlarina gore daha farkhidir.
Aslinda, gallerde toplanan bu bilesikler, caglardan beri insanlarin ilgisini ¢ekmis ve
insanlar tarafindan gesitli amaglarla kullanilmistir. Diger kiiltlirlerin yani sira Cin,

Yunan ve Hint halk ilaglarinda gallerin kullanimlarma taniklik edilmektedir. Bitki
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galleri, ev malzemeleri ve ilag olarak da kullanilmaktadir. Ornegin eski zamanlardan
beri mese gallerinin boya olarak kullanildig1 bilinmektedir (Guarrera 2006). Ayrica
deri tabaklanmasi ve miirekkep yapimi da gallerin kullanim alanlarindandir. Cok
sayida etnobotanik caligma, c¢esitli hastaliklarin hafifletilmesi i¢in gallerin
kullanildigin1 bildirmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi gallerin biyokimyasal profilleri,
normal bitki dokularindan tamamen farklidir. Gal 6ziitleri {izerine yapilan bilimsel
aragtirmalar, biyolojik mekanizmalar1 agiklayan biyoaktif bilesenleri belirlemistir.
Gallerde bulunan fitokimyasallar, triterpen, gallik asit, etil galat, katesin, epikatesin,
tanik asit, recineyi icermektedir. Gal dokular1 normal bitki dokularindan daha yiiksek
oksidatif stresle karsilasir. Gallerin yiliksek polifenollerin, antosiyaninlerin,
flavonoidlerin ve tanenlerin igermesi, oksidatif stresle miicade etme c¢abasi olarak

kabul edilmektedir (Huang ve dig. 2015).

1.9.3 Quercus infectoria Oliv. Galleri

Kuzey 1liman bolgesinin deniz kiyisi, dag yamagclar1 ve sulak ovalari gibi
cesitli habitatlara dagilmig, Fagaceae familyasina iiye olan, yaklasik 600 mese agaci
tirii bulunmaktadir (Khouzami ve dig. 2009). Anadolu’da, 8 tiir, 8 alttiir ve 22
varyete ile toplam 18 taksona sahiptir. Quercus tiirleri yar1 yaprak dokmeyen kiiclik
agaclar veya calilar endiistriyel kullanimlarmin yani sira ekonomik degere de
sahiplerdir (Saltan ve dig. 2019). Quercus infectoria Oliv. (QI) mesesi Yunanistan,
Anadolu, Suriye ve Iran’a 6zgii kiiciik bir agactir (4 ila 6 metre boyunda) (Basri ve
Fan 2005; Olfat ve Pourtahmasi 2010). Q. infectoria’nin da dahil oldugu Quercus
tiirlerinin tannik asitin kan biiziicii, antioksidan, antidiyabetik, hepato koruyucu,
antiviral, antikarsinojenik, antienflamatuar, antikanser, antifungal ve analjezik
aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir (Chung ve dig. 1998; Karakurt ve Adali
2011; Geng ve dig. 2012; de Sousa Leal ve dig. 2015; Ghosh 2015; Liu ve dig.
2015; Yildirim ve Kutlu 2015; Naim ve dig. 2017; Vanga ve dig. 2017).

Meseler (Quercus spp.) arilar tarafindan gal olusumuna oldukca
egilimlilerdir. Mese gal arilar1 (Cynipini), Hymenoptera takimina ait olan 1.500’i
askin tiir ile temsil edilen Cynipidae familyasinin bir grubudur (Buffington ve dig.

2020). Quercus infectoria gallerinin kullanimi, insanlarin onlar1 dogal ¢evrelerinde
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kalic1 resimler saglamak icin boyama ajanlar1 olarak kullandiklari eski zamanlara
dayanmaktadir. Gal, kdk boyast (Rubia tinctorum L.) Oziitleri, kan ve ay1 yagmin bir
kombinasyonu kullanilarak boyanmis bazi eski ¢izimler taslarin iizerinde kalmistir
(Lotfi 2016). Dahasi, Q. infectoria lizerindeki Andricus infectorius (Hartig, 1843)
galleri, hali ipliklerinin kalitesini ve dayanikliligini artirmak i¢in dogal boyalarin
vazgecilmez bilesenlerinden biri olmustur (Onal ve dig. 2005; Shadid ve dig. 2012).
Geleneksel Iran tibbinda, gallerin yogun biiziicii etki gdsterdigi bilinmektedir (Al-
Ishbili 1990). Etnik gal uygulamalar1 pisik gibi dokiintiileri yumusatmada, siinnet
sonrasi1 anti-enfektif olarak, dis agrist i¢in agr1 kesici olarak ve nazardan korunmada
kullanilmaktadir (Hooper 2003). Q. infectoria galleri sislik, iltihaplanma, dis
enfeksiyonu, akut ishal ve kanama gibi cok ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in halk
tibb1 olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Galla 1911; Kaur ve dig. 2008). Q.
infectoria gallerinin alkol 6ziitli, oral veya topikal uygulamadan sonra in vivo anti
inflamatuar etki gostermistir (Kaur ve dig. 2004). Q. infectoria gallerinin etanol
ekstraktlarinin NO ve O, giderimini saglayarak antioksidan aktivite sahip olduklar
MTT analizi ile ortaya c¢ikarilmistir (Kaur ve dig. 2008). Yapilan calismalar gal
ekstraktlarinin antioksidan enzim konsantrasyonunu arttirdigini da géstermistir (Kaur
ve dig. 2008; Umachigi ve dig. 2008; Ahmad ve dig. 2011; Fathabada ve dig. 2015).
Gallerin kimyasal i¢eriginde bulunan fenolik bilesenler ve flavonoidlerin antioksidan
aktiviteleri ile bir korelasyon gostermistir (Ikram ve Nowshad 1977; Wiart ve Kumar
2001). Ayrica gallerin antioksidan aktivitesi hem kimyasal hem de biyolojik
modellerle test edilmistir (Imtiaz ve dig. 2013). Gal ekstraktlarinin yara iyilestirme
ile iligkisi olan bazi enzimlerin aktivitesini arttirdigin1 gosteren hayvan caligmalari
bulunmaktadir (Zhang ve dig. 2014). Q. infectoria gallerinin metanol 6ziitleri, deney
hayvanlarinda 6nemli analjezik aktiviteler gostermistir (Rastogi ve Mehrotra 1999).
Antidiyabetik etkiler de test edilmis ve 500 mg/kg konsantrasyondaki metanol ve su
ekstraktin, glikoz tolerans testi ile 6l¢iildiigiinde kan sekerinde sirasiyla %18,5 ve
%?2,5 azalma sergiledigi goriilmiistiir (Gamboa-Gémez ve dig. 2017). Tirozinazi
inhibe etme kabiliyetlerinden dolay1 Q. infectoria ekstraktlarinin anti-pigmentasyon
etkisi de gosterilmistir (Ansari ve dig. 2011). Bu antioksidatif etki gallerin icerdigi
tannik asit ve gallik asit gibi polifenollere atfedilmistir (Kaur ve dig. 2008). Mese
gallerinin tanenleri halk tibbinda kadin sagligi sorunlari i¢in kullanilmaktadir. Q.
infectoria galinin metanol 6ziitli, nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan bir patojen

olan Enterococcus faecalis’e kars1 antibakteriyel etki gosterdigi disk diflizyon
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yontemi ile belirlenmistir. Calismada ekstrenin patojene karst MIC (minimum
inhibitor konsantrasyonu) degerleri 16,6 pl/mL olarak belirlenmistir (Nagesh ve dig.
2012). Q infectoria galleri dogum, dis agristi ve dis eti iltihabin1 takiben
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Chopra ve dig. 1956). Q. infectoria gallerinin
metanol ve etanol ekstraktlarinin Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus
salivarius ATCC 13419, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 ve Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 gibi agiz patojenlerine karsi aktivite gostermistir. MIC
degerleri 0,16 mg/mL ile 0,63 mg/mL arasinda degisiklik gdstermistir (Basri ve dig.
2012). Bulgular, mese ekstresinin dis ¢iiriiklerine ve periodontitis etyolojik ajanlarina
kars1 kullanilabilecegini 6ne sitirmiistiir. Daha onceki c¢aligmalar fenolik asitlerin
antibakteriyal (Rahman ve dig. 2015), anti-enflamtuar (Chokpaisarn ve dig. 2017) ve
antioksidan aktiviteler (Lehman ve dig. 2017; Li ve dig. 2018) gibi farmakolojik
aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir. Q. infectoria gal ekstresinde fenoller,
flavonoidler, steroidler, triterpenler, tanenler, saponinler ve alkaloidler bulunur
(Shrestha ve dig. 2014). Baska bir c¢alismada, Q. infectoria gal Oziitiinlin
proliferasyon, alkalin fosfataz (ALP), osteokalsin ve insan fetal osteoblast hiicre
hattinin (hFOB 1.19) morfolojisi lizerindeki etkileri arastirilmistir. Periyodik olarak
ve ekstrakt ile (0.1 ila 99.0 pg/mL) inkiibasyondan iki hafta sonra, takip edilen
parametreler kaydedilmistir, bu da tedavi sonrasinda hiicre proliferasyonu, ALP ve

osteokalsin seviyelerinin arttigini géstermistir (Hapidin ve dig. 2015).

1.10 Amacg

Bitkisel tedavi, insanoglunun bildigi en eski saglik hizmetidir (Al-Snafi
2018). Ancak simdiye kadar, diinyadaki 250.000 ila 500.000 bitki tiirii arasindan
yalnizca %1-10’unun potansiyel antikanser bilesiklerinin olasi terapotik degerleri
kimyasal ve farmakolojik olarak incelenmistir (Verpoorte 2000). Kanser tedavisinde
etkili ilaclar1 kesfetme olasiligini en {ist diizeye ¢ikarmak i¢in, bitkilerin ve bitkisel
iiriinlerin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Bu nedenle,
calisgmamizda bazi mese gallerinin olasi antioksidan ve antikanser etkilerinin
belirlenmesi amaciyla farkli ¢oziiciilerle hazirlanan gal ekstraktlar1 kullanilmigtir.
Ayrica antioksidan kapasiteyi olusturan cesitli sekonder metabolit miktarlarinin

belirlenmesi ve fenolik bilesenlerinin karakterizasyonu amaglanmistir. Literatiirde,
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ozellikle galler lizerinde yapilan fitokimyasal ve biyolojik aktivite arastirmalari ile
ilgili daha az referansa rastlanmasindan dolay1, ¢alismamizin kapsamli ve giincel bir

kaynak olusturmas1 amaglanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Arazi Calismalari ve Gal Orneklerinin Toplanmasi

2.1.1 Andricus anatolicus Melika, Mutun & Ding, 2014

incelenen Materyal: BAYBURT, Gengosman, 40°09' K, 40°20" D, 1900 m,
18.IX.2018; Kop, 40°03' K, 40°25' D, 2000-2050 m, GUMUSHANE, Kelkit, Bindal,
39°54' K, 39°28' D, 1950-1980 m, 12.V1.2019; Kelkit, Caglar, 40°05' K, 39°17' D,
1500-1740 m.

Yasam Dongiisii: Bu tiirlin aseksiiel nesli bilinmektedir (Mutun ve dig. 2014).

Konukcu: Q. infectoria, Q. macranthera (Mutun ve dig. 2014). Bu calismada Q.

macranthera lizerinden toplandi.

Gal Yapist: Tek odaciklidir. Bitkinin terminal ve lateral tomurcuklarinda gelisir. Gal
geligirken yesilimsi, olgunlastig1 zaman kahverengiye doniisiir. Asag1 yukar kiiresel
yapili olan gal 6-11 mm capindadir. Galin taban1 daha genisken tepe dogru cap
daralir. Bu sekli ile kubbeyi andirir (Sekil 2.1) (Mutun ve dig. 2014).

Fenoloji: Gal yaz aylarinda gelisir ve ekim ayinda olgunlasir (Mutun ve dig. 2014).

Tiirkiye Yayihisi: Bitlis, Glimiishane, Mus (Mutun ve dig. 2014).
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Sekil 2. 1: 4. anatolicus aseksiiel galleri

2.1.2 Andricus cecconii Kieffer, 1901

Incelenen Materyal: DENIZLI, Serinhisar, Yatagan, Kefe Yaylasi.

Yasam Dongiisii: Bu tiirlin seksiiel ve aseksiiel nesli bilinmektedir (Shachar ve dig.

2018). Bu ¢alismada aseksiiel nesli toplandi.
Konukgu:

Seksiiel nesil: Q. brantii, Q. cerris, Q. coccifera, Q. ithaburensis, Q. libani, Q.

pubescens, Q. trojana (Kieffer 1910; Sternlicht 1968; Shachar ve dig. 2018).

Aseksiiel nesil: Q. boissieri, Q. frainetto, Q. infectoria, Q. pedunculiflora, Q.

pubescens (Azmaz ve Katilmig 2017; Shachar ve dig. 2018). Bu calismada Q.

infectoria lizerinden toplandi.

Gal Yapisi: Cok odaciklidir. Olgunlagtigit zaman Bati1 Palearktik’de ki en biiyiik
gallerden biridir. Uzeri kivriml1 ve yogun dikenlerle kaplidir. Kiiresel sekilli olup 50
mm c¢apa ulasir. Diken uzunlugu 10 mm kadardir ve uclar1 spatiil seklindedir. Geng
evrede parlak yesil renklidir. Olgun galler birka¢ yil agaglarin {izerinde kalabilir
(Sekil 2.2).

Fenoloji: Gal sonbaharda olgunlasir (Melika ve dig. 2004).
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Tiirkiye Yayihsi: Afyonkarahisar, Antalya, Bitlis, Burdur, Denizli, Erzincan,
Isparta, Istanbul, Kiitahya, Malatya, Usak, Van (Azmaz ve Katilmis 2017).

Sekil 2. 2: 4. cecconii aseksiiel galleri

2.1.3 Andricus curtisii (Miiller, 1870)

Incelenen Materyal: MUGLA, Fethiye, Seydikemer.
Yasam Doéngiisii: Bu tiirlin sadece asekstiel nesli bilinmektedir .

Konukcu: Q. infectoria, Q. petraea, Q. pubescens, Q. robur lzerinde tespit
edilmistir (Azmaz ve Katilmig 2017; Bayrak ve Avci 2019). Bu calismada Q.

infectoria lizerinden toplandi.

Gal yapisi: Tek odaciklidir ve kiireseldir. Uzerinde piramidial ¢ikintilar bulunur
iizeri siskin ve mantarimsidir. I¢sel hava deligi bulunmaz. Larva odasi galin
merkezinde konukg¢u bitkiye yakin kisimda bulunur ve etrafi odunsu bir duvarla
cevrilidir. Geng evrede gal kirmizi, turuncu ve maviden ibarettir. Daha sonra soluk
sar1 ve kirmiziya doner. Olgunlasinca parlak rengini kaybeder. Erginler ¢iktiktan

sonra gal agacta kalir (Sekil 2.3).

Fenoloji: Gal yaz aylarinda gelisir ve eyliil sonu ve ekim basinda olgunlasir.
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Tiirkiye Yayihisi: Afyonkarahisar, Ankara, Antalya, Aydin, Burdur, Bursa, Denizli,
Erzincan, Glimiishane, Isparta, Kiitahya, Malatya, Usak (Azmaz ve Katilmis 2017).

Sekil 2. 3: 4. curtisii aseksiiel galleri

2.1.4 Andricus sternlichti Bellido, Pujade-Villar & Melika, 2003

Incelenen Materyal: MUGLA, Fethiye, Seydikemer.
Yasam Dongiisii: Bu tiirlin sadece aseksiiel nesli bilinmektedir (Melika 2006).

Konukcu: Q. infectoria, Q. lusitanica, Q. pubescens (Chodjai 1980; Dalla-Torre ve
Kieffer 1910; Azmaz ve Katilmig 2017). Bu calismada Q. infectoria lizerinden
toplandu.

Gal Yapisi: Tek odacikhidir. Asagi yukar1 kiiresel yapili tutunma noktasi hafif
uzamistir. Olgunlastiginda 10-15 mm ¢apindadir. Uzunlugu 2-3 mm olan ve bazen
birlesen uzantilarla kaplidir. Geng evrede yesil-sar1 renkte iken olgunlastigi zaman

kum rengindedir. Olgun galin dis yiizeyi oldukca sert ve odunsudur (Sekil 2.4).

Fenoloji: Gal mayis sonunda gelismeye baglar ve sonbaharda olgunlagir (Melika

2006).

Tiirkiye Yayihisi: Afyonkarahisar, Denizli, Isparta, Istanbul, Erzincan, Kiitahya,
Manisa, Usak, Van (Azmaz ve Katilmig 2017; Bayrak ve Avci 2019).
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Sekil 2. 4: A. sternlichti aseksiiel galleri

2.1.5 Andricus tomentosus (Trotter, 1901)

Incelenen Materyal: MUGLA, Fethiye, Seydikemer.
Yasam Dongiisii: Bu tiirlin sadece aseksiiel nesli bilinmektedir (Melika 2006).

Konukcu: Q. cerris, Q. frainetto, Q. infectoria, Q. lusitanica, Q. petraea, Q.
pubescens, Q. robur (Ionescu 1973; Azmaz ve Katilmis 2017). Bu c¢alismada Q.

infectoria lizerinden toplandu.

Gal Yapisi: Tek odaciklidir. En iyi ayirt edici 6zelligi tizerinin kadifemsi bir ortii ile
kapli olmasidir. Genellikle koni bigimindedir. Olgun gal 12-18 mm boyunda, taban
kismi ise 10-15 mm ¢apindadir. Gal dokusu odunsudur (Sekil 2.5).

Fenoloji: Gal yaz sonunda gelisir ve sonbaharda olgunlagir (Melika 2006).

Tiirkiye Yayihisi: Afyonkarahisar, Ankara, Antalya, Balikesir, Bursa, Denizli,
Erzincan, Isparta, Istanbul, Kiitahya, Malatya, Manisa, Mugla, Samsun, Usak
(Azmaz ve Katilmis 2017).
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Sekil 2. 5: A. tomentosus aseksiiel galleri

2.2 Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

Gal ekstraktlarinin sitotoksik etkilerini inceledigimiz deneyler, hiicre kiiltiirii
kullanilarak in vitro kosullarda kendi stoklarimizdan kullandigimiz MIA PaCa-2
(ATCC® CRL-1420™) Sekil 2.6) pankreas hiicre hatt1 ile, Pamukkale Universitesi

Tip Fakiiltesi Histoloji AD. hiicre kiiltiirii laboratuarinda gergeklestirilmistir.

e Organizma: Insan (Homo sapiens)

* Tipi: Pankreas

* Cinsiyet-Yas: Erkek-65 yas

* Biiyiime Ozelligi: Yapisarak (adherent)

* Hiicreye ait diger 6zellikler: epiyetal morfoloji
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Sekil 2. 6: Calismamizda kullanilan MiaPaca-2 hiicrelerinin 10X mikroskop goriintiisii

2.3  Ekstraktsiyon Asamasi ve Ekstrakt Verimliliginin Hesaplanmasi

Fenolojisine uygun zamanda toplanan gal ornekleri teshis edildikten sonra
golgede kurutulmustur. Kurutulan gal 6rnekleri blender yardimi ile parcalanip, 15 gr
tartilarak erlenlere aktarilmistir ve tizerlerine 150 mL ¢o6ziicii (aseton, etanol,
methanol ve su) eklenerek ¢alkalamali su banyosuna koyulmustur (6 saat, 55 °C).
Stire bitiminde su banyosundan ¢ikarilan Ornekler Whatman no.1 filtre kagidi
kullanilarak amber siselere siiziilmiistiir. Bu islem, ayn1 prosediir izlenerek 2 kez

tekrar edilmistir.

Siiziilen ¢ozeltilerden ¢oziiciiyli (aseton, etanol ve metanol) uzaklastirmak
lizere rotary evaporator (IKA 48°C, 70 rpm) kullanilmistir. Farkli ¢oziiciilerle
hazirlanan ekstraktlarin biinyesinde kalan su, liyofilizator cihazi (Labconco Freeze
Dryer, FreeZone) yardimi ile uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstraktlar -20°C’de

muhafaza edilmistir (Kilingarslan ve Mammadov 2018).
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Sekil 2. 7: Gal 6rneklerinin ekstraktsiyon agamasi

30 gram gal 6rneklerinden elde edilen kuru ekstraktlar her bir tiir ve ¢oziicii

icin ayr1 ayr1 hassas terazide tartilarak ylizde (%) ekstrakt verimliligi hesaplanmistir.

Sekil 2. 8: Elde edilen kuru gal ekstraktlarinin tartilmasi

Gal orneklerinin ekstrakt verimliligi agagidaki formiile gore hesaplanmistir:
N Wi
Ekstrakt Verimliligi (%) = A 100
0

W, ekstraktin son agirligi, Wy gal 6rneginin baslangic agirligini ifade etmektedir.
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24 Toplam Antioksidan Aktivite Yontemleri

2.4.1 p-Karoten/Linoleik Asit Yontemi

Bu metot linoleik asidin 1s1 ve hava oksidasyonuyla serbest radikal zincir
reaksiyonu sonucu olusan alkil peroksitler tarafindan B-karotenin renk ag¢iliminin
izlenmesi temeline dayanir. Reaksiyon mekanizmasi; B-karoten stok ¢ozeltisi, 2 mg -
karotenin 1 mL kloroformda ¢o6ziilmesiyle hazirlanmigtir. 1 mL (-karoten stok
cozeltisine, linoleik asit (20 puL) ve Tween 20 (200 pL) ilave edilmistir. Kloroform rotary
evoparotorde buharlagtirildiktan sonra 100 mL dH20 ile karistirilmigtir. 1 mg/mL
hazirlanan ekstrakt ¢ozeltilerine 24 mL B-karoten emiilsiyonu eklenmistir. Emiilsiyon
test tiiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japon)
kullanilarak baslangic absorbanslari 470 nm’de Ol¢lilmiistiir. Tipler 50°C’de
inkiibasyona (120 dakika) birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi érneklerin 120. dakikadaki
absorbanst 470 nm’de Ol¢iilmiistiir. Bu test sisteminde BHT pozitif kontrol olarak
kullanilmistir (Amin ve dig. 2002). Hesaplamalar asagidaki formiil kullanilarak
yapilmistir:

[1-(Ag-A)/(A¢®-A)] x 100

Aove Ao°: drnegin; Atve A:°: kontroliin 0. ve 120. dakikadaki absorbanslarini ifade

etmektedir.

2.4.2 Fosfomolibdenyum Antioksidan Aktivite Yontemi

Metodun esast Mo(VI)’nin Mo(V)’e indirgenmesi ve asidik ortamda yesil
renkli fosfat/Mo(V) kompleksinin olusumuna dayanir. Metotta Oncelikle bitki
ekstraktin konsantrasyonlar1 50 pg/mL olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlandi. Standart
olarak ise askorbik asit kullanildi. 0,6 M H,SO, , 28 mM Na,HPO,4.12H,0, 4 mM
Amonyum molibdat karistirilarak reaktif ¢ozeltisi hazirlanir. 50 pg/mL
konsantrasyonunda bitkisel ¢ozeltiden 0,3 mL bir tiipe alindi ve bunun {izerine
reaktif ¢ozeltisinden 3 mL eklendi. Tiipler kuvvetlice karistirilip 95°C’de 90 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltilerin absorbansi 695 nm’de okundu. Ayni

islemler standart antioksidan olarak kullanilan askorbik asit i¢in de yapildi.
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Antioksidan aktivite askorbik asit esdegeri (mgAE/g) olarak hesaplandi (Prieto ve
dig. 1999).

2.5 Radikal Giderim Aktivite Belirleme Yontemleri

2.5.1 DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesi

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,l-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlenmistir (Wu ve dig. 2006). Farkl
konsantrasyonlarda (0.005-0.025 mg) hazirlanan ekstrakt ¢ozeltilerinin {izerine 4 mL
DPPH c¢ozeltisi (%0,004 w/v) eklenmistir. Oda sicakliginda, karanlik ortamda
inkiibasyona (30 dk) birakilmistir. Bu siire sonunda 6rneklerin absorbansi 517 nm’de
Olclilmiistiir. Bu test sisteminde BHT ve BHA standart olarak kullanilmistir.

Hesaplamalar asagidaki formiil kullanilarak yapilmistir:

[Akontrol-Aérnek/Akontrol] x 100

Formiil kullanilarak ekstraktlarin % inhibisyon degerleri belirlendikten sonra ICsg

degerleri hesaplanmustir.

2.5.2 ABTS Radikal Giderim Kapasitesi

ABTS radikali giderim aktivitesi deneyleri Re ve dig. (1999) gelistirdigi
metoda gore yiiriitiilmiistiir. Bu metotda, ABTS stok soliisyonu 12-16 saat dncesinde,
7mM ABTS ve 2.45 mM potasyum persiilfat karistirilarak karanlikta bekletilerek
hazirlanir. ABTSe+ soliisyonu 734 nm’de absorbans 0,70 (+0,02) olana kadar etanol
ile seyreltilir. 0,005-0,025 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan bitki 6ziitlerinden
test tliplerine 500 pL alinir ve iizerlerine 4,5 mL etanol ile seyreltilen ABTS
soliisyonundan eklenir. 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 734 nm’de
absorbanslar okunur. Standard olarak BHA kullanilmigtir. Hesaplamalar agagidaki

formiil kullanilarak yapilmistir:
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[Akontrol'Aérnek/ Akontrol] x 100

Formiil kullanilarak ekstraktlarin % inhibisyon degerleri belirlendikten sonra

sonuclar ICsodegerleri hesaplanarak verilmistir.

2.6  Indirgeme Giicii Deneyleri

2.6.1 Bakar Indirgeme Giicii Kapasitesi (CUPRAC)

Bitki ekstraktlarinin 100 pg/mL  konsantrasyonu kullanilmistir. Metotta
oncelikle her bir deney tiipiine 1 mL CuCl,.2H,0 (10 M), 1 mL amonyum asetat (1
M pH:7), 1 mL neokuproin (7,5x107 M) ¢ozeltileri ile 0.6 mL saf su eklenmistir.
Daha sonra her bir tiipe bitkisel ¢ozeltilerden 0.5 mL eklenip iyice karigtirilmistir.
Tiipler agizlar1 kapali bir bicimde oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika
bekletilmistir. Bu siire sonunda absorbanslar1 450 nm’de okunmustur (Apak ve dig.

2006). Sonuglar troloksa esdeger olarak hesaplanmuistir.

2.6.2 FRAP/TPTZ testi

Frap metodu bitkisel ekstraktlarin Fe(III)/TPTZ kompleksini Fe(Il)/TPTZ
kompleksine indirgemesi prensipine dayanir. Bu amagla 50 pg/mL’lik Oziitler
kullanildi. Bu 6ziitlerden 0,1 mL alinip lizerine 2 mL FRAP reaktif karigimi eklendi.
Reaktif karigimi 10:1:1 oraninda asetat tamponu (0,3 M pH:3.6), 40 mM HCI i¢inde
10 mM TPTZ ve 20 mM FeCls igerir. Bu sekilde hazirlanan tiipler 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi ve absorbanslart 593 nm’de okundu. FRAP metodun
sonuclari standart troloks kullanilarak degerlendirildi (Apak ve dig. 2016).

2.7 Metal Selatlama Kapasitesinin Olciilmesi

Ekstraktlarin metal selatlama kapasitesinin Dinis ve dig. (1999)’nin yontemi

izlenerek belirlenmistir. Bu yonteme gore, 2 mL 6rnek sollisyonu iizerine 0,05 mL
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FeCl, 2mM) ve 0,2 mL ferrozin (5 mM) soliisyonlar1 eklenir. Kor, 2 mL 6rnek
soliisyonu , FeCl, (0,05 mL) ve su (0,2 mL) eklenerek olusturuldu. 10 dakika oda
sicakliginda inkiibasyondan sonra absorbanlar 562 nm’de 6lgiiliir ve sonuclar EDTA

standardi ile kiyaslanarak verilmistir.

2.8 Toplam Sekonder Metabolit Madde Miktarlarinin Belirlenmesi

2.8.1 Folin Ciocalteu Ayiraci (FCR) ile Toplam Fenolik Madde Miktar1

Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi
kullanilarak gallik aside esdeger olarak belirlenmistir (Slinkard ve Singleton, 1977).
I mg/mL ekstrakt ¢ozeltisi, dH,O (46 mL) ve FCR (1 mL) ile karistirildiktan 3
dakika sonra %2 Na,COs; (3 mL) cozeltisi eklenmistir. Karistm 2 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakilip, periyodik araliklarla ¢alkalanmistir. Siire sonunda

absorbanslar1 760 nm’de okunmustur.

2.8.2 Toplam Flavonoid Madde Miktari

Bitki ekstraktlarindaki toplam flavonoid madde miktarlari, kuersetine esdeger
olarak aliiminyum klorid spektrofotometrik metodu kullanilarak belirlenmistir
(Arvouet- Grand ve dig. 1994). Bu metoda gore %2’lik AICl; (1 mL) ile 2 mg/mL
konsantrasyondaki bitki ekstraktt (1 mL) karistirildiktan sonra, 10 dakika boyunca
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Siire bitiminde 415 nm’de karisimin kore
kars1 absorbansi belirlenmistir. Ayni islemler standart flavonoid olan kuersetin igin
de yapilarak, ekstraktlarin toplam flavonoid madde igerikleri quercetine esdeger

(mgQE/g) olarak verilmistir.

2.8.3 Toplam Tanen Madde Miktar

Ekstraktlarin tanen madde miktarlar1 Bekir ve dig. (2013)’nin gelistirdigi

vanillin metodu ile belirlenmistir. Buz banyosu igerisindeki test tiiplerine, ekstrakt
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¢ozeltisi (0.5 mL) ve 7M H,SOy ile hazirlanmis %1 vanilin reaktifi eklenmistir. 15
dk oda sicakliginda inkiibasyondan sonra absorbans degerleri 500 nm’de 6lg¢iiliir.

Sonuglar katesin denklemine esdeger olarak hesaplanir.

2.9  HPLC Metodu ile Fenolik Bilesenlerin Karakterizasyonu

Fenolik bilesenlerin HPLC-DAD analizi Mehmet Akif Ersoy Universitesi,
Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi Midiirliigii'nde
yiiriitiilmiistiir. Ekstraksiyon asamasinda elde edilen 0,2 gr gal ekstraktlar1 0,45
um’lik membran filtreden gegirilerek HPLC viallerine aktarilmis ve yliksek
performansli likid kromatografisine (HPLC) enjekte edilmistir (20 pL). Arastirmada
kullanilan HPLC (Shimadzu Prominence) C18 ters faz kolon, kolon firin1 (CTO-
10ASVp), analitik pompa (LC20 AT), diod dizi dedektorii (DAD) ekipmanlardan

olusmaktadir.

Fenolik bilesiklerin HPLC ile belirlenmesinde Caponio ve dig. (1999)’nun
metodu modifiye edilerek kullanilmistir. %3 Formik asit (A) Metanol (B) ¢ozeltileri
mobil faz olarak kullanilmistir. Gal 6rneklerindeki fenolik bilesiklerin tanimlanmast,
bilesiklerin kolondaki alikonma siiresi ve spektrumlarinin ilgili standart maddelere
ait slire ve spektrumlarla karsilagtirilmasiyla yapilmistir. Fenolik bilesiklere ait
piklerin tanimlanmas1 ve konsantrasyonlarinin hesaplanmasi bilesiklerin maksimum
absorbans degeri verdigi dalga boyunda gergeklestirilmistir. Bilesiklerin
miktarlarinin tespit edilmesinde bilesiklere ait HPLC kromatogramlarindan elde
edilmis entegre alanlar ve standart maddelerin ara stok c¢ozeltileri ile hazirlanmig
kalibrasyon egrilerinden yararlanilmigtir. Gallik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, kafeik asit, narinjin, sinamik asit i¢in 280 nm; 2,5-dihidroksi
benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, p-kumarik asit, ferulik asit i¢in 320 nm;
epikatesin icin 260 nm; rutin ve kuersetin i¢in 360 nm, elajik asit i¢cin 240 nm fenolik

bilesiklerin analizinde yararlanilan dalgaboylaridir.
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2.10 Sitotoksisite ve Gen Ekspresyon Deneyleri

Gal ekstraklarmin sitotoksisite ve Gen Ekspresyonu fizerine etkilerinin
incelendigi calismalar Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji AD. hiicre

kiiltiirti laboratuarinda gergeklestirilmistir.

Sekil 2. 9: Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin yiiriitildiigi laboratuvar

2.10.1 Hiicre Kiiltiirii

Gal ekstraktlarinin, Mia-Paca2 hiicre hattindaki sitotoksik etkilerini
incelemek amaciyla ¢alismamizda kullandigimiz Mia-Paca2 hiicrelerinin rutin kiiltiir

basamaklari;

* Hiicrelerin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi1 ve pasajlanmast
* Ekim i¢in hiicrelerin sayilmasi ve kullanilacak kiiltiir plakalarina ekilmesi

* Dondurulmasi ve ¢éziilmesini kapsamaktadir.

Hiicrelerin in vitro kosullarda yasayabilmesi, biiyiime ve boliinmelerini
saglayabilmesi amaciyla hiicrelerin ihtiyag duydugu elzem maddeler ile uygun
besiyeri hazirlanmistir. Hazirladigimiz besiyeri; %10 fotal sigir serumu (FBS, 04-
121-1B, Biological Industries), %1 L-glutamin, ImM Sodyum piruvat (03-042-1B,
Biological Industries), 0.lmM Aminoasit solusyonu (01-340-1B, Biological
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Industries) 100IU/mL penisilin ve 10 mg/mL streptomisin (03-031-1C, Biological
Industries) igeren DMEM (Sigma) besiyeridir.

Mia-Paca2 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve pasajlanmasi isleminde; hiicreler
DMEM besi yeri ile petri kaplarma ekilmis ve 37°C de %95 nem ve %5 CO;’li
etlivde iki giinde bir besi ortamlar1 tazelenerek inkiibe edilmistir. Hiicreler tutunarak
iremektedir. Bu hiicrelerin pasajlanmast i¢in ilk olarak yapistiklar1 yiizeyden
ayrilmalar1 gerekir. Once petrilerde PBS ile yikama islemi gergeklestirilip olii
hiicrelerden ve hiicre atiklarindan iyice aridirilip aspire edildikten sonra tripsin ilave
edilerek hiicrelerin petri yiizeyinden kalkmas1 saglanmistir. Petri igerisindeki hiicre-
ortam karigimi 15 ml’lik falkonlara aliip 1500 g’de 4 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatant uzaklastirilarak ¢oken hiicreler besi yerinde homojenize edilerek uygun
oranda petrilere ekimi gerceklestirilmistir. Hiicrelerin yeniden petriye yapisarak
cogalmalarinin saglanmasi igin inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin sayilmasi
isleminde tripan mavisi boyasindan yararlanilmigtir. Tripan Mavisi sadece Olii
hiicrelerin membranlarindan gegebilir. Olii hiicreler mavi (boya almis) ve canli
hiicreler boya almamis olarak goriiliir. Deneylerin standardizasyonunu saglayabilmek
amaciyla tiim deney basamaklarinda hiicre sayimlar1 yapilarak ekim islemleri
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda hiicreler Neubauer Lami ile mikroskop yardimiyla
sayllmistir. Hiicreler petri kabindan tripsinizasyon iglemi ile kaldirilip santrifiij
edildikten sonra Tlizerine besi yeri eklenmistir. Ependorfta 50 pl hiicre
siispansiyonunun ig¢ine 50 pl tripan mavisi eklenerek bu karisimdan 20 pl alinarak
neubauer lamina eklenmistir. Boylece canli ve 6lii hiicre sayimi gergeklestirilmistir.
Bu asama hiicre ekimi yapilacak her bir deney testi i¢in ayr1 ayr1 yapilmis ve

caligmaya gore ¢esitli sayilarda ekim iglemi gerceklestirilmistir.

Hiicrelerin dondurularak saklanmasi islemi kriyotiipler icerisinde DMSO
(Dimetil siilfoksit) kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicrelerin  dondurulmast,
tripsinizasyon ve santrifiij basamaklarindan sonra 1,5 ml hacimli kriyotiiplere, 9:1
oraninda besi yeri ve DMSO (%10 DMSO) olacak oranda hiicre siispanse edilerek
koyulmustur. Resiispanse edilerek kriyotiiplere konulan hiicreler daha sonraki

caligmalar i¢in -80 derecede muhafaza edilmistir.

Dondurulmus hiicrelerin yeniden ¢oziiliip ekilmesi islemleri; dondurulan

kriyotiipteki hiicrelerin hizli bir sekilde 37°C de su banyosunda ¢oziiliip biraz da taze
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besi yeri eklenerek once falkona alinip santrifiij islemi ile DMSO igeren besi yeri
uzaklastirilip yeni besi yeri eklenmesinden sonra kiiltlir kaplarina ekilmesi ve uygun

kiiltiir sartlarinda inkiibe edilmesi seklinde yapilmstir.

2.10.2 XTT Hiicre Canlih@g: Testi

Gal ekstraktlarinin zamana ve doza bagimli hiicre canlilig1 testi ve hiicrelerin
yiizde ellisinin yasadigi dozu bulmak i¢in XTT ile, hiicre proliferasyon testi
kullanilmistir. Bu test suda eriyebilen bir bilesik olan XTT (2,3-bis(2-methoxy-4
nitro-5- sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)'yi canli hiicrelerde turuncu

renkli formazon bilesenlerine indirgenmesi prensibine gore islemektedir.

Suda eriyebilir 6zellikte olan boyanin yogunlugu bir spektrometre ile verilen
dalga boylarinda okutulmakta ve metabolik olarak aktif hiicrelerin sayis1 ile orantili
olan formazon olusumu sayesinde hizli bir sekilde hiicre canlilig1 testi sonuglarinin

degerlendirilebilmesine olanak saglamaktadir.

Gal ekstraklarinin sitotoksisitesi ve doz ve zamana bagh etkisi “Cell
Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-1000-
Biological Industries)” ile yapilmistir. Toz halinde bulunan gal ekstraktlar1 cesitli
dozlarda %10 serumlu tam besi ortaminda binde bir oraninda DMSO ig¢inde
cozlilmiis ve konsantrasyonlart ayarlanarak (5 pM ve 500 puM arasi) etkisi
aragtirtlmigtir. Secilen konsantrasyon araligi literatlir bilgileri dikkate alinarak

belirlenmistir. Test kit protokoliine gore gerceklestirilmistir.

Mia-Paca2 pankreas hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarinda
1x10*kuyucuk miktarinda ekilmistir. Hiicrelerin yiizeye yapismasi igin 24 saat
beklenmistir. 5 pM, 10 uM, 20 uM, 30 pM, 40 uM, 50 uM, 60 uM, 75 uM, 100 puM,
250 uM, 350 uM, 500 uM calisma konsantrasyonlart %10 serumlu tam besi ortami
ile hazirlanmistir. Kontrol kuyucuklart disinda 6rnek gruplarina 100 pl i¢indeki son
konsantrasyonlar1 yukaridaki dozlarda gal ekstraktlari ilave edilmistir. Belirlenen
konsantrasyonda gal ekstraktlarmin uygulamasi sonrasinda hiicre proliferasyonu
“Cell Proliferation Assay with XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-

1000-Biological Industries)” ile saptanmistir. Ayn1 zamanda zamana bagimli etkinin
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arastirilmasi amaciyla test islemi 24, 48 ve 72. saatlerde calisilmistir. Bu saatler
sonunda her bir kuyucuga 100 pL ortam koyulduktan sonra 50 pL aktive edilmis
XTT soliisyonu (49 pL XTT Reagent Solusyonu ve 1 pL Aktivatdr Soliisyonu)
eklenmistir. Madde eklenmesinden 4 saat sonra calisilan gruplarin absorbans
degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630 nm referans
araliginda okunmustur. Hiicre canlilii yilizdesi her bir kuyucukta olgiilen optik
dansite degerinin kontrol optik dansite degerine boliinmesi ve yliz ile carpilmasiyla

belirlenmistir.
Olgiilen optik dansite degeri:

% Hiicre Canlilig1 = Olgiilen optik dansite degeri/Kontrol optik dansite degeri x100

2.10.3 Trizol Reagent ile Total RNA izolasyonu

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi yapabilmek amaciyla kontrol ve doz

gruplarinda RNA izolasyonu Trizol Reagent ile ger¢eklestirilmistir.

*  3x10"hiicre olacak sekilde 6'lik well plakalara hiicre ekimi,

* Kontrol grubu ve gal ekstraktlarinin herbirinin XTT ile tespit edilen IC50
dozu ve zamani kadar madde uygulamasi ve inkiibasyon,

* Hiicreler 6'lik kiiltiir kaplarindan bir plaka basina 500 pl olacak sekilde Trizol
ve scraper kaziyici ile hiicreler tamamen kaldirilip, ependorf tiiplere (1 ml'lik)
transferi (dondurulmus ise yaklagik 10 dk ¢oziilmesi i¢in inkiibasyon),

* Her bir ependorf tiipe 200 pl kloroform eklenip ve iyice pipetlendikten sonra
tekrar oda sicakliginda 15 dk inkiibasyon,

* Sogutmali santrifiij ile +4°C’de 15.000 g’de 20 dk santrifiij ve renksiz olan
iist fazin toplanip, ayr1 ependorf tiiplere alinmasi,

* Toplanan iist fazin iizerine 500 pl izopropanol eklenip, pipetlenmesi ve 10 dk
oda sicakliginda inkiibasyon,

*  +4°C’de 15.000 g’de 30 dk santrifiij

* Peletin iizerine %70’lik etanol konulmasi ve +4°C’de 12.000 g’de 10 dk
santrifiij,

* Siipernatant atilip, pelet kisa bir siire hava ile kurutulmasi,

76



¢ Pellet 40 pl RNase-DNase free su ile ¢oziinmesi basamaklarini igerir.

Izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safligt Nanodrop cihazi (Termo)
yardimi ile gerceklestirilmistir. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin dl¢iilmesi isleminde
oncelikle uygun konsantrasyonlarda (cihazin 6lgebilecegi RNA konsantrasyon araligi
2-3000 48 ng/ul’dir) sulandirilan RNA 6rnekleri, 1 pl RNAse free su ile Nanodrop
cihaz kaidesi ilizerine bir damla halinde pipetlenip ve bilgisayardaki program analizi
ile kor alindiktan sonra, 1 pl olacak sekilde pipetlenip 230, 260, 280 nm’de

okunmustur.

2.10.4 cDNA Sentezi

Izole edilen total RNA’lardan RT-PCR &ncesi, cDNA sentezi Applied
Biosystems High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (ABD, Cat.no:
4368814) ile tiretici firmanin belirtmis oldugu prosediir dogrultusunda mikrosantrifiij
tiiplerinde Termal cycle (QPCR, Techne,UK) cihaz1 ile gergeklestirildi. cDNA sentez
karigim prosediirii total RNA son konsantrasyon 2 pg olacak sekilde ayarlandi.
cDNA sentez karsimi Tablo 2.1°de verilmistir. Karisim hazirlandiktan sonra kit
protokolii dogrultusunda, cDNA sentezi i¢in 25°C’de 10 dakika, 37°C’de 120 dakika
inkiibe edilmis ve silire sonunda, enzimi inhibe etmek icin 85°C’de 5 dakika
bekletilmistir. Sentezlenen c¢DNA’lar, hiicrelerde gruplar arasindaki mRNA
ekspresyon degisimini tespit etmek amaciyla Real-Time PCR (Polimeraz Zincir

Reaksiyonu) yapmak lizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 2. 1: cDNA sentez kiti karisim1

Hacim
Total RNA Degisken
10X Random Primers 2 ul
25X dNTP karigimi 0,8 pul
10X RT tamponu 2 ul
RNAaz icermeyen su Degisken
MultiScribe™ Reverse Transcritase 1 ul
Son hacim 20 pl
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2.10.5 Gerc¢ek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR)

Gergek zamanli PZR, gen ekspresyon {irlinliniin kantitasyonu amaciyla
kullanilan hassas molekiiler bir metottur. Bu yontem sayesinde, RNA 0Ornekleri
kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmekte, ¢ok sayida 6rnek son
derece diisilk kontaminasyon riskiyle giivenle ¢alisilabilmektedir. Ger¢ek zamanh
PZR/RT-PZR’da iiriinlerin analizi reaksiyon esnasinda yapilmaktadir. Bu nedenle,
agaroz jel elektroforezi, PZR iiriiniiniin mor &tesi 151k altinda goriintlilenmesi gibi
islemlerin uygulanmasma gerek kalmamaktadir. Bu calismada da 96 kuyucuklu

mikroplaka okuyabilen Ger¢ek Zamanli PZR sistemi kullanilmistir.

Gal ekstraktlarinin muamelesi sonrasinda ilgili hiicre dizini kullanilarak,
hiicre dongiisiinde rol alan genlerin RNA diizeyindeki ekspresyonlar1 “Real Time
Custom Panel” kullanilarak belirlenmistir. Ilgili hiicre dizininden TRI-Reagent
kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmis ve takiben elde edilen RNA’larin miktar
ve kalitesi tespit edilmistir. Sonrasinda, total RNA’lardan Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics) ile cDNA sentezi gergeklestirilmistir. lgili
panel hiicre dongiisiinde ve apoptozda rol alan genleri icerecek sekilde custom olarak
belirlenmistir. Bu yontemle ayn1 anda ve kantitatif olarak Ger¢ek-Zamanli PZR ile
analiz yapilabilmektedir. Ayrica, her panelde referans—housekeeping genler PZR
kontrol grubunda yer alarak hedef genlerdeki rolatif degisikligi analiz etme imkéani
saglamaktadir. PZR sirasinda elde edilen amplikonlar, dogrudan LightCycler
cihazinda, logaritmik artisa gectikleri dongii sayisina gore degerlendirilmistir. Bunun
icin once konsantrasyonlar1 bilinen Beta actin geninin standart amplifikasyon egrisi
olusturulmustur. Calisilan 6rnekteki gecis noktasina gére cDNA’nin rolatif miktar:
kantitasyon software tarafindan belirlenmistir. ilk olarak, hedef miktar1; hedef (T)
gen kopyalarinin housekeeping (H) gen kopyalarina orami seklinde oSlglilmiistiir.
Ikinci basamakta, 6rnekteki hedefin housekeeping gen kopyalarina orani (T/H), her
reaksiyonda kosulan kontrol RNA’nin T/H oranma boliinmesi ile elde edilmistir.

Sonuglar, 6rnekteki T/H oranini ifade etmektedir.

Step One Plus Real-time PCR System, gercek zamanli bir PCR cihaz olup,
amplifikasyon {irlinlerinin artis1 es zamanl olarak takip edilebilmektedir. Oldukca

hizli 1sitma ve sogutma kapasitesi sayesinde, tek bir grup i¢in ayni anda 96 gen
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ekspresyonuna 30-45 PCR dongiisii, yaklagik olarak bir buguk saat iginde
yapilabilmektedir. Sistemde, SYBR Green metodu kullanilmistir. SYBR Green
boyasi ¢ift sarmal DNA’nin kii¢iik girintisine baglanan ve olduk¢a uzun siire
dayanikliligim1  kaybetmeyen bir boyadir (30 amplifikasyon dongiisii sonrasi
aktivitesinin yalnizca %6’simn1 kaybeder). Ancak bu c¢alismada kullandigimiz
modifiye edilmig SYBR Green boyast DNA’nin hem biiyiik hem de kii¢iik girintisine
baglamaktadir. Uyarilma ve 151k sagma dalga boylari light cycler’in optik filtre setine
uymaktadir. Amplifikasyon Oncesi reaksiyon karigimi denatiire edilmis DNA’y1,
primerleri ve boyay1 icerir. Baglanmamis olan boya az miktarda florasan yayarak,
daha sonraki bilgisayar analizlerinden c¢ikartilan, minimum arka fon florasan
sinyalini olusturur. Primerlerin baglanmas ile az sayidaki boya molekiilii ¢ift sarmal
DNA’ya baglanir. DNA’ya baglanmasi, SYBR Green molekiillerinin uyarilma
sonucu 151k sagmalarini etkili sekilde artmasina neden olur. Uzama asamasi
esnasinda ¢ift sarmal DNA olustuk¢a, daha fazla sayida boya molekiilleri baglanir.
Reaksiyon devamli denetlenerek, florasandaki artis es zamanli olarak bilgisayar
ekranindan izlenir. Diger dongiiniin 1sitma basamaginda DNA denatiire edildiginde
boya molekiilleri serbest kalir ve florasan sinyali diismektedir. Ger¢ek zamanli RT-
PZR ile kontrol grubu ve gal ekstrakti uygulanmig doz grubu arasindaki hiicre
dongiisiinde rol alan genlerin ekspresyonlarmin nasil degistigi custom olarak dizayn
edilen plaka ile belirlenmistir (Qiagen Sciences, RT2 ProfilerTM PCR Array Human
Cell Cycle, PAHS-020ZC) Primerlerin goémiilii oldugu plakalar i¢in Real-Time
PZR'da reaksiyon karisimi orani, her 96 kuyucuklu plaka i¢cin 750ul Sybr Green
Master Mix, 60 pul cDNA ve 680 ul de RNAse free su seklinde hazirlanip her bir
kuyucuga 15 pl olacak sekilde ¢oklu mikropipet yardimiyla plakalara yiiklenmistir.

Gen ekspresyonunun karsilastirilmast yapilan durumlarda kontrol ve doz
grubu ilgili genlerin ekspresyon degerleri rolatif olarak belirlendi. Gruplarin
karsilagtirilmast “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programinda bulunan

“Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

Tablo 2. 2: Gergek Zamanli PZR reaksiyon karigimi

Gercek Zamanh PZR Reaksiyon Karisimi (96 Hacim
kuyucuklu plaka i¢in;bir reaksiyon)
Sybr Green Master Mix 5uL
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1 uL

Primer

Tablo 2. 3: Calismamizda kullanilan genler ve tanimlart

Sembol Tanim

Bax BAX BCL2-iliskili X protein

FAS Fas (INF reseptor superailesi, liye 6)

Caspase-3 Caspase 3, apoptoz-iligkili sistein peptidaz

Caspase-9 Caspase 9, apoptoz-iligkili sistein peptidaz

FADD Fas (INFRSF6)-iliskili 6liim domaini
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3. BULGULAR

3.1  Ekstrakt Verimliliginin Hesaplanmasi

30 gram kuru gal drneklerinden ekstraktsiyon asamasi sonrasi elde edilen
ekstraktlar tartilarak yiizde (%) ekstrakt verimliligi hesaplanmustir. Orneklerin %

ekstrakt verimlilikleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1: Gal 6rneklerinin % ekstrakt verimlilikleri

% Ekstrakt Verimliligi

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 9,341 12,408 17,535 20,384
A. cecconii galleri 4,555 5,961 7,333 5,112
A. curtisii galleri 16,43 21,43 31,93 24,86
A. sternlichti galleri 50,902 40,835 57,022 43 877
A. tomentosus galleri 8,547 9,0856 17,867 24,138

Tablo 3.1°’den de anlagilacagi gibi kuru gal drneklerinin ekstrakt verimliligi
coziiclilere ve tiirlere gore farklilik gostermistir. Elde edilen sonuglara gore en
yiiksek ekstrakt verimliligi A. sternlichti metanol ekstraktinda (%57,022) tespit
edilmigstir. En diistik ekstrakt verimliligine ise A. cecconii aseton ekstraktinda (%
4,555) rastlanmistir. Gal 6rneklerinin ekstrakt verimliklikleri su sekilde siralanabilir:

A. sternlichti (metanol)>A. curtisii (metanol)>A4. tomentosus (su)>A. anatolicus

(su)>A. cecconii (metanol).
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3.2 Toplam Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi amaciyla iki

farkli metot (P -karoten/Linoleik Asit ve Fosfomolibdenyum Metodu) kullanilmistir.

3.2.1 P -karoten/Linoleik Asit Yontemi

Bu metot, karotenoidlerin otooksidasyon yoluyla renklerinin agilmasi esasina
dayanmaktadir. Oksidasyon 151k veya 1s1 yoluyla veya peroksil radikalleri ile
baslatilmaktadir. Bu renk agilmasi radikallere hidrojen atomu veren antioksidanlar
tarafindan Onlenebilir veya azaltilabilir. 470 nm’de gal ekstraktlarinin B-karoten-
linoleik asit emiilsiyonun oksidasyonunu inhibe etme yetenegi belirlenmistir.
Sonuglar, Tablo 3.2°de ekstrelerin  B-karoten-linoleik asit emiilsiyonun

oksidasyonunun % inhibisyonu olarak verilmistir.

Tablo 3. 2: Gal ekstraktlarinin B-karoten/linoleik asit toplam antioksidan aktiviteleri

B-karoten/linoleik asit yontemi % Inhibisyon Degerleri

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 81,57+1,54 61,53+3,54 90,274+3,26 57,14+1,15
A. cecconii galleri 93,44+6,077 78,68+4,19 100+8,51 77,33+2,02
A. curtisii galleri 93,80+ 1,480 90,38+8,985 80,43+7,08 71,92+8,75
A. sternlichti galleri 80,64+1,55 97,05+0,87 88,059+6,01 95,31£2,73
A. tomentosus galleri 74,35+2,52 90+5,04 91,66+5,28 91,42+0,27
BHT - - 91,59+1,40 -

*degerler ortalama+std sapma olarak verilmistir

Bu metoda gore, 5 gal tiirii arasinda en yiiksek antioksidan aktivite A.
cecconii metanol ekstraktinda (%100+8,51) gozlemlenmistir. Elde edilen verilen
ticari olarak satin alinan sentetik bir antioksidan olan BHT standardi (%91,59+1,40)
ile kiyaslanmigtir. Bazi gal ekstraktlarinin BHT standartindan daha ytiksek
antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu metoda gore antioksidan kapasiteler
kiyaslandiginda; A. cecconii (metanol)>A. sternlichti (metanol)>A4. curtisii
(aseton)>A. tomentosus (metanol)>BHT>A. anatolicus (metanol) seklinde

siralanmugtir.
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3.2.2 Fosfomolibdenyum Yontemi

Ekstraktlarin  toplam antioksidan aktiviteleri diger bir metot olan
Fosfomolibdenyum metodu ile de hesaplanmistir. Bu yontem ortamda bulunan Mo
(VD)’lin ortama konan indirgeyici ajan tarafindan Mo (V)’e indirgenmesi sonucu
olusan yesil rengin spektrofotometrik olarak oOl¢iimii esasina dayanmaktadir.

Sonuglar askorbik aside esdeger olarak hesaplanmustir.

Tablo 3. 3: Gal ekstraktlarinin fosfomolibdenyum antioksidan aktiviteleri

Fosfomolibdenyum Antioksidan Aktivite Yontemi (mgAE/g)

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 78+2,12 104,234+0,52 58+0,41 48,85+2,61
A. cecconii galleri 50,39+4,36 68,94+5,25 47,57+1,88 26,29+0,31
A. curtisii galleri 79,62+ 0,84 92,10+1,91 68,68+1,26 53,5542,63
A. sternlichti galleri 37,05+3,74 76,03+2,55 44.92+3,36 38,34+1,94
A. tomentosus galleri 67,99+7,043 104,32+7,04 84,754+5,30 59,79+3,78

*degerler ortalama+std sapma olarak ve askorbik aside esdeger verilmistir

Elde edilen veriler, en yliksek fosfomolibdenyum antioksidan aktiviteye A.
tomentosus etanol ekstraklatlarinin (104,32+7,04 mgAE/g) sahip oldugunu ortaya
cikarmistir. En diisiik aktiviteye ise A. cecconii su ekstraktinin (26,29+0,31 mgAE/g)
sahip oldugu Tablo 3.3’de gosterilmistir.

3.3  Toplam Radikal Siipiirme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin radikal siiplirme kapasiteleri DPPH ve ABTS ¢ozeltilerinin renk

aciliminin spektrofotometrik olarak Slgiilmesi ile hesaplanmustir.

3.3.1 DPPH Radikal Siipiirme Kapasitesi

Farklt konsantrasyonlardaki ekstraklarin muamalesi ile metanolik DPPH
cozeltisinin koyu menekse rengi acilir ve absorbanstaki azalma UV-GB
spektrofotometresiyle dlgiilebilmektedir. Artan ekstrakt konsantrasyonlarinda DPPH
radikal giderim aktiviteleri belirlenmistir ve sonuglar ICsy degeri olarak Tablo 3.4’de

verilmistir.
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Tablo 3. 4: Gal ekstraktlarinin DPPH radikali giderim aktivitesi

DPPH Radikal Giderim Aktivitesi ICso Degerleri

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 5,40+0,11 1,40+0,55 3,96+0,17 14,58+1,32
A. cecconii galleri 54,81+0,35 23,47+1,46 8,89+0,46 4,32+0,24
A. curtisii galleri 8,40+0,24 13,5244,20 12,11+0,12 22,40+0,79
A. sternlichti galleri 13,15+0,53 14,83+4,24 8,94+0,31 12,1+0,86
A. tomentosus galleri 18,17+1,50 12,99+1,05 14,05+1,39 15,15+0,79
BHT - - 24,65+1,19 -
BHA - - 8,69+0,49

*degerler ortalama+std sapma olarak verilmistir. ICso degeri GraphPad Prism programu ile hesaplanmustir.

Tablo 3.4’e gore gal tiirlerimiz arasinda A. anatolicus etanol ekstrakti (ICso:
1,40+0,55) sentetik antioksidanlar olan BHT ve BHA standartlariyla da kiyas
edildiginde en yiiksek DPPH radikal giderim aktivitesini gosterdigi belirlenmistir. En
diisitk DPPH radikal giderim aktivitesine 4. cecconii (54,81+0,35) gallerinin aseton

ekstraktlarinin sahip oldugu gézlemlenmistir.

3.3.2 ABTS Radikal Siipiirme Kapasitesi

Bu metot antioksidan bilesikler tarafindan ABTS’nin rengini kaybetmesi
temeline dayanir. Molekiillerin kararli serbest radikali siipiirme kabiliyeti sentetik
antioksidanlarla kiyaslanarak belirlenir. Artan ekstrakt konsantrasyonlarmin radikal

giderim kapasiteleri ICsy degeri olarak hesaplanmistir.

Tablo 3. 5: Gal ekstraktlarinin ABTS radikali giderim aktivitesi

ABTS Radikal Giderim Aktivitesi ICsy Degeri

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 15,97+0,11 12,76+2,97 14,79+0,48 17,73+0,77
A. cecconii galleri 50,91+0,28 34,53+0,17 20,24+0,70 17,08+1,84
A. curtisii galleri 18,16+1,42 14,71+0,67 16,98+0,35 16,44+1,57
A. sternlichti galleri  15,273+1,64 12,50+0,33 5,04+0,41 11,70+0,01
A. tomentosus galleri  32,17+0,31 48,68+0,28 19,60+1,08 18,52+0,21
BHT - - 17,03+0,35

*degerler ortalama+std sapma olarak verilmistir. ICso degeri GraphPad Prism programu ile hesaplanmistir.

Yukaridaki tabloda gal ekstraktlarinin ABTS radikal giderim aktivitelerinin
ICso degerleri verilmistir. En yliksek ABTS radikal giderim aktivitesi 4. sternlichti
metanol ekstraktinda (ICso: 5,04+0,41) gozlemlenmistir. En diisiik ABTS radikal
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giderim aktivitesini ise A. cecconii aseton ekstraktlar1 (ICsp: 50,91£0,28)
gostermistir. Tablo 3.5’te verilen bilgilere gore bazi gal ekstraktlarinin BHT (ICso:
17,03+0,35) standardindan daha iyi ABTS radikal giderim aktivitesi gosterdigi

goriilmektedir.

3.4  Indirgeme Giicii Kapasitelerinin Belirlenmesi

Gal ekstraktlarin indirgeme giicii kapasiteleri CUPRAC ve FRAP metotlari

ile belirlenmistir.

3.4.1 Bakir Indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi (CUPRAC)

CUPRAC test sistemi bitkisel ekstraklarin veya antioksidanlarin Cu(II)-
neocuproine kompleksini Cu(I)-neocuproine indirgemesine olusan renkli kompleksin
absorbansinin 450 nm’de 6lciilmesine dayanir. Gal ekstraktlarinin Bakir indirgeme
Glicii aktivitesi belirlenmistir. Sonuglar asagidaki tabloda troloksa esdeger olarak

verilmistir.

Tablo 3. 6: Gal ekstraktlarinin CUPRAC aktivitesi

CUPRAC Yontemi (mgTE/g)
Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 72,84+0,12 72,54+0,12 74,51£1,23 69,21+0,61
A. cecconii galleri 82,24+9,03 68,60+1,36 89,66+1,48 62,84+0,37
A. curtisii galleri 86,03+ 0,74 88,00+1,36 86,18+0,12 83,90+0,24
A. sternlichti galleri 89,96+0,49 90,57+0 88,15+0,24 90,27+1,23
A. tomentosus galleri 84,81+0,74 88,45+0,74 89,81+1,36 85,12+0,24

*degerler ortalamazstd sapma olarak verilmistir.

Tablo 3.6’da verilen bilgilere gore ekstraktlar arasinda en yiiksek bakir
indirgeme giiciine A. sternlichti etanol eksraktinin (90,57+0 mgTE/g) sahip oldugu
goriilmektedir. En disiik bakir indirgeme giicini 4. cecconii su ekstrakti

(62,84+0,37 mgTE/g) gostermistir.
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3.4.2 Demir indirgeme Giicii Kapasitesinin Belirlenmesi (FRAP)

Ekstraktlarin Demir(III)-TPTZ kompleksini Demir(IT)-TPTZ kompleksine
indirgeme giiciiniin belirlendigi bu ¢alismada sonuglar troloks standardina esdeger

olarak hesaplanmigtir.

Tablo 3. 7: Gal ekstraktlarinin FRAP aktiviteleri

FRAP Yontemi (mgTE/g)
Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 105,2842,33 157,424+4,55 145,28+0,58 131,95+3,21
A. cecconii galleri 16,23+0,89 18,61+0,33 29,09+3,21 24,80+2,42

A. curtisii galleri 131,95+ 1,87 160,04+4,13 141,23+3,79 120,04+1,21
A. sternlichti galleri 62,19+2,42 126,23+2,62 118,85+1,16 87,90+4,21
A. tomentosus galleri 132,42+1,74 182,1945,41 107,66+3,21 155,28+1,16

*degerler ortalama+std sapma olarak verilmistir.

Tablo 3.7°de gosterildigi gibi en yiiksek FRAP aktivitesine 4. tomentosus
etanol ekstraktlarinin (182,19+5,41 mgTE/g) sahip oldugu tespit edilmistir. En diisiik
FRAP aktivitesini ise A. cecconii aseton ekstrakti (16,23+0,89 mgTE/g) gostermistir.

3.5  Demir Metali Selatlama Kapasitesi

Ekstraktlarin metal selatlama aktivitesi, bitki ekstraktlarinin ¢ozeltideki Fe™
iyonunun ferrozin ile birlesmesini engelleyebilme kapasitesi ile belirlenir. Sonuglar
cok iyi bir metal selatlama kapasitesine sahip olan EDTA standardi ile

kiyaslanmustir.

Tablo 3. 8: Gal ekstraktlarinin metal selatlama kapasiteleri

% Metal Selatlama Kapasitesi

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 35,74+3,13 39,4543,03 39,54+4,46 33,31+3,29
A. cecconii galleri 14,64+9,19 28,33+3,33 35,74+3,13 27,14+1,33
A. curtisii galleri 57,20+ 4,00 54,26+1,30 58,04+2,72 56,16+2,03
A. sternlichti galleri 53,22+5,71 49,52+0,82 44,70+6,60 49,4942 22
A. tomentosus galleri 40,07+4,00 35,01+11,86 28,42+7,76 35,254+3,48
EDTA - - - 96,18+1,65

*degerler ortalamazstd sapma olarak verilmistir.
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Tablo 3.8’e gore en yiiksek metal selatlama kapasitesine A. curtisii
(%58,04+2,72) metanol ekstraktinda rastlanmistir. EDTA (%96,18+1,65) ise

ekstraktlarimiza gore giiclii bir metal selatlama kapasitesi gostermistir.

3.6  Toplam Sekonder Metabolit Madde Miktarinin Belirlenmesi

Gal ekstraklarinda sekonder metabolit olarak toplam fenolik madde, toplam

flavonoid madde ve toplam tanen madde miktarlar1 belirlenmistir.

3.6.1 Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Gal esktraktlariin, Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlenen toplam fenolik
madde miktar1 gallik aside esdeger olarak hesaplanmistir ve sonuglar Tablo 3.9°da

verilmistir.

Tablo 3. 9: Gal ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlari

Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mgGAEs/g)

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 264,4442 33 243,33£1,65 234,81+1,92 170+1,58
A. cecconii galleri 34,07+1,52 27,77+0,82 47,40+1,11 49,25+0,76
A. curtisii galleri 269,25+1,55 238,14+1,05 171,48+1,27 190+1,94
A. sternlichti galleri 305,18+1,13 274,56+1,77 322,06+0,97 262,68+1,47
A. tomentosus galleri 285,18+1,38 298,93+2,52 278,93+1,18 290,18+0,64

*degerler ortalamazstd sapma olarak verilmistir.

Elde ettigimiz verilere gore (Tablo 3.9) gal ekstraktlar1 arasinda en yliksek
fenolik madde miktarina A. sternlichti metanol ekstraktinin (322,06+0,97 mgGAE/g)
sahip oldugu belirlenmistir. Calismalarimiz A. cecconii ekstraktlarinin diger tiirlere
gore daha az miktarda fenolik madde icerdigini gdstermistir. Bu dogrultuda, en
diisiikk toplam fenolik madde miktar1 4. cecconii etanol ekstraktinda (27,77+0,82

mgGAE/g) gozlemlenmistir.
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3.6.2 Toplam Flavonoid Madde Miktarinin Belirlenmesi

Aliiminyum klorid metodu ile hesaplanan toplam flavonoid madde miktari

kuersetin standardina esdeger hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 3.10’da gosterilmistir.

Tablo 3. 10: Gal ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktarlari

Toplam Flavonoid Madde Miktar1 (mgQEs/g)

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 33,14+2,60 17,10£1,90 13,56+0,62 17,10£1,30
A. cecconii galleri 70,02+1,52 36,47+3,60 6,47+0,36 24,81+0,22
A. curtisii galleri 24,60+3,44 21,06+4,09 22,10+£0,36 6,47+0,36
A. sternlichti galleri 5,28+0,95 3,16+0,21 7,4+0,08 11,24+0,98

A. tomentosus galleri 31,63+0,98 29,67+0,85 30,42+0,66 47,09+2,53

*degerler ortalama+std sapma olarak verilmistir

Kuersetine esdeger olarak hesaplanan en yiiksek toplam flavonoid madde
miktaria A. cecconii aseton ekstraktinin (70,02+1,52 mgQEs/g) sahip oldugu tespit
edilmigtir. En diisiik flavonoid miktarina ise A. sternlichti (3,16+£0,21 mgQE/g)

gallerinin etanol ekstraktlarinda rastlanmistir.

3.6.3 Toplam Tanen Madde Miktarinin Belirlenmesi

Gal ekstraktlarinin toplam tanen madde miktarlar1 vanilin/siilfiirik asid
metoduna gore belirlenmis ve sonuglar katesin standardina esdeger olarak Tablo

3.11°de verilmistir.

Tablo 3. 11: Gal ekstraktlarinin toplam tanen miktarlari

Toplam Tanen Madde Miktart (mgCEs/g)

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 76,16+9,24 65,33+8,16 66,16+3,07 51,16+5,54

A. cecconii galleri 329,5+1,54 288,66+1,84 224,5+8,89 65,33+9,18

A. curtisii galleri 77,83+041 42,83+7,79 51,16+7,07 82+7,18
A. sternlichti galleri 46,4+2,99 0,22+0,07 0,14+0,04 37,17+0,70
A. tomentosus galleri 47,17+£1,63 22,89+0,22 14,69+0,20 6,52+0,22

*degerler ortalama+std sapma olarak verilmistir
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Katesine esdeger olarak hesaplanan en yiiksek toplam tanen madde miktarina
A. cecconii aseton ekstraktinin (329,5+1,54 mgCEs/g) sahip oldugu tespit edilmistir.

En diisik toplam tanen miktar1 A4. sternlichti metanol ekstraktinda (0,14+0,04
mgCEs/g) goriilmustiir.

3.7  Fenolik Bilesen Karakterizasyonu

HPLC metodu ile gal ekstraktlarinin fenolik bilesen karakterizasyonu 15 farkl

standart kullanilarak belirlenmigstir. Asagidaki tabloda gal esktraktlarinin fenolik
bilesen miktarlar1 verilmistir (Tablo 3.12).

Tablo 3. 12: Gallerin metanol ekstraktlarinin fenolik bilesen karakterizasyonu

Fenolik Bilesen Miktarlar: (ug/g)

Standartlar A. anatolicus A. cecconii A. curtisii A'. . A.
galleri galleri galleri St‘;;’;ll;i}im tm;t:ﬁiﬁus
gallik asit 8629,433 5369,74 8188,767 7181,536 7218,09
31)211‘;:)}::‘;'5‘;‘ 1849,503 168,416 1232,039 234,502 3109,659
klorojenik asit 2185,044 311,167 3454,414 2375,615 1013,789
4-hidroksibenzoik 1866,57 20,059 2097,673 1223,13 3859,173
2,5-dihidroksi 63515,408 7266,972 139223,547 18147,653  69399,147
benzoik asit
vanilik asit 410,06 894,785 4451,887 16466,952 6572,271
kafeik asit 575307,286 49318,714 497172,152 589041,723 | 424068,479
epikatesin 563399,103 10174,354 870810,906 171497,57 53430,17
p-kumarik asit 17,469 8,868 109,309 635,284 151,081
ferulik asit 3,248 8,274 52,151 1070,68 100,731
narinjin 85209,748 2816,338 7169,844 19097,058 315,325
rutin 10997,741 345,723 282,487 8156,209 337,586
elajik asit 160125,753 8942,935 215868,076 261997,718 187696,132
sinamik asit 1230,747 496,073 2361,778 747,044 423,675
kuersetin 789,788 5185,824 5,291 1,929 1141,256

HPLC metodundan elde ettigimiz verilere gore kafeik asit A. sternlichti
(589041,723 ng/g), A. tomentosus ekstraktlarinda (424068,479 ng/g), A. cecconii
ekstraktlarinin (49318,714 pg/g), A. anatolicus ekstraklarinda (575307,286 ng/g) en
fazla miktarda tespit edilen fenolik bilesenlerdir. 4. curtisii ekstraktlarinda ise en

yliksek miktarda epikatesine (870810,906 pg/g) rastlanmstir.
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3.8  Sitotoksisite ve Gen Ekspresyon Calismalar:

3.8.1 XTT Hiicre Canlilig1 Sonugclar:

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin gal ekstraktlarinin 5 uM
ile 500 uM arasinda farkli doz konsantrasyonunda 24, 48 ve 72. saatlerdeki etkinligi
arastirilmistir. Deney sonucunda olusan renk reaksiyonuna goére kontrol ve doz
gruplarinin absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve
630 nm referans araliginda okunmustur. Gal ekstraktlarinin MIA PaCa-2 hiicre hatti
kullanilarak sitotoksik aktivitesi XTT analizi ile belirlenmistir. Tiim tiirlerin XTT

sitotoksisite analizi yapilarak ICso degerleri hesaplanarak verilmistir (Tablo 3.13).

Tablo 3. 13: Gal ekstraktlarinin MiaPaCa-2 hiicre hatt1 {izerinde sitotoksisite degerleri

XTT Analizi IC5y Degerleri

Aseton Etanol Metanol Su
A. anatolicus galleri 222 (24h) 248.8 (24h) 436 (24h) 183.1 (24h)
A. cecconii galleri 192 (24h) 189.3 (24h) 111.8 (24h) 61 (24h)
A. curtisii galleri 147.4 (24h) 235.2 (24h) 209. 3 (24h) 126.1 (24h)
A. sternlichti galleri 85,85 (48h) 0,04 (72h) 47,86 (48h) 16,69 (48h)
A. tomentosus galleri 124.7 (24h) 158.3 (24h) 187.4 (24h) 169.8 (24h)

*[Cso degerleri GraphPad Prism programu ile hesaplanmustir.

XTT analizinden elde ettigimiz verilere gore (Tablo 3.13) MIA PaCa-2 hiicre
hatt1 lizerinde en yiiksek sitotoksik etikiyi 4. sternlichti etanol ekstrakti 72. saatte
gostermistir (IC50: 0,04 pg/ml). En diisiik sitotoksik etkiyi ise 4. anatolicus gal
ekstraktlarinin metanol ekstraktlarinin 24. saatte (IC50: 436 ug/ml) sahip oldugu

ortaya ¢ikarilmistir.

3.8.2 Gerg¢ek-Zamanh PZR (Real-Time PCR) Sonuclari

Farkli dozlarda gal esktrakti uygulanan Mia-Paca2 hiicrelerinden uygun
yogunluklarda elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Daha
sonra gal ekstraktlarinin mRNA seviyelerindeki ekspresyon diizeyleri tizerine etkileri
Gergek Zamanli PZR yontemi ile belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre dongiisii

ve apoptozla iliskili genlerin ifadelerinin nasil degistigi ve istatisitiksel olarak
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anlamlilik degerleri aragtirilmistir. Bu amacla oncelikli olarak panalde yer alan hiicre
dongiisii ve apoptozla iliskili genlere uygun gémiilii primerler i¢in cihazda yapisma
sicakliklar1 ve dongii sayis1 optimizasyonlar1 yapilmigtir. Reaksiyon sonucunda elde
edilen ct degerleri dikkate alinarak kontrol ve doz gruplarindaki gen ifadelerindeki

degisim hesaplanmustir.

Istatistiksel olarak anlamli bulunan ve bulunmayan hiicre dongiisii ve apoptoz
iligkili genlerin kontrol ve doz gruplarindaki ekspresyon diizeylerindeki kat

degisimleri Tablo 3.14-18’de verilmistir.

Tablo 3. 14: Gergek zamanli PZR sonuglarina gore A. sternlichti gal ekstraktlari i¢in kontrol ve doz
gruplarina degisim tespit edilen genler

Aseton Etanol Metanol Su
Gen Ad1 De;;t‘;lisi Depg—e . De;glisi p-Degeri Deli“;lisi p-Deeri Dt;glisi p-Degeri
Beta-aktin 1 nan 1 nan 1 nan 1 nan

Bax -1 0’9%997 -1,84* | 0,000218 | -1,31 | 0,131067 | -1,87* | 0,001727
Bel-2 8,59 | 00 12008 3,91 | 0918122 | -14,26* | 0,008655 | -79,26* | 0,006838
FAS 3,29 0’2295 TVl 1496 | 0121712 | 965 | 0142091 | -40.68 | 0.113001
Bid 17,01* 0’0(;000 8513,93 | 0,372843 19,73* 0,01433 13,77* 0,000012
Caspase-3 1,85 0’352399 52,15 | 0,095381 | -1,86* | 0,005878 | -1,02 | 0,614135
Caspase-8 1,72 0’3(;600 -1,36% | 0,015254 | 531 | 0271883 | -4,8* | 0,000025
Caspase-9 1,3 0’8(;317 443 | 0,113363 | -3,81 | 0,138498 | 1,21 0,547652

Caslpoase' 1,32% 0’0%5 %\ 109 | 057064 1,03 | 0592168 | -1,06 0,6654
FADD 4,92 0’089841 3,99 | 0,092292 43 0,080313 | 4,31 0,073273
TRADD | -1,58% 0’028064 41,26 | 0,163771 | -1,59* | 0,012739 | -1,44* | 0,007751

Yukaridaki tabloda gorildiglii tlizere A. sternlichti ekstraktlarinin  gen
ekspresyonu tlizerine etkileri ct degeri olarak verilmistir. Aseton ekstraktlrinin genler
tizerinde etki ettigi anlamli degisimlere bakildiginda; anti-apoptotik etkiye sahip
olan Bcl-2 ve TNF gen ailesinden olan apoptotik TRADD genlerinin ifadesinde
azalma tespit edilmistir. Bid ve Caspase 10 genlerinin ifedesinde ise artig
gozlemlenmistir. Bu durumlarin  hepsi, apoptozun indiiklenmesine sebeb
olabilmektedir. Etanol ekstraktlar1 incelendiginde; pro-apoptotik Bax ve apoptotik
caspase-8 genlerinin ifadelerinde azalma goriilmektedir, bu durum etanol

ekstraktlarinin  apoptozu anlamli  bir sekilde indiikkleyemedigi seklinde

91



yorumlanabilir. Metanol ekstraktlarinda; Bcl-2, caspase-3, TRADD genlerinin
ifadesinde bir azalma tespit edilirken Bid geninde bir artis goriilmektedir. Su
ekstraktlarinda ise Bax, Bcl-2, Caspase-8, TRADD genlerinde azalma; Bid geninde
bir artis gozlemlenmistir; burada Bax genindeki azalis apoptozun ilerleyisini

kesintiye ugratabilir.

Tablo 3. 15: Gergek zamanli PZR sonuglarina gore A. fomentosus gal ekstraktlari i¢in kontrol ve doz
gruplarinda degisim tespit edilen hiicre dongiisii ile iliskili genler

Aseton Etanol Metanol Su

Gen Ad1 DeI;glisi Depg—e . De;;fglisi p-Degeri De;lglisi p-Deperi De;iglisi p-Degeri

Beta-aktin 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan
Bax 25.05% 0'0%105 26.08*% | 0.000016 | 8.13 | 0.150856 | 6.93* | 0.000001
Bel-2 -2.60% 0'036078 144 | 0.820964 | 1.01 | 0.869223 | -12.75*% | 0.008912
FAS -11.96 0'1%930 1.03 | 0.687722 | -1.07 | 0.674186 | -3.07 | 0272017
Bid 10.00% 0'0%995 6.40% | 0.011776 | 4.05* | 0.003156 | 1.42 | 0.127859
Caspase-3 | -5.67 0'0825 641 ss4% | 0.040855 | 332* | 0.000100 | -1.79% | 0.023235
Caspase-8 | -1.80* 0'0305 81 178% | 0007222 | 317 | 0179143 | -2.74* | 0.010501
Caspase9 | -432 | 1 16683 -1.82 | 0250015 | -1.16 | 0.535897 | -1.85 | 0.276760
Caslpoase' 1.17* 0'019632 127 | 0662722 | -1.71* | 0.007510 | -5.44* | 0.000378
FADD 5.73% 0'0%677 546 | 0.058487 | 2.65 | 0402193 | -3.17 | 0.270822
TRADD | 3.91* 0'02000 1.56* | 0.020745 | -1.11 | 0.255985 | -9.83* | 0.000138

Tablo 3.15°de A. tomentosus ekstraktlarinin genler iizerindeki etkisi
gosterilmistir. Etanol ekstraktlar1 incelendiginde; apoptotik etkiye sebeb olabilecek
Bax, Bid, Cas-10, FAD, TRADD genlerinin ifadesinde artis, Bcl-2 geninde bir
azalma gorlilmektedir. Ancak kaspaz 8’de goriilen azalma apoptotik siireci olumsuz
yonde etkileyebilir. Etanol ekstraktlarinda; anlamli degisimlerin hepsinde apoptotik
genlerin ifadesinde artis gézlemlenmistir. Metanol ekstraktlarinda Bid ve kaspaz
3’ln ifadesinde artis gozlenirken, kaspaz-10’da bir azalma tespit edilmistir. Su
ekstraktlarinda Bax’da artig, Bcl-2’de azalma goriilmesi apoptozu indiikleyebilirken;

kaspaz-3,8,10’da ve TRADD’da goriilen azalma apoptozu kesintiye ugratabilir.
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Tablo 3. 16: Ger¢ek Zamanli PZR sonuglarina gore A. curtisii gal ekstraktlari i¢in kontrol ve doz

gruplarinda degisim tespit edilen hiicre dongiisii ile iliskili genler

Aseton Etanol Metanol Su

Gen Ad1 Delgisi De%-e } De;glisi p-Degeri DeI;glisi o-Degeri De;glisi p-Degeri

Beta-aktin 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan
Bax -18.20% O'O?OOO 9.58 | 0291765 | -7.97* | 0.000001 | -12.61* | 0.0001111
Becl-2 21.82% 0'0%842 -36.35% | 0.007936 | -1.34 | 0.876486 | -6.26* | 0.011810
FAS -15.70 0'121128 2.63 | 0329323 | 225 | 0.244086 | -10.66 | 0.127285
Bid -3.95% 0'02196 126 | 0452370 | 3.69 | 0.113710 | 2.32* | 0.000019
Caspase-3 | 1.04 0'4%024 411 | 0350593 | 8.17 | 0.175505 | 1.20 | 0.419600
Caspase8 | 235 |03 %015 36.39 | 0.081597 | 125.86 | 0.220902 | -1.10 | 0.940588
Caspase-9 | -2.01 0'65225 81 _134 |os661512 | 737 | 0167116 | 3.63* | 0029368
Caslpoase' -6.36% 0'02036 -5.10% | 0.002613 | 2.11 | 0.307049 | -2.29% | 0.000225
FADD -1.83 0'33545 1,52 | 0.829902 | 4.16 | 0.213053 | 1.02 | 0.617902
TRADD | -431* 0'013389 -1.07 | 0571756 | 1.99 | 0.260091 | -1.35*% | 0.024557

Tablo 3.16’da A. curtisii ekstraktlarinin gen ekspresyonu iizerine etkileri
verilmigtir. Bu tabloya gore aseton ve su ekstraktlarinin Bax, Bid, kaspaz-10,
TRADD ve Bcl-2 genlerinin ifadesini azalttig1 goriilmiistiir. Etanol ekstraktlar1 Bcl-

2 ve kaspaz-10 genlerinin ifadesini baskilarken, metanol ekstraktlarinin ise sadece

Bax geninin ifadesini anlaml bir degisiklige ugratarak azalttig1 gézlemlenmistir.
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Tablo 3. 17: Ger¢ek Zamanli PZR sonuglarina gore A. cecconii igin kontrol ve doz gruplarinda
degisim tespit edilen hiicre dongiisii ile iliskili genler

Aseton Etanol Metanol Su

Gen Ad1 Denglisi Depg-e . De;;fglisi p-Degeri De;lglisi p-Degeri De;iglisi p-Degeri

Beta-aktin 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan
Bax -5.93% 0'0%000 -8.30* | 0.000000 | -3.02* | 0.000000 | -3.19% | 0.000000
Bcl-2 -34.14* 0'0(;722 23.24* | 0.007590 | -30.93* | 0.007306 | -29.18* | 0.007459
FAS -7.00 0'132960 1225 | 0.109297 | -4.61 | 0.166638 | -6.71 | 0.110431
Bid 5.02* 0'03001 11.76* | 0.001407 | 8.18* | 0.001217 | 6.97 | 0.000073
Caspase-3 | -4.00% 0'03016 -1.54* | 0.000001 | 1.15% | 0.000025 | -8.79* | 0.000000
Caspase-8 | -1.11 0'6%940 22.43* | 0.000020 | -3.64* | 0.000001 | -4.77* | 0.000030
Caspase-9 | 1.06 0'829198 734 | 0360905 | -1.79 | 0.898213 | -232 | 0.198346
Caslpoase' -1.47* 0'0(;187 1.72* | 0.000502 | -1.30 | 0.103988 | 1.21* | 0.016553
FADD 3.44 0'236346 387 | 0.117712 | 3.74 | 0.131761 | 3.50 | 0.160876
TRADD | -1.58 0'13485 1.49* | 0.008502 | 1.01 | 0.891327 | 1.48 | 0.103827

A. cecconii ekstraktlarinin genler tizerindeki etkisinin verildigi Tablo 3.17’de
aseton ekstraktlarinin Bax, kaspaz-3,10, Bcl-2 genlerinin ifadesini azalttigi, Bid
geninin ifadesini arttirdig1 tespit edilmistir. Etanol ekstraktlarinin, Bax, Kaspaz-3,8
ve Bcl-2 genlerinin ifadesini baskilarken Bid ve TRADD ifadesini arttirmistir.
Metanol ekstraktlarinda Bax, Bid, kaspaz-8 ve Bcl-2 genlerinin ekspresyonu
azalirken, kaspaz-3’lin aktivitesi artmistir. Su ekstraktlar1 incelendiginde, Bax,

kaspaz-3,8 ve Bcl-2 genlerinin ifadesinde azalma, kaspaz-10 geninin ifadesinde artig

gbzlemlenmistir.
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Tablo 3. 18: Ger¢ek Zamanli PZR sonuglarina gore A. anatolicus gal ektraktlari i¢in kontrol ve doz
gruplarinda degisim tespit edilen genler

Aseton Etanol Metanol Su

Gen Ad1 De;glisi Depg-e . De;glisi p-Degeri De;lglisi p-Degeri De;rglisi p-Degeri

Beta-aktin 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan
Bax -6.29% 0'02769 2.17 | 0.064000 | -1.52* | 0.016171 | -1.69* | 0.018799
Bel-2 2.14% 0'0‘;731 2.13% | 0.046372 | -11.92* | 0.014222 | -2.61* | 0.086504
FAS 1.92 0'42615 3| 2090 | 0120698 | -1.04 | 0965396 | -2.46 | 0256838
Bid 4.71% 0'02000 4.06* | 0.001662 | -1.12 | 0.110233 | 3.79* | 0.041614
Caspase-3 | -3.48% 0'0(;020 1.51 | 0256892 | 4.03* | 0.047008 | 8.90 | 0.176891
Caspase-8 | -1.10 0'877881 2.05% | 0.002236 | -1.03 | 0.810566 | 1.67 | 0.169560
Caspase-9 | 130 0'8%573 2.14 | 0346331 | -143 | 0371483 | 123 | 0.640408
Caslpoase' 2.62* 0'0(;412 1.57* | 0.000811 | -4.68* | 0.001574 | 1.62 | 0.154284
FADD 4.56* 0'057144 1.89 | 0.838169 | -1.09 | 0.520019 | 2.77 | 0.355669
TRADD | -1.00 0'850426 2.71% | 0.001104 | -7.19% | 0.001534 | -2.69* | 0.000650

Tablo 3.18’de A. anatolicus ekstraktlariin genler lizerindeki istatistiksel olarak
anlamli ve anlamsiz etkileri verilmistir. Aseton ekstraktlarinin Bax, kaspaz-3 ve Bcl-
2 genlerinin ifadesini azalttigi; Bid, kaspaz-10 ve FADD genlerinin ifadesini
arttirdigr gézlemlenmistir. Etanol ekstraktlarinin Bcl-2 ve TRADD aktivitesini
azaltirken, Bid, kaspaz-8 ve 10’un aktivitesini arttirmistir. Metanol ekstraktlarinda
Bax, Bcl-2 kaspaz-10 ve TRADD ekspresyonu azalmis, kaspaz-3 ekspresyonu
artmigtir. Su ekstraktlarinda Bax, Bcl-2 ve TRADD aktivitesi azalirken, Bid

aktivitesi artmistir.
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4. SONUC ve ONERILER

Bitki galleri, parazit bir organizmadan gelen uyarana yanit olarak anormal
doku biiyiimesi sonucu iretilmektedir. Hemen hemen tiim bitkiler mikroplar,
nematodlar ve eklembacaklilar tarafindan gal olusumuna egilimlidirler. Bitkilerde gal
olusumunu indiikleyen bir dizi viriis, bakteri, mantar ve nematod tanimlanmigtir
(Bhattacharya ve dig. 2010; Uhlikova ve dig. 2016). Ayrica, bocekler de (gal arilari,
gal sinekleri, yaprak bitleri, akarlar vb.) yumurtalarin1 bitkilerin ¢esitli kisimlarina
birakarak gal olusumunu tetiklemektedir (Patel ve dig. 2018). Galler, deri
endiistrisinde ve bazi ticari miirekkeplerin yapimi gibi ¢esitli amaglarla
kullanilmaktadir, hatta Dogu iilkelerinde gida olarak bile tiiketilmektedir (Sadeghi ve
Asareh 2009). Gallerin kimyasal profili, koruma ve beslenme gibi bir¢cok fonksiyonla
ilgili 6zellesmis metabolitlerden olusmaktadir (Carneiro ve dig. 2014). Bir¢ok gal
orneginde sekonder metabolitlerin iiretildigi ve depolandig1 bilinmektedir. Kimyasal
bilesikler oOzellikle de sekonder metabolitler kantitatif metotlar kullanililarak
degerlendirilmektedir (Motta ve dig. 2005; Campos ve dig. 2010; Agudelo ve dig.
2018). Bununla birlikte, kalitatif bir metodoloji olan histokimyasal analizin, gal
yapisinin ve metabolizmasinin anlasilmasinda yararli oldugu ve ikincil metabolitlerin
spesifik liretim ve depolanma bdlgelerinin ortaya ¢ikarmasi igin faydali oldugu da

kanitlanmistir (Coelho Kuster ve dig. 2020).

Gal olusumuna egilimli en 6nemli konukgulardan birisi Fagaceae familyasina
iiye olan Q. infectoria’dir. Meseler, 6zellikle de Andricus cinsinden olmak {izere, cok
sayida gal arist tlirlinii barindirmaktadir (Sadeghi ve digerleri 2010). Kibris, Suriye,
Tiirkiye, Irak ve iran gibi Orta Dogu iilkelerinde genis bir sekilde yayilis gosteren Q.
infectoria, 4-6 cm uzunlugunda yapraklari ve dar, pullu, silindirik palamudu
meyveleri ile yaklasik 2,5 m yiiksekliginde kiiciik bir agactir (Ahmad ve dig. 2011;
Shrestha ve dig. 2014; Ansari ve dig. 2016). Kelt dilinden gelen “Quercus” kelimesi
“glizel aga¢” anlamma gelirken “infectoria” kelimesi ise enfeksiyon olarak gal
iiretme siirecini ifade etmektedir (Douglas 2001; Merriam-Webster 2018; Patel ve
dig. 2018). Q. infectoria genellikle gal mesesi veya Manjakani olarak bilinir. Gallerin
fitokimyasal goriintiilemesi saponin, alkaloid, tanen, glikozit, triterpen, sterol, fenolik

bilesen, karbonhidrat ve flavonoidlerin varligint gostermistir (Shrestha ve dig. 2014;
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Zachariah ve dig. 2014). Q. infectoria gallerinin ana bilesenlerini tanen (%50-70),
gallik asit, elajik asit olusturmaktadir ancak sirinjik asit, B-sitosterol, amentoflavon,
heksametil eter, izokriptomerin, metil betulat, metil oleanat ve heksagalloil glikoz
gibi diger bilesenleri de igerdigi bilinmektedir. Q. infectoria galleri bu bilesenler
tarafindan 6nemli biyolojik reaksiyonlar1 biiyiik 6l¢iide indiiklemektedir (Dar ve dig.
1976; lIkram ve Nowshad 1977; Hwang ve dig. 2000; Vermani 2009). Elajik asitin
antikansirojenik ve antioksidan Ozelliklerinin oldugu, suda ¢oziinebilen tanik asit
gruplarinin ise antioksidan, antimikrobiyal ve yara iyilestirici etkileri oldugu
bilinmektedir (Zhang ve dig. 2014; de Sousa Leal ve dig. 2015). Gal o6ziitlerinin
polifenollerce yiiksek icerikli oldugu icin, gii¢clii bir indirgeme giicii
olusturabilmektedirler. Bu nedenle, kimyasal olarak test edildiginde, gal 6zleri giiclii
bir antioksidan aktivite sergileyebilmektedir (Kaur ve dig. 2008). Onceki
caligmalardan birinde ayrica Q. infectoria gallerinden elde edilen tanenlerin sulu,
metanolik veya etanolik oziitlerin art arda yiiksek antioksidan aktivitelere sahip

oldugunu iddia edilmistir (Fathabada ve dig. 2015).

Oksidatif stres ¢esitli kronik hastaliklara neden olabilecek 6nemli bir risk
faktortidiir. Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirlerinin, iltihapl artropatiler,
astim, Parkinson ve Alzheimer hastaligi, diyabet, kanserler ve ayrica damar
tikaniklig1 gibi hastaliklarin patogeneziyle iligkili oldugu kabul edilmektedir. Bunun
yant sira, bu serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri de insan yaslanmasinda
sorumludur (Kanwar ve dig. 2009; Chiavaroli ve dig. 2011). Antioksidanlar,
potansiyel olarak oksidatif hasari geciktiren veya inhibe eden maddeler olarak
tanimlanmaktadir (Yamagishi ve Matsui 2011). Antikanser ajan olarak kullanilan
bitkilerin antioksidan aktivitesi ve polifenol icerikleri hakkindaki son raporlar,
flavonoidlerin, tanenlerin ve fenolik asitlerin antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu
gostermektedir (Kovacevic 2000; Rakic ve dig. 2007). Kimyasal ilaglarin ve sentetik
antioksidanlarin olas1 yan etkilerinden dolay1 yeni bitkisel ve dogal antioksidanlarin

kesfedilmesi giderek 6nem kazanmaktadir.

Kaur ve dig. (2008)’nin Q. infectoria gallerinin etanol ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesini degerlendirdikleri bir calismada, ekstraktin  416+10,6
mgGAE/g toplam polifenolik icerdigini ve yiiksek antioksidan aktiviteye (DPPH
ICso: ~0,5 pg/ml, ABTS ICsp: ~1 pg/ml, HyO, ICsp: ~2,6 pg/ml) ve *OH radikali
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ICsp: ~6 pg/ml). sahip oldugunu ortaya c¢ikarmiglardir. Ayni g¢aligmada gal
ekstraktinin metal selatlama kapasitesi yaklasik olarak %30 bulunmustur. Q.
infectoria gallerinin antioksidan aktivitesi ve tannik asit miktarlarinin incelendigi
baska bir caligmada, gal ektraktlarinin DPPH radikal giderim aktivitesi yaklasik
%93,4 tannik asit miktar1 ise 2233,82+1,311 mg/g olarak tespit edilmistir (Arina ve
Harisun 2019). Bizim elde ettigimiz radikal giderim verilerine gore, en yliksek DPPH
inhibisyonuna A. anatolicus etanol ekstraktinda (ICsp: 1,40+0,55 pg/ml); en yiiksek
ABTS inhibisyonuna ise A. sternlichti ekstraktinda (ICsp: 5,04+0,41 pg/ml)
rastlanmistir (Tablo 3.4 ve 3.5). Calismamizdaki en yiiksek metal selatlama aktivitesi
A. curtisii metanol estraktinda (%58,04+2,72) ve en fazla toplam fenolik madde A.
sternlichti metanol ekstraktinda (322,06+0,97 mgGAE/g) tespit edilmistir (Tablo
3.8).

Abdioglu (2019) c¢alismasinda, ¢ farkli gal ekstresinin (Andricus
quercusramuli, Andricus quercustozae ve Andricus cecconii) toplam fenolik ve
flavonoid miktarlarini, antioksidan aktivitelerini (DPPH, ABTS, CUPRAC) ortaya
cikarmistir. Toplam fenolik ve flavonoid miktarlarini sirasiyla A. quercusramuli igin
51,54+0,13 ngGA/mg, 12,08+0,03 pgQE/mg; A. quercustozae igin 438,24+0,86
ngGA/mg, 49,24+0,69 pgQE/mg; A. cecconii igin 176,54+0,87 pgGA/mg,
22,85+0,64 pgQE/mg olarak bulmuslardir. DPPH verileri incelendiginde A.
quercusramuli’nin  gal ekstresi 1000 pg/ml konsantrasyonda %91,40+0,01
inhibisyon, 4. quercustozae’nin gal ekstresi 20 pg/ml konsantrasyonda %97,03+0
inhibisyon, 4. cecconii’nin gal ekstresi 50 pg/ml konsantrasyonda %90,23+0,08
inhibisyon degerleriyle en yiiksek aktiviteyi gosterdigini tespit etmistir. Bulunan
ABTS sonuglarina bakildiginda A. quercusramuli’nin gal ekstresi 100 pg/ml
konsantrasyonda %97,22+0 inhibisyon, 4. quercustozae’nin gal ekstresi 2,5 pg/ml
konsantrasyonda %98,66+0,9 inhibisyon, A. cecconii’nin gal ekstresi 25 pg/ml
konsantrasyonda %97,75+0,04 inhibisyon degerleriyle en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Ayni c¢alismada en yiiksek CUPRAC absorbans degerleri A.
quercusramuli’nin 1,22+0,07, A. quercustozae’nin 1,2+0,08, A. cecconii’nin gal
ekstresi 1,84+0,19 olarak bulunmustur. Bu ¢aligmada gallerin ekstrakt verimlilikleri
A. quercusramuli gal ekstresi icin %35,20, A. quercustozae gal ekstresinin %11,56, A.
cecconii gal ekstresinin %5,66 olarak hesaplanmistir. Bizim ¢aligmamizda gallerin

ekstrakt verimliligi incelendiginde en yiliksek A. sternlichti metanol ekstraktinda
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(%57,022) en diisiik ekstrakt verimliligine ise A. cecconii aseton ekstraktinda
(%4,555) tespit edilmistir (Tablo 3.1). Bizim calismamizda elde edilen CUPRAC
verilerine gore ekstraktlar arasinda en yiiksek bakir indirgeme giiciine A. sternlichti
etanol eksraktinin (90,57+0 mgTE/g), en diisiik bakir indirgeme giiciinii 4. cecconii
su ekstraktinin (62,84+0,37 mgTE/g) sahip oldugu goéziikmektedir (Tablo 3.6).

Paaver ve dig. (2010), Quercus robur L. gallerinin toplam tanen iceriklerini
belirledikleri ¢aligmalarinda,tanen icerikleri mese gal-elmasinda %47,2; kahverengi
parlak galde %4,2; liziim galinde %3.4; Cin galinde %89,1, Tiirk galinde %81,4 ve
fistik galinde %52,4; mese kabugunda %9,1 ve ortak tormentil koklerinde %21,1
olarak bulunmustur. Onceki calismamizda, A. quercustozae gal ekstraktlarmin
toplam tanen miktar1 23,10+1,22 mgCE/g tespit etmistik (Azmaz ve dig. 2020). Bu
calismamizda ise, tiirlerin en yiiksek toplam tanen madde miktarina tiim tiirler igin
aseton ekstraklarinda rastlanmustir. 4. cecconii gal ekstraktinin 329,5+1,54 mgCEs/g,
A. curtisii gal ekstraktinin 77,83+041 mgCEs/g, A. anatolicus gal ekstraktinin
76,16+£9,24 mgCEs/g, A. tomentosus gal ekstraktinin 47,17+£1,63 mgCEs/g ve A.
sternlichti gal ekstraktinin 46,4+2,99 mgCEs/g olarak tespit edilmistir.

Shahin ve Ahmad (2014), farkli bitki tiirlerinin antioksidan 6zelliklerini
(DPPH, FRAP) ve toplam fenolik iceriklerini incelemislerdir. Bu calismada Q.
infectoria gallinin toplam fenolik miktarmi 635,25+9,3 mgGAE/g, DPPH
inhibisyonunu  %89,19+2,2 ve FRAP degerini 1225+9,39 mFe'/g olarak
bulmuglardir. Bizim elde ettigimiz FRAP sonuglari, en yiiksek FRAP aktivitesine A.
tomentosus etanol ekstraktlarinin  (182,1945,41 mgTE/g), en diisik FRAP
aktivitesine ise 4. cecconii aseton ekstraktinin (16,23+0,89 mgTE/g) sahip oldugunu

gostermistir (Tablo 3.7).

Andricus quercustozae’ nin antioksidan kapasitesinin ve fenolik bilesen
karakterizasyonunu  belirledigimiz =~ daha  oOnceki bir c¢alismamizda, A.
quercustozae’nin fosfomolibdenyum metodu ile elde ettigimiz antioksidan kapasite
sonuglar1 aseton ekstraktinin 78,20+1,63 mgAE/g oldugunu gostermektedir. Ayn
caligmamizda, etanol ekstraktinin HPLC metodu ile fenolik bilesen karakterizasyonu
da incelenmistir ve en yiiksek fenolik bilesenler kafeik asit (31979,335 ng/g) ve
epikatesin (272286,511 ng/g) olarak belirlenmistir. Sukkor ve dig. (2020) yaptiklar

calismada, mese gallerinde tespit ettikleri en yiiksek fenolik asitlerin gallik asit
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(497,34 mg/g) ve tannik asit (2430,48 mg/g) oldugunu bildirmislerdir. Biz bu
calisgmamizda bes farkli gal tiirlinlin metanol ekstraktlarinin fenolik bilesenlerini
HPLC metodu ile belirledik (Tablo 3.12). HPLC verilerimiz, kafeik asit 4. sternlichti
(589041,723 ng/g), A. tomentosus ekstraktlarinda (424068,479 ng/g), A. cecconii
ekstraktlarinda (49318,714 pg/g), A. anatolicus ekstraklarinda (575307,286 pg/g) en
fazla miktarda tespit edilen fenolik bilesen olarak belirlenmistir. A. curtisii
ekstraktlarinda ise en yiiksek miktarda epikatesine (870810,906 ng/g) rastlanmistir.
Gal ekstraktlarmin yiliksek antioksidan kapasitesine ve yiiksek fenolik, flavonoid
madde miktarlarinin tespit edildigi daha 6nce yapilmis ¢alismalarin sonuglart bizim

elde ettigimiz sonuclarla korelasyon gostermektedir.

Ekstrelerin antioksidan kapasitelerini degerlendirmek i¢in farkli antioksidan
tahlilleri kullanilmistir, ¢linkii birden fazla yontemin kullanilmasi ekstraktlarin
antioksidan aktivitesine daha iyi bir fikir verecektir. Genel olarak, bitki oziitlerinin
antioksidan potansiyeli; 6ziitleme yontemi, oziitleme ¢dziiciislinlin polaritesi, 6ziitliin
bilesimi ve test sistemlerinin kosullar ile iliskilendirilmektedir (Marvibaigi ve dig.
2016). Bizim c¢alismamizdan elde edilen antioksidan aktivitedeki farkliliklar,
calismada kullanilan farkli ekstraktsiyon solventlerine ve gal tiirlerinin farkliligina

atfedilebilir.

Onceki arastirmalara gore, meyve, sebze, kahve, cikolata, ¢ilek, kirmizi sarap,
kepekli tahillar ve antioksidan bakimindan zengin diger yiyeceklerin diyetle
alinmasinin, 6zellikle sindirim sistemini etkileyenler olmak iizere, bir¢cok yaygin
kanserin olasiliklarin1 azaltmasiyla iligskilendirilmistir (Jiang ve dig. 2010; Li ve dig.
2014; Xu ve dig. 2015; Chen ve dig. 2016; Vieira ve dig. 2016; Nakagawa-Senda ve
dig. 2017). Son zamanlarda, diyetin toplam antioksidan kapasitesinin kanser riskini
etkileyebilecegini gosteren caligsmalar yiiriitiilmiistiir (Serafini ve dig. 2002, 2012;
Chang ve dig. 2007; Mekary ve dig. 2010; Cui ve dig. 2011; Gifkins ve dig. 2012*";
Holtan ve dig. 2012; Ros ve dig. 2013; Vecchia ve dig. 2013; Russnes ve dig. 2014,
2016; Karimi ve dig. 2015; Pantavos ve dig. 2015; Praud ve dig. 2015; Vece ve dig.
2015; Lucas ve dig. 2016; Rossi ve dig. 2016; Amiano ve dig. 2018). Diyet
antioksidanlarinin, esas olarak reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin neden oldugu
DNA hasarin1 azaltma yeteneklerinden dolay1 kansere karsi koruyucu oldugu 6ne

stiriilmiistiir (Seifried ve dig. 2003).
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Gal ekstraktlarinin antioksidan ve antikanser etkilerini arastirdigimiz bu
calismada, 4 farkli ¢oziicli ile hazirlanan gal tiirlerinin Mia-Paca hattinda hiicre
canliligina etkisi XTT metodu kullanilarak incelenmistir. Amerika Birlesik Devletleri
Ulusal Kanser Enstitlisii (NCI) bitki tarama programina gore, 48 ila 72 saat
arasindaki inkiibasyonu takiben ICsy degeri 20 pg/mL'den az ise, ham bir ekstraktin
aktif in vitro sitotoksik aktiviteye sahip oldugu kabul edilmektedir (Kuete ve dig.
2012; Ashraf ve dig. 2013). Belirtilen bu esik degere dayanarak calismamizda A.
sternlichti etanol (ICso: 0,04 pg/mL-72h) ve su ekstraktinin (ICsp: 16,69 pg/mL-48h)
potansiyel sitotoksik etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz (Tablo 3.13). Hasmah ve
dig. (2010), Q. infectoria gallerinin servikal kanser hiicrelerine (HeLa, ICs:
2,82+0,21 pg/mL) ve yumurtalik kanseri hiicrelerine (Caov-3, I1Csyp: 6,50+0,24
ng/mL) karst antiproliferatif etki gosterdigini ve gallerin antikanser ajan olarak
yorumlanabilecegini belirtmislerdir. Baska bir calismada mese gallerinin farelerin
meme karsinoma hiicre hattinda (2003 AMN3, ICs: 0,2 mg/mL) yiiksek diisiislere
sahip oldugu tespit edilmistir (Jalill 2018). Dogal iirlinler {izerine bir¢ok arastirma
yapilmasina ragmen gallerin antikanser etkileri nadiren ham 6zler kullanilarak

incelenmistir.

Quercus infectoria yapraklarinin sulu ve hidroalkolik o6ziitlerinin kolon
kanserine hiicre hatti (HT29) lizerindeki antiproliferatif etkisi ve Bax ve Bcl-2 gen
ekspresyonlarindaki degisim incelenmistir. Sulu 6ziitle islenmis hiicrelerdeki Bax ve
Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri, referans genle karsilastirildiginda sirasiyla 2,8
(p<0.05) ve 2,2 kat (p<0.05) degistirildigi gdézlemlenmistir ve kolon kanserinde
apoptozu indiikleme potansiyellerine sahip olduklar: ileri siiriilmiistiir (Abdalan ve
dig. 2018). Q. infectoria gallerin sulu Oziitiiniin, HelLa hiicre hattinda (ICso:
13,640+2,39 pg/mL) antiprolatif aktivite sergiledigi ve p53 yolagi iizerinden
apoptozu indiikledigi gosterilmistir. P53 yolagmin yukari regiilasyonunda, Bcl-2’nin
asag1 regililasyonu ve bunun sonucunda sitokrom c¢ salinnminda artis gozlenir.
Boylece kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla apoptozun yiiriitilmesi kolaylagtirilir.
(Zulkifly 2015). Bizim calismamizda gal ekstraktlarinin genel olarak Bcl-2’nin
ekspresyonunu azalttigir goriilmektedir (Tablo 3.14-3.18). Anti-apoptotik Bcl-2
geninin ekspresyonunun azalmasi apoptozun indiiklenmesi ile sonuglanabilir. Gal
tirlerinin ekstraktlara gore genler iizerinde gosterdikleri degisiklik, ekstraktsiyon

coziiciilerinin farkli biyolojik bilesenleri ayristirmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Sonug¢ olarak, calisma materyallerimiz olan A. sternlichti, A. tomentosus,
A.curtisii, A. cecconii galleri Q. infectoria lizerinden; A. anatolicus galleri ise Q.
macranthera izerinden toplanmistir. Ayn1 konukgu {izerinden toplanan gallerin farkl
antioksidan kapasite, toplam sekonder metabolit miktar1 ve antikanser etki
gostermeleri, bize gallerin fitokimyasal yapilarinin sekillenmesinde konukgu bitki

kadar indiikleyicinin de etkisi oldugunu gérme firsati sunmustur.

Literatiirde mese galleri iizerine yapilmis olan ¢aligmalarda, genel olarak gal
olusumuna sebep olan arimin tiir tespiti yapilmadan Q. infectoria galleri, mese galleri
veya mazi (mazu) ad1 altinda biyolojik aktiviteleri belirlenmistir. Morfoloji ve yap1
olarak tiire 6zgii gal olusuma neden olan gal arilarinin tiir tespiti yapilarak, biyolojik
aktivitelerinin belirlendigi bu ¢aligmamizin literatiir i¢in 6nemli ve dzgiin bir kaynak

olusturacagini diigiinmekteyiz.

Caligmamizda kullanilan farkli gal tiirlerinin  ayn1 zamanda farkh
ekstraktsiyon ¢oOziiciileri ile ¢esitlendirilmesi, gal ekstraktlarindaki ¢oziicii

farkliliginin biyolojik aktiviteye etkisinin aydinlatilmasini saglamistir.

Gal Orneklerinin sahip oldugu yiiksek sekonder metabolit icerigi ve
antioksidan kapasitesi sayesinde, calistigimiz gal tiirlerinin dogal antioksidan

kaynagi olarak ¢esitli sektorlerde kullanilabilecegini dnermekteyiz.
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