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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Tanacetum erzincanense ENDEMIK BIiTKISININ
FARKLI EKSTRAKTLARININ IN VITRO ANTiOKSIDAN VE SITOTOKSIK
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Ismail YAPICI

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

Bu ¢alismada, tanacetum erzincanense endemik bitkisinden elde edilen metanol ve etil
asetat ekstrelerinin in vitro antioksidan kapasitesi ABTS, FRAP ve KUPRAK
metotlariyla, metanol ekstresinin HT-29 (kolon), MCF-7 (gogiis) ve HepG2 (karaciger)
kanser hiicre hatlarina karsi antiproliferatif aktivitesi XTT yoOntemiyle arastirildi.
Bitkinin toplam fenolik ve flavonoid miktar1 sirasiyla Folin-Ciocalteu ve aliiminyum
nitrat kolorimetrik metoduyla ve ayrica bireysel fenolik icerigi Q-TOF-LC yontemiyle
kalitatif olarak belirlendi.

Tanacetum erzincanense bitkisinin metanol ve etil asetat ekstrelerinin konsantrasyon
arttikca antioksidan 6zelliklerinin de arttig1 fakat standartlarin altinda bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugu, diger tanacetum tiirleri arasinda orta seviyede bir fenolik madde
icerdigi, flavonoid madde miktar1 bakimindan diger tanacetum tiirlerinden daha yiiksek
flavonoid madde igerdigi ve ¢ok fazla sayida fenolik bilesige sahip oldugu goriildii.

Tanacetum erzincanense bitkisinin metanol ekstresinin test edilen kanser hiicrelerine
kars1 sitotoksik etkisinin doz ve zaman bagimli olarak degistigi gozlendi. Bitki test
edilen hiicrelere karsi orta derecede sitotoksik etki gosterirken en yiiksek aktiviteyi
HepG2 hiicrelerine karsi sergiledigi gorildii.

2018, 97 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

IN VITRO ANTIOXIDANT AND CYTOTOXIC POTENTIALS OF DIFFERENT
EXTRACTS OF ENDEMIC PLANT “Tanacetum erzincanense”

Ismail YAPICI

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Ekrem KOKSAL

This study was designed to investigate the antioxidant capacities of methanol and ethyl
acetate extracts of endemic plant tanacetum erzincanense by ABTS, FRAP and
CUPRAC methods and evaluate the antiproliferative activity of the methanol extract
against HT-29 (colon), MCF-7 (breast) and HepGz2 (liver) cancer cell lines in vitro. In
addition, total phenolic and flavonoid contents of the plant were determined by Folin-
Ciocalteu and aluminium nitrate colorimetric methods, respectively. Moreover, the
individual phenolic content was identified qualitatively by Q-TOF-LC.

The antioxidant activity results showed that the antioxidant capacities of both methanol
and ethyl acetate extracts of tanacetum erzincanense increased with increasing
concentration while displaying moderate activity compared to the antioxidant standards
a-tocopherol, trolox, BHA and BHT. The plant extracts were found to contain medium
level of phenolic content while higher level of flavonoid content when compared to
other tanacetum species as well as many individual phenolic compounds.

The anticancer activity results indicated that the cytotoxic potential of the methanol
extract changed depending on the concentration and cell type tested. Although the
extract displayed moderate level of cytotoxic activity against the cell lines, the highest
cytotoxicity was observed on HepG2 cells.

2018, 97 pages

Keywords: Antioxidant activity, Cell culture, Cytotoxicity, Phenolic content,
Tanacetum erzincanense.
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1. GIRIS

Ortaklanmamis elektron igeren kararsiz atomlar, atom gruplari veya molekiiller serbest
radikal olarak tanimlanir (Akkus, 1995). Serbest radikaller organizmada normal metabolik
yollarin isleyisi sirasinda olustugu gibi dis etkenlerle de olusabilir. Kimya sanayinin
ilerlemesi sonucunda olusan atik maddeler, ¢oziiciiler, petrokimya triinleri hiicrelere ve
bagisiklik sistemine saldiran serbest radikallerin olusumunu artirirlar. Beraberinde ciddi
saglik sorunlarin1 da meydana getirirler (Temur, 2006; Giilgin, 2007a). Serbest radikaller,
hiicrelerin lipid, protein, niikleik asit, karbohidrat ve enzim gibi 6nemli yapilarina etki

ederek ¢esitli hasarlara neden olabilmektedirler (Henrikson,1992).

Serbest radikallerin zararlariin engellenmesinde antioksidanlarin rolii; aktif oksijen
olusumunu engelleyerek ya da olusan aktif oksijenleri temizleyerek oksidasyonun
tetikledigi hasarlart hiicresel bazda engellemek, dolayisiyla hastaliklarin olugumunu
durdurmaktir. Antioksidanlar, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerini gidererek onlarin

zararh etkilerini engelleyen molekiillerdir (Halliwell, 1996; Stadtman, 2002).

Ileri teknoloji, artan cevre kirliligi ve modern yasam tarzinin getirdigi stresli yasam
ortamlari, beraberinde yiizlerce hastaligi getirmektedir. Bunlardan en 6nemlisi kanserdir.
Diinya iizerinde her y1l binlerce insan bu hastaliga yakalanmakta, yine binlerce insan kanser
ve kansere bagli diger rahatsizliklar yiiziinden hayatin1 kaybetmektedir. Tedavi igin
kullanilan sentetik kemoterapi ilaglari, olduk¢a maliyetli olmalarinin yani sira, tedavi
sirasinda bir ¢ok yan etkiye sahiptir. Bu yan etkileri minimum seviyeye indirmek hatta yan
etkisi olmayan bir tedavi yontemi uygulamak i¢in dogada yetisen bitkilerden kansere karsi
etkin tedavi aract olabilecek molekiillerin izolasyonu, yapr tayini ve ilag olarak
kullanilabilirliginin belirlenmesi 6nemli bir ¢alisma alan1 olarak goze carpmaktadir

(Akdulum, 2011).

Bu calismada, daha once dogal iriinler alaninda iizerinde ¢alisma yapilmamis, Erzincan
ilinin endemik bir tiiri olan tanacetum erzincanense bitkisinin metanol ve etil asetat
ekstreleri hazirlanip antioksidan aktivitesi ve metanol ekstresinin antikanserojen 6zelligi

incelenerek insan hayatina faydali olabilecek yonleri ortaya ¢ikarilmaya caligiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bitkinin Familyasi ve Tamitim

2.1.1. Asteraceae (papatyagiller)

Papatyagillerin biiyiik bolimiinii, 1liman bdlgelerde yayilis gosteren otsu bitkiler
olusturur. Antarktika kitast disinda diinyada genis alanda bulunabilen papatyagiller,
Ozellikle Akdeniz havzasi, Meksika ve Giiney Afrika gibi tropik ve subtropik bdlgelerin
yar1 kurak kesimlerinde bulunmaktadir. Asteraceae iiyeleri ayrica Afrika’nin agag, cali
ve otsu formasyonlarinda, Gliney Amerika ve Avustralya’da yayilis gosterir. Yalnizca
tropikal yagmur ormanlarindaki yayilisi zayif kalmaktadir (Heywood, 1978). Genellikle
tek, iki veya c¢ok yillik, yari ¢alims1 veya otsu, kiiciik ve orta biiyiikliikkte bitkilerdir ve
bunlarin bir kismi zehirlidir. Ayrica zengin ugucu yag ve terpenoit igerigine de sahiptir.
Asteraceae bitki ailesi, fenolik bilesik ve terpen igeriginden dolayi tipta ve eczacilikta
kullanilmaktadir (Mucciarelli ve Maffei, 2002; Wilson, 1986). Cigekli bitkilerin en
biiylik familyalarindan biri olan asteraceae familyasi, diinyada yaklasik 23.000 tiir
icerir. Endemik tiir agisindan Tiirkiye’nin en zengin familyasidir (Erik ve Tarikahya,
2004). Tirkiye’de tiir sayist bakimindan ilk sirada yer alan asteraceae (compositae)
familyasina ait toplam 1.209 tiir bulunmaktadir. Bu tiirlerin 447’°si endemiktir (Dogan,

2007; Ozhatay ve Kiiltiir, 2006).

Asteraceae ailesinin birgok tiirli, farmakolojik aktivite gostermektedir. Bu ailedeki
tirler, flavonoidler basta olmak iizere antibakteriyel, antifungal, antihelmintik,
antiinflamatuar, insektisit ve antitiimor gibi birgcok biyolojik aktiviteye sahip bilesikler
bulundurmaktadir (Kogak, 2008).

2.1.2. Tanacetum erzincanense

Tanacetum tiirleri yar1 ¢ali seklinde, ¢ok yillik, rizomlu, kiiciik-orta biiyiikliikte veya
uzundurlar. Govde kisimlari, yatik-dik, genellikle yaprakli ve dallidir. Bitkinin yiizeyi
tiylerle kaplhidir. Bu tiiyler seyrek-sik, basit-¢atalli sekilde olabilir. Baz1 tanacetum
tirlerinin dip kisimlart odunsu seklindedir. Yapraklar biitiin, disli, pinnatifit veya 1-3



pinnatisektir. Olgunlastiklarinda tam yapraga benzer durumda olurlar. Genellikle
kenarlar1 ve u¢ kisimlari zarsidir. Disi ¢igekler belirgin sekilde beyaz, sar1 veya pembe

dilsi bigimdedir (Grierson, 1975 ).

Tanacetum bitki tiirlerinden geleneksel tipta faydalanilmaktadir. Ornegin, bdcek
isiriklarina karst  veya  boceklerin - dldiiriilmesinde, yaniklarda ve yaralarin
iyilestirilmesinde, antihelmintik, karminatif, uyuz ilaci, migren tedavisinde, ates
disiiriicii, kireglenme tedavisinde, bas donmesi tedavisinde, bocek 1siriklarinda
(D’Amelio ve Roton, 1999) ve bocek oldiiriicii olarak (Asimgil, 1993; Giiven ve
Yirekli, 1991), yaralarin iyilestirilmesinde (Sezik ve Yesilada, 1999), ilser, yanik,
epilepsi ve tiiberkiiloz tedavilerinde, soguk alginliginda, 6demlerde, sinir hastaliklarinda
(Duke, 1987) olmak iizere geleneksel tipta halk ilact olarak tanacetum tiirlerinden
yararlanilmaktadir. Tanacetum tiirlerinin ayn1 zamanda parfiim, kozmetik hammaddesi
ve gidalarda tatlandirici olarak kullanimlari da bulunmaktadir (Duke, 1987). Tanacetum
cinsine ait tiirler, yiyecek olarak kulanildiklar1 gibi baharat yapiminda da kullanilirlar.
Ayrica biyolojik olarak aktif olan bilesenlerinden dolayr bitkisel ila¢ olarak da
kullanilirlar (Rohloff vd., 2004).

Tanacetum erzincanense (Sekil 2.1) endemik bitkisi, Korkmaz ve arkadaslarinin
caligmasi ile Erzincan ilinden 2015 yilinda yeni bir tiir olarak tanimlandi ve DNA
verileri kullanilarak yakin tiirler ile karsilastirildi. Tanacetum erzincanense Cankiri
ilinin endemik bir tiirii olan tanacetum germanicopolitanum ve Erzurum-Oltu, Kars-
Kagizman, Van-Ercis, Irak, iran ve Kafkaslar’da bulunan tanacetum pinnatum’a benzer.
Genetik ve morfolojik olarak tanacetum germanicopolitanum’a daha yakindir. Cigek

kisimlar1 tanacetum pinnatum’a benzer (Korkmaz vd., 2015).

Bu tanacetum tiirlerinin genel goriiniisti Sekil 2.2°de; ¢icek, yaprak ve govdeleri

arasindaki farklar ise Sekil 2.3’te verilmistir.



Sekil 2.1. Tanacetum erzincanense



Sekil 2.2. Ug tanacetum tiiriiniin genel goriiniisii; A) tanacetum erzincanense, B) tanacetum
germanicopolitanum, C) tanacetum pinnatum

Sekil 2.3. Ug tanacetum tiiriiniin ¢igek, yaprak ve govde farklari; A-D tanacetum erzincanense,
B-E tanacetum germanicopolitanum, C-F tanacetum pinnatum



2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

2.2.1. Serbest radikaller

Atomlarin orbitallerinde zit spinli eslesmis (ortaklanmis) halde olan iki elektron vardir
(Dikici, 1999). Elektronlarin bu sekilde ortaklanmis olarak ¢ift halde olmalar1 atoma
kararlilik kazandirir. Bu ortaklanmig elektronlar cesitli sebeplerle ortaklanmamis hale
gelirlerse kararli yap1 bozulur (Firat, 1997). Ortaklanmamis elektron igeren kararsiz
atomlar, atom gruplar1 veya molekiiller “serbest radikal” olarak tanimlanir ve atom
veya molekiiliin sag iist koOsesine nokta konarak gosterilir. Serbest radikaller,
ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 kararsiz molekiillerdir. Ayn1 zamanda oldukca
reaktif olup ¢evrelerindeki atom ve molekiillere saldirirlar. Cok kisa dmiirlii olmalarina
ragmen radikal olmayan maddelerle reaksiyona girip onlar1 da serbest radikal yaparlar

ve bir dizi zincir reaksiyonlar1 baglatirlar (Akkus, 1995; Giilgin vd., 2003).

Serbest radikaller, yiiksek sicaklik ve yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalarin
kovalent baglar1 kirmasi sonucu olusabilecegi gibi, radikal olmayan bir atom veya
molekiiliin bir elektron almasi veya vermesi sonucu da olusabilirler (Kiling ve Kiling,
2002). Oksidasyon, bir atomdan diger bir atoma elektronlarin transfer edilmesi olay1
olarak tanimlanir (Davies, 1995). Elektron akisi esnasinda, ortaklanmamis elektronlar
olusur. Bu elektronlar ise serbest radikalleri olusturarak organizmada cesitli hasarlara
yol agabilirler (Giilgin, 2012).

En onemli serbest radikaller, hidroksil radikali (OH’), siiperoksit radikali (O,") gibi
oksijenden olusan serbest radikallerdir (Akkus, 1995). Molekiiler oksijen (O), radikal
olmayan maddelerle yavas ve diger serbest radikallerle kolay bir sekilde reaksiyona
girerek reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturmaktadir. ROS biyomolekiilleri, oksitleme
kapasitesine sahip en az bir tane ortaklanmamis elektron igerirler veya radikal olmayan
reaktif bilesiklerdir. Bu tiirler oksidan veya prooksidan olarak da isimlendirilir
(Halliwell ve Gutteridge, 1989; Sies, 1991; Giilgin, 2012). Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
oldukga kararsiz  molekiillerdir. ~ Kolayca ~membranda bulunan lipidlerin
peroksidasyonunu baslatarak lipid peroksit birikimine yol agabilirler (Halliwell, 1994;
Giilgin vd., 2003).



Serbest oksijen radikalleri normal fizyolojik olaylar sirasinda siirekli olusur ve bu
olusum canli organizmalarda farkli yollarla olur. Bu yollar, endojen ve ekzojen
kaynaklar olmak tizere iki gruba ayrilir (Tablo 2.1). Ekzojen kaynaklar arasinda sigara
dumani, organik ¢oziiciiler ve zararli 1sinlar sayilabilir. Endojen kaynaklara ise redoks

reaksiyonlari, bazi enzimler 6rnek olarak verilebilir.

Tablo 2.1. Reaktif oksijen (ROS) kaynaklari

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar
Mitokondriyal ETS Diyet faktorleri
Redoks reaksiyonlari Sigara dumani
Oksidatif reaksiyonlar Zararli 1ginlar
Otooksidayon* reaksiyonlari Maclar

Arasidonik asit’ metabolizmast Organik ¢oziictiler
Bazi enzimler Pestisitler®

(Annakkaya, 2012)

Serbest radikaller, 6zellikle reaktif tiir oksijen igerirler. Siiperoksit (O2"), hidroksil
(OH)), peroksil (ROO), alkoksil (RO, nitrik oksit (NO’) radikalleri reaktif oksijen
tirleri (ROS) olarak bilinir (Ames vd., 1993; Giilgin, 2012). Bu ROS radikallere ek
olarak, canli organizmalarda singlet oksijen (*Oy), hidrojen persoksit (H20), hipoklorik
asit (HOCI) gibi radikal olmayan diger ROS’ler de vardir (Pietta, 2000; Giilgin, 2012).
Reaktif oksijen ve azot tiirleri Tablo 2.2°de verilmistir. Hidrojen peroksit (H,0,),
radikal olmamasma ragmen kolayca serbest oksijen radikal olusumuna sebep
oldugundan radikal grubunda degerlendirilir. H,O,, demir-bakir gibi gegis metalleriyle
reaksiyona girerek etkin serbest oksijen radikallerini olusturur. Ortamda Fe(lll)
oldugunda, siiperoksit radikali (O,") bu Fe(lll) ile tepkimeye girerek Fe(II)’ye indirger.
Fe(IT)’de H,O ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini (OH’) olusturur. Bu reaksiyon
Fenton Reaksiyonu olarak adlandirilir ve mekanizmas: asagidaki gibidir (Donaldson,
1994):

Fe(lll) + O, —  Fedl) + O
Fe(l) + H,O, — Fe(dll) + OH + OH (Fenton Reaksiyonu)

'Otooksidasyon: Oksidasyonun siirekli kilindig1 olay, radikal zincir reaksiyonu.
?Arasidonik asit: Coklu doymanus yag asidi.
*Pestisit: Zararli organizmalari engellemek igin yapilan karigim.



Hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksit radikali (O;") ile direkt olarak da reaksiyona
girebilir. Reaksiyon sonucu yine hidroksil radikali (OH") olusur. Bu reaksiyon Haber-
Weiss Reaksiyonu olarak adlandirilir ve mekanizmasi asagidaki gibidir (Draper, 1990;
Donaldson, 1994):

HO, + 0, — OH + OH + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Hidroksil radikalinin (OH’) en onemli zarari, radikal zincir reaksiyonlar1 olarak bilinen
lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu membran yapisina, bilesenlerine,
gecirgenligine zarar vererek hiicrenin Oliimiine kadar giden olaylara sebep olabilir
(Giilgin vd., 2003). Ote yandan hidrojen peroksit (H,O,), peroksidaz ve Kkatalaz

enzimleri araciligtyla hiicrelerden uzaklastirilir (Ahmad vd., 2008).

Tablo 2.2. Reaktif oksijen tiirleri ve serbest olmayan radikaller

Reaktif oksijen tiirleri Serbest olmayan radikaller
Stiperoksit radikali 0," Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil radikali HO' Singlet oksijen '0,
Hidroperoksil radikali HOO  Ozon O3
Lipid radikali L Lipit hidroperoksit LOOH
Lipid peroksil radikali LOO  Hipoklorit HOCI
Peroksil radikali ROO"  Peroksi nitrit ONOO
Lipid alkoksil radikali LO Diazot trioksit N203
Azot dioksit radikali NO, Nitrik asit HNO3
Nitrik oksit radikali NO Nitril Kloriir NO,CI
Nitroksil katyon NO*  Nitroksil anyon NO
Protein radikal P Nitros oksit N,O

(Giilgin, 2012)

Hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda ve normal fonksiyonlarini
yerine getirmelerinde oksidan ve antioksidan sistemler arasinda bulunan dengenin
bozulmamas1 gerekir. Bu dengenin bozulmasi durumunda serbest radikaller olusur ve
metabolizmadaki lipid, protein, niikleik asit ve karbohidrat gibi biyomolekiillerin
oksidatif hasarina sebep olurlar (Giilgin vd., 2003; Serafini ve Del Rio, 2004). Serbest
radikaller, tek sayida elektron igerdiklerinden kimyasal olarak ¢ok etkindirler. Cok kisa
omiirlii olmalarina ragmen hiicredeki ¢esitli yapilarla farkli etkilesimlerde bulunarak
yapisal bozukluk ve degisiklige sebep olurlar. Bu etkilesim ve degisikliklerin bir kismi
asagida verilmistir (Donaldson, 1994):



1. Proteinler, tiyoller, niikleik asitler, niikleotidlerle tepkime verirler.
2. Hiicre zar bilesenlerine (lipid, enzim, reseptor) kovalent baglanirlar.

3. Lipid peroksidasyonunu baslatici etki gosterirler.

Bu etkilesimler sonucu olusan hasarlar; kanser, hipertansiyon, yasa bagli bagisiklik
sisteminin yetersizligi gibi birgok hastalikta ve biyolojik yaslanma siirecinde 6nemli rol
oynar (Cakatay ve Kayali, 2006; Giil¢in, 2007a). Reaktif oksijen tiirlerinin kalp krizi,
felg, asteroskleroz, bagisiklik yetersizligi sendromu, diyabet, kanser ve sitma gibi
100'den fazla hastaliga neden oldugu gézlemlenmistir (Tanizawa vd., 1992; Hertog vd.,
1993; Alho ve Leinonen, 1999; Giilgin, 2012).

Normal bir hiicrede uygun bir prooksidan-antioksidan dengesi vardir. Ancak cesitli
sebeplerle antioksidanlarin seviyesi azaldiginda veya oksijen tiirlerinin dretimi
arttiginda denge prooksidanlara dogru degisir. Bu durum oksidatif strese yol agar (Sies,
1997; Giilgin, 2012). Giliniimiizde bir¢ok hastaligin bir dereceye kadar oksidatif stresle
baglantili oldugu bilinmektedir (Cakatay ve Kayali, 2006; Giilgin, 2007a). Reaktif
oksijen tiirleri ile antioksidan koruma sistemleri arasindaki dengesizlik biyolojik olarak
cesitli makromolekiillerde kimyasal degisikliklerle sonuglanabilir. Bu durum pek ¢ok
hastaligin baslangici ve gelisimine sebep olan patobiyokimyasal mekanizmalara neden
olur (Feredioon vd., 1992).

Yukarida sayilan zararlarin yaninda disiik miktarlarda olduklarinda serbest
radikallerin bazi faydalar1 da vardir. En onemli faydalari hasarli ve kanserli olan
hiicrelerin 6liimiine yardim etmeleridir. Ayrica mikroorganizmalarin zararsiz hale
getirilmesi, sitokrom p450 tarafindan canliya zararli kimyasal maddelerin
detoksifikasyonu, enfeksiyonlara karsi savunma, oksidatif fosforilasyon, biiyiime
faktorii sinyallerinin aktivasyonu, tiroksin gibi molekiillerin biyosentezine katilma,
gen transkripsiyonu gibi yasamsal faaliyetlerde kullanilirlar. Ornegin NO, endotel
hiicreler tarafindan kullanilir ve trombozis, 16kosit adezyonu, diiz kaslarin kan
basincinin diizenlenmesi i¢in gereklidir. Yine NO, tasiyici bir maddedir, sinir sistemi
ve beyin baglantilarinin diizenlenmesinde, bagisikligin olusmasinda mediator gibi
rolleri vardir. Yine H,O; ve siiperoksit, ikinci haberci gibi davranabilirler (Karabulut
ve Giilay, 2016, Devasagayam vd., 2004; Droge, 2002; Valko vd., 2007; Fang vd.,
2002).



2.2.2. Antioksidanlar

Serbest radikallerdeki ortaklanmamis elektronlar kararli duruma gegmek igin kararli
halde bulunan diger bir bilesikten elektron alarak bu bilesigi yeni bir serbest radikal
haline getirirler (Giil¢in vd., 2003; Gokpinar vd., 2006). Aerobik (oksijenli solunum
yapan) organizmalarda, serbest radikallerin hem olusumlarin1 hem zararli etkilerini
engellemek amaciyla “antioksidan” olarak adlandirilan gesitli savunma mekanizmalari
bulunmaktadir (Halliwell, 1996). Bu savunma mekanizmalar1, serbest radikallerin lipid,
protein, niikleik asit gibi biyomolekiillere verecegi hasar1 Onlerler. Antioksidanlar,
serbest radikallerin etkilerinden metabolizmay1 koruyarak birgok kronik hastaligin

ilerlemesini engellerler (Lai vd., 2001; Giilgin vd., 2005c).

Yiyeceklerin hazirlanmasi ve tiiketimi esnasinda ortaya g¢ikan degisikliklerden birisi
oksidasyondur. Beslenme sisteminin bozulmaya baslamasinin ana sebebi lipid
oksidasyonudur. Bu oksidasyonlar besinlerin yapisi, besleyiciligi, rengi, kokusu, kalitesi
ve glivenilirligini etkiler. Antioksidanlar, beslenmenin temel bir maddesi olan lipidlerin
oksidatif bozulmasini 6nleme yoluyla gidalarin kalitesini korurlar. Biyolojik sistemlerde
antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin varligi yasam igin temel bir ihtiyactir.
Antimutajenik, antikarsinojenik, antiaging gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyona
antioksidanlarin fayda sagladig: bilinmektedir (Cook ve Samman, 1996). Viicudumuzda
kalkan gorevi yapan antioksidanlar, kendi elektronlarin1 vererek serbest radikalleri
notralize ederken bu sirada serbest radikal haline gelmemektedirler (Prior ve Cao,
2000). Antioksidan bilesikler, serbest radikallerin zararli etkilerinden canh
metabolizmasini koruduklar1 gibi, yiyeceklerin ve ilaglarin liretimi ve depolanmasi
esnasinda bozulmasinin ana sebeplerinden biri olan lipid peroksidasyonunu geciktirerek
raf dmriinii uzatirlar (Giilgin, 2010). Antioksidanlar, gidalarin bozulmasini engellemek
amaciyla katki maddesi olarak yaygin bir sekilde kullanilirlar. Bu nedenle
antioksidanlar gida endistrisinde ¢ok Onemli rol oynarlar. Eskiden beri yemeklerde

kullanilan baharatlar da iyi bir antioksidan kaynagidir (Giilgin, 2005a).
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Antioksidanlar, baslica 4 yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler (Gokpinar vd., 2006;
Sit, 2011):

1. Giderme etkisi, temizleyici etki (scavenging): Oksidanlar1 yeni bir molekiile

dontistiirerek etkisiz hale getirirler. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla

etki ederler (Zintzen, 1997).

2. Sondiirme etkisi, baskilayict etki (quenching): Antioksidanlar, oksidanlara bir
hidrojen aktararak inaktive ederler. Vitaminler, flavonoidler, trimetazidin ve mannitol

bu sekilde etki eder. Baskilayici etki ile reaksiyon hizini azaltirlar (Packer, 1991).

3. Zincir kirict etki (chain breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir mineraller
serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini kirip oksidanlarin zararl
etkilerini Onleyici sekilde etki eder. Hiicresel kinaz kayiplarimi 6nleyip oksidasyon

reaksiyonlarini durdururlar (Van-Der Meulen vd., 1997).

4. Onarict etki (repair): Oksidatif olarak zarar gormiis biyomolekiilleri onararak

yenilenmelerini saglarlar (Evelson ve Ordonez, 1997).

Antioksidanlar viicutta sentezlenebildigi gibi diyet ile disaridan da alinabilirler. Bir
diger deyisle canlilarda antioksidan savunma sistemi iki ana gruba ayrilir. Bunlar;
metabolizmada iretilen (endojen) ve disaridan diyet ile alinan (ekzojen) antioksidan
sistemleridir. Endojen antioksidanlar kii¢iik molekiil yapisina sahip basit bilesikler
olabildigi gibi karmasik yapidaki enzimler halinde de olabilirler (Bursal, 2009; Giilgin,
2007a).

2.2.2.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar; H,O, uzaklastirict peroksidaz ve katalaz gibi enzimler, tirik asit
gibi kiiciik molekiiller, ferritin ve transferrin gibi bazi metal baglayici proteinler ve
glutatyon gibi bilesiklerdir. Bu endojen antioksidanlarin tamamu reaktif tiirleri gidererek

ROS’nin zararl etkilerinden metabolizmay korurlar (Bursal, 2009).

Endojen antioksidanlar, enzim olanlar ve enzim olmayanlar olarak ayrilabilir. Enzim

olanlara Ornek olarak siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX),
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glutatyon s-transferaz (GST), katalaz (CAT), mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,
hidroperoksidaz verilebilir. Enzim olmayanlara ise melatonin, seruloplazmin,
transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin,

tirat, laktoferrin, albiimin verilebilir (Harold, 2006).

Siiperoksit dismutaz (SOD), bitkisel ve hayvansal iirinlerde bulunur. Siiperoksit

radikallerini H,O;’ye ve molekiiler oksijene donistiiriir (Kwee vd., 1991).
20,7 + 2H" — H,O, + O,

Katalaz  (CAT), hidrojen  peroksitin  hidroksil  radikallerini  olusturmasini
engellemektedir. Bitkisel ve hayvansal tiriinlerde bulunur (Gaetani vd., 1996). Katalaz,

H,0;’yi oksijen ve suya pargalar.
2H,0, — 0O, + 2H,0

Glutatyon peroksidaz (GPx), eritrosit i¢erisinde bulunur. Peroksit, hidrojen peroksit ve
hidroperoksitlerin ~ alkollere indirgenmesini saglayarak hidroksil radikallerinin
olusumunu engeller (Sen ve Chakraborty, 2011). Ayrica hidroperoksitler tarafindan

hemoglobinin methemoglobine doniisiimiinii onler.

2.2.2.2. Ekzojen antioksidanlar

Metabolizmadaki endojen savunma sistemini kuvvetlendirmek amaciyla viicuda
disaridan takviye edici antioksidan maddeler alinmaktadir. Bu maddeler, ekzojen
savunma sistemleri olarak adlandirilmaktadir (Halliwell, 1991). Ekzojen antioksidanlar;
vitamin, ilag ve gida antioksidan maddeleri seklinde giinlik hayatta kullanilirlar.
Vitaminlere 6rnek olarak a-tokoferol (E vitamini), retinol (A vitamini), B-karoten,
askorbik asit (C vitamini), folik asit (folat), tirik asit verilebilir (Harold, 2006). Ekzojen

antioksidanlar, sentetik ve dogal olmak iizere 2 ana grupta incelenebilir.
Sentetik antioksidanlar:

Sentetik antioksidanlara ornek olarak biitillenmis hidroksi anisol (BHA), biitillenmis
hidroksi toluen (BHT), propil gallat (PG) ve tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ)
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verilebilir. Sentetik antioksidanlar genellikle gida ve farmakoloji uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Gidada kati ve siv1 yaglarin ¢oziiniirliiglinii artirmak i¢in alkillerle yer
degistirirler. Ancak, sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen etkileri nedeniyle
kullanim1 yasal olarak kisitlanmistir  (Giilgin, 2012). Bu nedenle sentetik
antioksidanlarin yerini alternatif dogal {riinler almistir. Dogal kokenli antioksidanlarin
etkilerinden daha fazla faydalanma ve faydalarini artirmak amaciyla son yillarda bitkisel
kokenli dogal antioksidan c¢aligmalari biiylik oranda artmistir (Giilgin, 2008).
1980’lerden bu yana dogal antioksidanlar, sentetik antioksidanlara alternatif olarak
goriilmektedir (Gtilgin, 2012).

Dogal antioksidanlar:

Dogal antioksidanlar, bitkilerin yaprak, gévde ve tohumlar1 basta olmak tiizere biitiin
dokularinda bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar, sebze ve meyve bakimindan zengin
bir beslenmenin hastaliklara yakalanma, kalp-damar hastaliklari, baz1 kanser tiirleri,
diyabet, alzheimer hastaligi ve katarakt riskini kayda deger bir sekilde azalttigini
gostermistir (Kalkan, 2007; Ak ve Giil¢in, 2008; Giil¢in, 2012). Dogal antioksidanlar,
en ¢ok yesil sebzelerde, tohumlarda, baklagillerde, A vitamini, C vitamini, E vitamini
ve bazi B vitamini i¢eren besinlerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde, yapraklarda,
ciceklerde ve koklerde bol miktarda bulunmaktadir (Giilgin vd., 2005b; Pratt ve
Hudson, 1990; Giilgin, 2007a). Baslica dogal antioksidanlar; tokoferoller, askorbik asit,
fenolik maddeler, kumarinler ve fenolik bilesikler sinifinda yer alan karotenoidler ve
flavonoidlerdir. Vitamin C’den bagka, bu antioksidanlarin her bir grubu yapisal olarak
farkl1 bilesikler igerir. Ornegin, bu zamana kadar 600’den fazla karotenoid tanimlanmis

ve bunlarin yaklagik 50 tanesi insan besin grubunda bulunmaktadir (Giilgin, 2012).

A vitamini (retinol); saf halde acik sar1 kristaller halinde olan, yagda ve organik
¢oziiclilerde ¢6ziinen bir vitamindir, suda ¢oziinmez (Sekil 2.4). Fazlasi genellikle
karacigerde depolanir. Molekiiliindeki ¢ift baglar 1sikta hava oksijeni tarafindan
kolaylikla oksitlenebilir ve aktivitesi kaybolur. Gorme, iireme, biiyiime ve epitel
dokunun saglamligi i¢in gerekli olan bir grup bilesiktir. Bu bilesiklere “retinoidler” de

denir. Retinol, retinoik asit, retinal ve beta—karoten bu grupta bulunur.
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Sekil 2.4. A vitamini’nin kimyasal yapis1

Vitamin A’nin 0Onciisii olan B-C (provitamin A) ve retinoidler, &nemli bio-
antioksidanlardandir. Bunlar polien zincir atomlarina baglanarak (Burton ve Ingold,
1984) veya polien zincir atomlarimin a-karbonundan proton ayrilmasini saglayarak
reaktif oksi radikallerin ve serbest radikallerin siipiiriilmesini saglarlar. B-C ve
retinoidler, polien zincirinde singlet oksijen (*O,) gibi uyarilmis molekiilleri etkisiz hale
getirirler (Krinsky ve Deneke, 1982).

C vitamini (askorbik asit); suda ¢oziinen esensiyel bir vitamindir (Sekil 2.5). Ozellikle
yesil renkli taze sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. C vitamini
organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici olarak gorev yapar.
Demirin emiliminde indirgeyici rolii ile midede ferri demiri (Fe**) ferro demire (Fe?*)
indirgeyerek emilimde gérev alir. Immunite ve yara iyilesmesinde etkilidir. Cok giiclii
bir indirgeyici olan askorbik asit semidehidroaskorbat radikal ara iiriinii {izerinden
kolaylikla dehidro askorbik aside okside olur. Giiglii indirgeyici aktivitesinden dolay1
ayni zamanda giiclii bir antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca
reaksiyona girerek onlar1 temizler. Bunun yaninda, fenton reaksiyonunda hidrojen
peroksit ile etkilesmeye uygun olan ferro demiri olusturabilir. Yani hidroksil radikalinin
tiretimine katkida bulunabilir (Akkus, 1995).

H

Q

Sekil 2.5. C vitamini’nin kimyasal yapisi
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Askorbik asit (C vitamini), en giiglii antioksidanlardan biridir ve dogal antioksidanlar
arasinda en az toksik olanidir (Weber vd., 1996). Kolayca hidrojen atomu veren ve bu
sirada  dehidrokarboksilik asite doniisen kuvvetli bir indirgeyici ajan, yani
antioksidandir (Keha ve Kiifrevioglu, 2007). Askorbik asit, elektron transferiyle radikal
zincir reaksiyonlarini kesebilir. Bir konjuge sistem formunda bulunan ¢ift bagli karbonil
grubu ve bir ¢ift hidroksil grubu bulunduran ¢ift baglardaki gruplar bir karboksilik asit
vinil tiirevi gibi davranir. Diger bir degisle askorbik asitin deprotonize edilmis formu
stabil olmus enol gibi kabul edilebilir. ROS ile etkilestiginde, askorbil serbest radikal
aracilart ile dehidroaskorbata doniisiir. ROS’ni giderme etkisine sahip olan askorbik
asidin siiperoksit radikal anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijene
karsi etkili oldugu gosterilmistir. Sulu c¢ozeltilerde askorbik asit ayrica etkin bir sekilde

azot oksit tiirlerini de yok edebilir (Giilgin, 2012).

Baz1 bilesikler zayif bagli H atomlarina sahiptir. Bunlar serbest radikalleri nétralize
etmek i¢in bu H atomlarmi kullanirlar. C vitamini de serbest radikale H atomunu
vererek onu notralize ederken kendisi “askorbat radikali” formuna doniisiir. Fakat
askorbat radikali rezonans yapisindan dolayr oldukg¢a kararlidir. Serbest radikallere

oranla ¢ok daha az reaktiftir (Buettner ve Jurkiewicz, 1996).

E vitamini (tokoferol); bu terim tokoferoliin biyolojik olarak aktivite gdsteren 8
izomerinin genel bir adidir. Alfa-tokoferol en ¢ok bulunan ve viicutta en kuvvetli etkiye
sahip izomerdir. Suda ¢6ziinmeyen, yagda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinen, giiglii
antioksidan etki gosteren bir vitamindir. Serbest radikalleri nétralize eder ve hiicre
membranlarinin zarar gormesini onler, hiicre duvarini korur. Kirmizi kan hiicrelerini
korumaya yardim eder, kalp hastaliklarindan, katarakt ve bazi kanserlerden korunmaya

yardimci olur.

Sekil 2.6. E vitamini’nin kimyasal yapisi
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Vitamin E’nin radikal giderme, baskilama, onarma ve endojen savunmayi onarma
mekanizmalarmin tiimiinii kullanabildigi, bu nedenle ¢ok hizli ve genis bir antioksidan

kapasiteye sahip oldugu gosterilmistir (Van-Der Meulen vd., 1997).

Tokoferoller, lipid peroksil radikallerine (LOQ"), hidroksil gruplarinin hidrojenini verip
tokoferoksil radikalleri olusturarak serbest radikalleri giderirler ve boylece antioksidan
olarak rol oynarlar. Hiicrelerin membran ve lipid kisimlarimi korurlar. Kolesteroliin
oksidasyonunu  Onlerler. Tokoferollerin en O6nemli antioksidan 6zellikleri,
lipoproteinlerdeki lipid oksidasyonunu onlemede belirleyici rol oynamalaridir. o-
tokoferol, bu etkiden sorumlu esas vitamin E formudur. Serbest radikali gidererek
kendisi radikal hale gelen tokoferol, C vitamini ile etkileserek kararli forma gelir
(Diplock, 1998; Gok ve Serteser, 2003; Saldamli ve Saglam, 1998; Anil, 2006).

LOO + TocOH — LOOH + TocO
TocO + Ind.VitC — TocOH + Oks.VitC

Vitamin E, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksil
radikallerini ve diger radikalleri indirger (Packer, 1991). Vitamin E, zincir kirici
antioksidan olarak bilinir. Glutatyon peroksidaz ile vitamin E, serbest radikallere karsi
birbirlerini tamamlayict etki gosterirler. Glutatyon peroksidaz, olusmus peroksitleri
ortadan kaldirirken vitamin E, peroksitlerin sentezini engeller. a-tokoferoliin, kuyrugu
sayesinde yiizeye yakin olan aktif kroman halkasiyla birlikte zar alt tabakasina yerlesme
ozelligi vardir. Bu hem lipid antioksidani olarak is gormesine hem de diger
antioksidanlarla etkilesime gegerek oksitlenmis halinden kendi haline yeniden
doniismesine imkan saglar. Diger antioksidanlarla, ozellikle de suda ¢oziinenlerle

beraber hareket etmesi antioksidan sistemin énemli bir 6zelligidir.

Karotenoidler; fotooksidatif siireglere karsi bitkileri korumada 6nemli rol oynarlar.
Etkili antioksidan gesitlerinden biridir. Ornegin, peroksil radikalleri ve tekli molekiiler
oksijeni giderme etkisine sahiptirler (Stahl ve Sies, 2003). A vitamininin 6n maddesi
olan pB-karotenin (Sekil 2.7), singlet oksijeni bastirabildigi, siiperoksit radikalini
temizledigi ve peroksil radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan gorev
gordiigii saptanmistir (Akkus, 1995). Karotenoidler konjuge cift baglarindan dolay:

singlet oksijeni bastirici, serbest radikal toplayici, hidrojen peroksidin olusum hizini
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azaltict Ozellik gosterirler. Yapilarindaki ¢ift bag sayisi arttikca antioksidan kapasiteleri
de artmaktadir (Go6k ve Serteser, 2003; Anil, 2006).

Sekil 2.7. B-karoten’in kimyasal yapis1

Fenolik bilesikler; en az bir aromatik halka ve bu halkaya bagl bir veya daha fazla
hidroksil grubu bulundururlar. Bitkilerde en yaygin bulunan maddeler grubu olup,
giinimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi tanimlanmistir. Fenolik bilesikler; bitkilerin
meyve, sebze, tohum, cicek, yaprak, dal ve gévdelerinde bulunabilirler (Coskun, 2006).
Fenolik bilesiklerin bir kism1 meyve ve sebzelerin lezzetinin olusmasinda etkilidir. Bitki
kokenli pek ¢ok gidanin tat ve aromasina katkida bulunabilirler. Ozellikle gidalarda
acilik ve buruklugun kaynagidirlar. Bir kismi ise meyve ve sebzelerin renklerinin
olusmasinda gorev alir (Zor, 2007). Fenolik bilesikler, bitkilerde oldukga fazla miktarda
bulunan, canlilar igin birinci derecede gerekli olmayan sekonder metabolitlerdir.
Bitkileri, bocek ve hayvanlarin zararlarina karsi korurlar. Yapisal olarak biiyiik
farkliliklarindan dolay1 bitkilerde ve bunlardan elde edilen iiriinlerde binlerce farkli

fenolik bilesik bulunmaktadir.

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilir. Fenolik
asitler, hidroksi benzoik ve hidroksi sinamik asit olarak iki gruba ayrilir. Hidroksi
benzoik asit olanlara 6rnek olarak salisilik asit (Sekil 2.8), m-hidroksibenzoik asit,
gallik asit, vanilik asit verilebilir. Hidroksi sinamik asitlere 6rnek olarak ise kafeik asit,

ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asit verilebilir (Balasundram vd., 2006).

Fenolik bilesikler, dogal antioksidan madde ozelligi gostermektedirler. Serbest
radikallerin neden oldugu reaksiyonlar1 durdurarak veya engelleyerek kanser, kalp

hastalig1 ve akciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliklarin olusumuna engel olurlar.
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Sekil 2.8. Salisilik asit’in kimyasal yapis1

Fenolik antioksidanlar; serbest radikal sonlandirict ve metal selator gibi ozellikler
gosterirler (Stevenson ve Hurst, 2007). Bazi1 bitki fenolikleri son zamanlarda
antioksidan olarak kabul edilmekte ve ticari olarak iretilmektedir. Bitkisel iiriinlerin
antioksidan etkileri 6zellikle flavonoidler basta olmak iizere sinamik asit tlirevleri,

kumarinler gibi fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir.

Fenolik antioksidanlar, genel olarak yapilarinda bulunan OH gruplari sayesinde
oksidanlara H atomu vererek antioksidan 6zellik gosterirler. Lipid radikallere, hizla H*
vererek lipid oksidasyonu ile etkilesirler. Peroksil (ROO-) ve alkoksil (RO-)
radikallerini pargalayarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirirlar
(Michalak, 2006).

ROO + AH — ROOH + A
RO + AH — ROH + A
ROO + A — ROOA
RO + A — ROA

Olusan fenoksi radikali yeni bir serbest radikal olusumunu baslatmamali veya zincir
reaksiyonu ile hizli bir oksidasyona maruz kalmamalidir. Bu ydnden fenolik
antioksidanlar miikemmel H* ve e  donérleridir. Fenoksi radikali, aromatik halka
etrafinda ortaklanmamis elektronlarin lokalizasyon degisiklikleri ile dengelenir. Fenolik
asitler ve onlarin esterlerinin antioksidan aktiviteleri molekiil igerisindeki OH grubu
sayisina baglidir (Feredioon vd., 1992). Bir fenoliin orto veya para pozisyondaki iki OH

grubu onun antioksidan aktivitesini artirir.

Kafeik asit (Sekil 2.9), yaglarin oksidasyonunu onleyerek antioksidan 6zellik gosterir.
Ferulik asit (Sekil 2.9), hem dogal bir antioksidan hem kimyasal dnleyicidir (Huang vd.,
1988; Wargovich vd., 2000). Serbest radikallere H atomu vererek, radikal ve aktif
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oksijen tilirlerini yok ederek ve aktif oksijen tiretimine sebep olan UV 15181

absorblayarak antioksidan 6zellik gosterir.

HO HO

Kafeik asit
Ferulik asit

Sekil 2.9. Kafeik asit ve ferulik asit’in kimyasal yapilar

Fenolik bilesiklerin antialerjik, antiinflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal,
antipatojenik, antiviral ve antitrombotik etkiye sahip oldugu yapilan pek ¢ok arastirma
ile tespit edilmistir (MacDougall, 2002). Antioksidan olarak fenolik bilesikler; kanser,
kalp hastaliklari, katarakt, g6z hastaliklar1 ve alzheimer gibi hastaliklar
engellemektedirler (Bakkalbasi, 2009).

Flavonoidler; 15 karbonlu, C6—C3—-C6 yapisinda olan polifenolik bilesiklerdir (Formica
ve Regelson, 1995). Flavonoidler, gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir.
Flavonoidlerin genis bir grubu gidalarin renklerini veren bilesiklerdir. Flavonoid bilesik
smifinda olan antosiyanidinler, dogal renk maddeleri olup sebzelerin, meyvelerin,
meyve sularinin pembe, kirmizi, mavi ve mor renklerinin olugsmasini saglarlar (Vining,
1990). Flavonoidler, yapisal olarak; antosiyanidinler ve proantosiyanidinler, flavonlar
ve izoflavonlar, flavonollar, flavanonlar, katesinler, kalkon ve auronlar olarak
gruplandirilabilir (Halfon, 2005).

Antosiyanidinler, yaygin ve 6nemli bir tiirdiir. Bitkilere, sebzelere, meyvelere, meyve
sularina ve ta¢ yapraklara pembe, kirmizi, mavi ve mor renklerini veren fenolik
bilesiklerdir ~(Castaneda-Ovando vd., 2009). Antosiyanidinlere 6rnek olarak
pelargonidin, siyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin, malvinidin verilebilir (Gogiis ve
Fadiloglu, 2006). Proantosiyanidinler, katesinlerden veya loykoantosiyanidinlerden

olusan polimerik yapilardir. Katesin/epikatesin  kondensasyonu ile olusuyorsa
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“prosiyanidin”, katesin/gallokatesin kondensasyonu ile olusuyorsa “prodelfinidin” denir
(Shahidi ve Naczk, 1995).

0+
@

/
Sekil 2.10. Antosiyanidinlerin kimyasal yapis1

Flavonlara o6rnek olarak apigenin, luteolin, krisoeriol, trisin verilebilir. Flavonollara
ornek olarak kaemferol, kuersetin, mirisetin, isoramnetin verilebilir. Flavanonlar,
ortadaki halkada ¢ift bag olmamasi ile flavonlardan ayrilirlar. Bu glikozitler 6zellikle
turunggillerde yaygin olarak bulunurlar. Ornek olarak naringin, hesperidin, naringenin

ve elma ve armutta bulunan floretin ve floridzin verilebilir (Saldamli, 2007).

Flavon Flavonol

Sekil 2.11. Flavon ve flavonollarin kimyasal yapilari

Katesinlerin kimyasal yapilari, flavon-3-ol’diir. Gidalarda yaygin olarak bulunan
flavonoid grubunu olustururlar. Hem kimyasal hem de enzimatik olarak hava oksijeni
ile kolaylikla kondanse olarak proantosiyanidinleri olustururlar. Ornek olarak katesin,
gallokatesin, epikatesin, epigallokatesin verilebilir (Shahidi ve Naczk, 1995). Auron ve

kalkonlar da flavonoidlerin 6nemli bir sinifidir.
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Sekil 2.12. Katesin ve flavanonlarin kimyasal yapilari
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Sekil 2.13. Auron ve kalkonlarin kimyasal yapilari

Flavanoidler; bitkisel caylarin, meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda bulunan
polifenolik antioksidanlardir. Tim flavonoidler, 3'-4'dihidroksi konfiglirasyonu ile
antioksidan aktiviteye sahiptir. Flavonoidler ve diger bitki fenolikleri otooksidasyonun
onlenmesinde ¢ok etkilidirler. Siiperoksit, alkoksil, peroksil ve nitrik oksit gibi
radikalleri temizleyerek antioksidan etki gosterdikleri gibi, demir ve bakir selasyonu, -
tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlar da gosterirler. Ayrica antitiimér, antialerjik,
antiviral, antiinflamatuar, antitrombotik, immiinstimiilan etkileri de vardir. Fosfolipaz-
A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile antiinflamatuar (iltihap
onleyici) ozellik gosterirler (Formica ve Regelson, 1995). Bazi flavonoidler antikanser

ve antihepatoksik 6zelliklerinden dolay1 ilag olarak kullanilmaktadir.
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2.3 Kanser

Kanser, glinimiiziin 6nemli saglik problemlerinden biri olup kontrolsiiz hiicre
¢ogalmasi olarak tanimlanan ve belirsiz etyopatolojisi bulunan ilerleyici bir hastaliktir
(Weaver ve Hedrick, 1997). Kanser, daha ¢ok genetik bir hastalik olup hiicresel gelisimi
kontrol eden hiicre dongiisii ve apoptoz ile ilgili genlerdeki bozukluklar sonucu
kontrolsiiz hiicre biiylimeleri ile karakterize edilen patolojik bir durumdur (Karp, 2005).
Kanser, kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin normal hiicreleri Oldiirmeleri sonucu ortaya
cikan, 200’den fazla tiirli tanimlanan bir hastalik grubudur. Viicuttaki tiim doku ve
organlarda kanser gelisebilmektedir (Yildiz, 2008). Kanserin gelismesine, kalitsal
faktorlerin yaninda zararli 1sinlar, sigara, ¢evre kirliligi, yanlis beslenme gibi ¢evresel
faktorler de etki eder. Deneyler ve epidemiyolojik calismalar, beslenme ve kanser
arasinda kuvvetli iliski oldugunu ortaya koymaktadir. Besinler, bir yandan kanser yapici
maddeleri igerirken, diger yandan da kanser Onleyici maddeleri igermektedir (Yildiz,
2008). Kanser hastaliklarin1 tedavi etme yontemleri genelde kemoterapi, radyoterapi,
cerrahi ve immiinoterapi gibi yontemlerdir. Bu yoOntemler, hastalarin bireysel
ozelliklerine ve hastalik evresine gore kullanilir. Bir yontem kafi gelmezse birden fazla
yontem de kullanilabilmektedir (Ertiirk, 2006). Bunun yaninda kanser tedavisinde
kullanilan radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin bilinen bir¢ok toksik etkisi vardir

(Pouzet ve Travis, 1992).

Kanser ¢ok basamakli bir siirectir. Hiicreler zamansiz ve asir1 ¢ogalir. Bagisiklik
sisteminin gozetiminden kagar ve uzaktaki dokulari da istila eder. Metabolik ve
davramgsal degisiklikler meydana getirir (Merlo vd., 2006). Insan viicudunda normal
olarak hiicrelerin gelisim ve 6liimii bir diizen i¢inde yiiriitiiliir. Kanserde ise bu durum
kontrolden ¢ikmistir ve hiicreler anormal bir sekilde ¢ogalir. Aslinda buna sebep olan
bozuk genlerdir. Normal siiregte hiicrelerin islevlerini genler yonlendirir. Hiicreler,
genlerden aldiklar1 komutlara gore ¢ogalirlar. Baz1 genlerin yapis1 asirt gilines 15181,
sigara vb. sebeplerle degisir. Bu degisen ve bozulan genler (onkogen), hiicrelerin agiri
cogalmasina neden olur veya herhangi bir sekilde hasara ugramis hiicrelerin 6lmesini
engeller. Gittikce anormal derecede fazlalagsan hiicreler “#imor” olarak adlandirilan
kitleleri olustururlar (S6nmez vd., 2005). Timdrler iyi ve kotii huylu olarak ikiye

ayrilir. Iyi huylu témorler kanser degildir, viicudun diger taraflarina yayilmazlar. Hayati
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riskleri yok denecek kadar azdir, genelde cerrahi miidahale ile alinirlar ve
tekrarlanmazlar. Koétii huylu timorler kanserdir. Buradaki hiicreler anormaldir,
kontrolsiiz ve diizensiz boliiniirler, normal dokular1 sikistirabilir, i¢ine sizabilir ya da
tahrip edebilirler. Kanser hiicreleri olustuklar1 tiimorden ayrilirsa kan ya da lenf
dolasimi aracilicigla viicudun diger taraflarina gidebilirler, orada yeni tiimor kolonileri
olusturarak boliinmeye devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun diger taraflarina

yayillmasina “metastaz” denir.

Kansere neden olan ¢esitli risk faktorleri vardir. Bunlar genetik, cevresel, biyolojik,
davranigsal risk faktorleri olarak dort grupta incelenebilir. Genetik risklere aileden
kaliimsal olarak gegen genler; cevresel risklere hava kirliligi, radyasyon, UV 1sinlari,
biyolojik risklere cinsiyet, yas, irk; davranissal risklere sigara-alkol tiiketimi, yanlis

diyet vb. 6rnek olarak verilebilir.

Kolon kanseri (HT-29), kalin bagirsakta goriilen bir hastaliktir. Toplamda 160 cm
civarinda olan kalin bagirsagin yaklasik 145 cm’si kolon kismidir. Kolonun gorevi
difiizyondur. Yiyeceklerden besin ve suyu alir, geriye kalan atig1 aniis yoluyla disari
gonderir. Kolon kanserinin 6nemli bir sebebi, bagirsak mukozasindan ¢ikan “polip”
olarak adlandirilan tomurcuklardir. Kolon kanseri sik goriilen ilk 5 kanser hastaligi
arasindadir. Genelde 50 yasindan sonra goriiliir ve erkek-kadin farki yoktur. Halk
Sagligi Genel Miidiirligli'niin 2014 yili verilerine gore Tiirkiye’de 5.342 kiside (tiim
kanserler igerisinde % 8) kolon kanseri vakasi goriilmiistiir (HSGM, 2014).

Goglis  kanseri (MCF-7), meme dokusundaki hiicrelerden kaynaklanir. Meme
kanallarindan kaynaklanan “duktal” kanser, siit bezlerinden kaynaklanan “lobiiler”
kanser gibi gesitleri vardir. Kadinlarda goriilen kanser tipleri arasinda birinci sirada yer
alir. Halk Saghigi Genel Miidiirliigii’ntin 2014 yili verilerine gore Tiirkiye’de 16.246
kiside (tiim kanserler igerisinde % 25) gogiis kanseri vakasi goriilmistir (HSGM,
2014).

Karaciger kanseri (HepG2), nispeten nadir goriilen kanser tiiriidiir. Ozellikle hepatit-B
enfeksiyonu olan toplumlarda daha c¢ok goriiliir. Genellikle “hepatosit” denilen

karaciger hiicrelerinden kaynaklanir.
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Kanser tedavileri genel olarak bes yolla yapilir:

1. Cerrahi tedavi: Kanserli dokunun viicuttan ¢ikarilmasidir. Pek ¢ok kanser tiiriinde

uygulanan ilk yontemdir.

2. Kemoterapi: Normal hiicrelere en az zarar verecek sekilde, kanserli hiicreleri
oldiirebilen bir ilag tedavisi yontemidir. Kemoterapi, kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini

engeller, bu arada normal hiicrelere de etki edebilir.

3. Radyoterapi: Isinla tedavi yontemidir. Kanserli hiicrelerin gogalmasini engelleyebilir.

Normal hiicreleri de etkileyebilir fakat bu hiicreler daha sonra iyilesebilir.

4. Immiinoterapi: Bagisiklik sistemi, viicudu enfeksiyon ve hastaliklara kars1 koruyan
bir sistemdir. Bagisiklik sistemi, normal ve kanserli hiicreler arasindaki farki ayirt
edebilir. Immiinoterapide, bagisiklik sistemini uyaran (kanserle savasabilmek icin)

ilaclar kullanilmaktadir.

5. Hormon tedavisi: Baz1 kanser tiirleri (prostat ve gogiis kanserleri gibi) viicut
tarafindan salgilanan hormonlardan beslenir ve gelisir. Viicudun bu hormonlari tiretmesi
engellenebilir. Hastalar ya ilagla tedavi edilir ya da hormonlar iireten bez/organlari

ameliyatla alinabilir.

Bu tedavi yontemleri tek basina uygulanabilecegi gibi kanserin tiiriine gore birden fazla
yontem de uygulanabilir (Ertlirk, 2006). Kanser tedavisi amaciyla birgok modern
antikanser ilaglar gelistirilmis olmasina ragmen ¢ogu kanser tipi i¢in kesin olarak tedavi
edici iirtin heniiz bulunamamistir. Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilabilecek
antikanser ilaglarin gelistirilmesine yonelik arastirmalar artarak devam etmektedir
(Avendano ve Menendez, 2008).
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3. KAYNAK OZETLERI

Baczek ve arkadaslar1 (2017), tanacetum balsamita ve tanacetum vulgare bitkilerinde
antioksidan ve antibakteriyel aktivite arastirmasi yapmustir. Tanacetum vulgare’nin
tanacetum balsamita’dan daha yiiksek antioksidan potansiyeli oldugunu, bitkilerde
fenolik asit olarak kafeik asit, ferulik asit, klorogenik asit, rosmanirik asit, cichoric asit
bulundugunu, flavonoid bilesik olarak kuersetin, kozmosin, luteolin 7-O-glukozit,

chrysoeriol bulundugunu belirtmislerdir.

Devrnja ve arkadaslar1 (2017), tanacetum vulgare bitkisinde sitotoksik ve antibakteriyel
aktivite arastirmistir. Bitkide bir¢cok fenolik ve flavonoid bilesikleri tespit etmisler,
antibakteriyel ve antifungal oOzelliklere sahip biyolojik aktif maddeler kaynagi
oldugunu, HeLa ve MRC-5 hiicrelerine karsi antiproliferatif etkisinin oldugunu

belirtmislerdir.

Gegibesler (2017), tanacetum abrotanifolium bitkisi {izerinde antioksidan, antikanser ve
antimikrobiyal biyolojik aktivite ¢aligmalar1 yapmistir. Tanacetum abrotanifolium un
ham ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin (250 ve 500 pg/ml) 6nemli antiproliferatif
aktivite gosterdigi, farkli polarite solvent Ozlerinin, fraksiyonlarin ABTS’ye karsi
onemli temizleme aktivitesi gosterdigi ve orta dlizeyde antimikrobiyal aktivite

gosterdigi belirtilmistir.

Sen ve arkadaglar1 (2017), tanacetum argenteum subsp. argenteum endemik bitkisinin
biyolojik aktivitesini incelemistir. 30 pg/ml konsantrasyonda kloroform ekstresinin HT-
29 ve MCF-7 hiicre hatlarinin gelisimini sirasiyla % 89 ve % 73, n-hekzan ekstresinin
HT-29 ve MCF-7 hiicre hatlarinin gelisimini sirasiyla % 75 ve % 74 inhibe ederek
onemli bir antiproliferatif aktivite gosterdigi, kloroform ekstresinin orta derecede

antibakteriyel aktivite gdsterdigi belirtilmistir.

Topdemir ve arkadaslari (2017), yaptiklart bir ¢alismada bazi tanacetum tiirlerinin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. Farkli in vitro metodlar
kullanarak antioksidan aktivitelerini incelemisler, 61,86 ile 70,77 arasinda degisen %
inhibisyon bulmugslar ve birbirine yakin ve ¢ok iyi ABTS radikal giderme aktivitesi

gosterdiklerini belirtmislerdir.
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Artuluk ve arkadaglar1 (2016), bazi tanacetum tiirlerinin antioksidan aktivitesini,
toplam fenolik ve toplam flavonoid madde miktarlarini arastirmiglar ve tim bitki
Ozlerinin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu, DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP
analizlerinin benzer sonuglar ortaya koydugunu, tanacetum praeteritum subsp.
massicyticum’un en yiiksek fenolik (149,93 mgGAE/g ekstrakt) ve flavonoid (33,42
mgQE/g ekstrakt) madde miktarina sahip oldugunu belirtmislerdir.

Marzouk ve arkadaslar1 (2016), tanacetum sinaicum bitkisinde fenolik bilesikler
arastirmistir. Bitkide 8 flavonoid aglikon, 4 flavonoid glikozid ve 3 fenolik bilesik

belirlenmistir.

Servi (2016), baz1 tanacetum L. tiirleri iizerinde fitokimyasal aragtirma ve biyoaktivite
calismalar1 yapmustir. Bitkilerin ugucu yaginin ¢ok diisiik oranda PRAP antioksidan
aktivite gosterdigi, hiicre hatlarina karsi ise herhangi bir sitotoksik aktivite gostermedigi

belirtilmistir.

Simsek (2016), tanacetum alyssifolium bitkisinden axillarin bilesigi izole etmis ve
antikanserojen ve antioksidan aktivitelerini incelemistir. Fe** indirgeme kapasitesinin
standart olan troloks’tan daha fazla oldugu, Cu?® indirgeme kapasitesinin troloks’tan
daha az oldugu, HeLa hiicresine kars1 en yiliksek antikanserojen etkiyi 100 ve 50 pg/ml

konsantrasyonda gosterdigi belirtilmistir.

Yur (2016), tanacetum haussknechtii bitkisinin ugucu yaginin kimyasal, enantiomerik
ve biyolojik aktivite yonlerini incelemistir. Metanollii ekstreler ve ¢igek kismindan elde
edilen etil asetathh ekstrenin BHT ve gallik asite gore orta derecede antioksidan
aktiviteye sahip oldugu ancak ucgucu yaglarin uygulanan deney sistemlerinde

antioksidan etkili olmadig: belirtilmistir.

Altay (2015), salvia fruticosa bitkisinin antioksidan ve sitotoksik Ozelliklerini
arastirmistir. DPPH ve ABTS radikallerine karsi yiiksek soniimleme aktivitesi ve
yiiksek oranda demir (II) iyonlar1 selatlama aktivitesi gosterdigi, HT-29 kanser
hiicrelerine kars1 0,6 mg/ml konsantrasyonda % 90’dan fazla sitotoksik etki gosterdigi

belirtilmistir.
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Irtem Kartal (2015), salvia absconditiflora bitki ekstrelerinin antioksidan ve HepG2
hiicrelerine kars1 sitotoksik 6zelliklerini arastirmistir. Bitkinin haziran su ekstresinin en
yiiksek radikal giderme kapasitesi gosterdigi, nisan metanol ekstresinin 108,77 mg
GAE/g ekstre ile en yiiksek toplam fenolik icerige sahip oldugu, CYP2C9, CYP2C19 ve
CYP3A4 gen ifadelerinin metanol ekstresi uygulandiginda inhibe edildigi belirtilmistir.

Yumrutas ve arkadaslar1 (2015), asteraceae familyasindaki bazi bitki tiirlerinde
antioksidan ve antiproliferatif aktivite arastirmasi yapmustir. Bitkilerin metanol
ekstraktinin 6nemli toplam fenolik miktara sahip oldugunu, 100 pg/ml konsantrasyonda
bitki ekstraktlariin giiclii antiproliferatif etki sergiledigini, 6zellikle 100 ve 250
png/ml’de ekstrakt konsantrasyonlarinin  MCF-7  hiicre canliligmi azalttigini

belirtmislerdir.

Hisarli (2013), salvia absconditiflora bitkisinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarinda sitotoksik etkisini arastirmigtir. Sulu ekstrenin hiicre proliferasyonunu

zamandan bagimsiz ve doza bagli olarak engelledigini belirtmistir.

Yilmaz (2013), salvia absconditiflora bitkisinin antioksidan ve sitotoksik 6zelliklerini
arastirmistir. DPPH radikallerine kars1 % 80,43 radikal sonlimleme aktivitesi gosterdigi,
MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerine kars1 farkli metotlar sonucu hiicre
cogalmasinin % 50 engellenmesine sebep olan ICsy konsantrasyonu icin degerlerin

degisken oldugu belirtilmistir.

Cetin (2012), asteraceae familyasindan olan scolymus hispanicus bitkisinin antioksidan
ozelligini farkli metotlar kullanarak arastirmistir. Bitkinin bakir indirgeme giicii i¢in 0,2
mg/ml konsantrasyon ve 450 nm’deki absorbans degerinin 0,11 oldugu, toplam fenolik
igeriginin 111,32 mgGAE/g, toplam flavonoid igeriginin 24,50 mgRE/g oldugu
belirtilmistir.

Cimnar (2012), asteraceae familyasindan olan inula helenium taksonlarinin metanol,
etanol, su ve etil asetat ekstrelerinin biyoaktivitelerini (antioksidan, antiradikal,
antimikrobiyal) incelemistir. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlarinin 4,18-

102,91 mgGAE/g kuru ekstre arasinda oldugu, DPPH yontemiyle en yiiksek antiradikal
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aktiviteyi 8,89 pug/ml ICso degeriyle nula helenium subsp. orygalis bitkisinin metanol

ekstresinin gosterdigi belirtilmistir.

Erdogan (2012), tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin biyolojik
aktivitelerini incelemistir. Bitkinin baz1 ekstrelerinin standart antioksidanlar olan BHA,
BHT, o-tokoferol ve troloks’a yakin degerlerde oksidanlara karsi etkili oldugu,
antimikrobiyal aktivite yoniinden iyi bir antibiyotik olan streptomisin’e gore daha diisiik

¢ikmasina ragmen sonuglarin yeterli derecede iyi oldugu belirtilmistir.

Aktiimsek ve arkadaglar1 (2011), bes centaurea tiiriiniin antioksidan potansiyellerini ve
yag asidi profillerini incelemislerdir. Tiim Oziitlerin énemli bir antioksidan kapasite
gosterdigi, centaurea cheirolophaen bitkisinin en yiiksek miktarda toplam fenolik ve
flavonoid icerdigi, 30 yag asidi tespit edildigi, palmitik, linoleik, oleik, linolenik asit’in

ana bilesen olarak saptandigi belirtilmistir.

Albayrak ve arkadaslar1 (2010), asteraceae familyasindan 16 helichrysum tiirliniin in
vitro antioksidan, radikal temizleme ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmistir. Tim
ekstraktlarin  giliglii  antioksidan ve radikal temizleme etkisi  gosterdigi,

mikroorganizmalara kars1 6nemli antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Oztekin (2010), tanacetum kotschyi bitkisinin iizerinde fitokimyasal ve biyoaktivite
caligmalar1 yapmustir. Bitkiden flavonoid ve fenolik bilesikler izole edilmis, bir
seskiterpen lakton olan achillin’in tanacetum tiirlerinden ilk defa izole edildigi
belirtilmistir. Saf maddeler ve ekstreler i¢inde en yiiksek antioksidan etkiyi MeOH
ekstresinin verdigi, yine saf maddelerin ve govde ekstresinin candida parapsilosis’e

kars1 yliksek inhibe edici ve selektif aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Polatoglu (2009), tanacetum chiliophyllum bitkisinin ¢esitli varyeteleri tizerinde
insektisit, antimikrobiyal, sitotoksik ve antioksidan aktivite arastirmasi yapmuigstir.
Tanacetum chiliophyllum var. oligocephalum bitkisinin etil asetat ve metanol
ekstrelerinin yiiksek DPPH radikali giderici etki gosterdigi, yine ayn1 bitki ekstrelerinin
tahil zararlis1 S. granarius’a karsi diger varyetelere gore daha yiiksek kontak toksisite
gosterdigi, bazi ugucu yaglarin bacillus cereus ve bacillus subtilis gibi gida

patojenlerine kars1 yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi belirtilmistir.
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Kocak (2008), Elaz1g ve ¢evresinde yetisen bazi tanacetum tiirlerini taksonomik yonden
aragtirmistir. Bitkilerde ana bilesen olarak o-pinen, B-pinen, 1,8-sineol, borneol,
endobornilasetat, trans-krizantenol, trans-verbenol, karyofillenoksit, santolinatrien,
spatulenol, intermedeol, kamfen, kamfor, krizantenon, kopaen, naftalen oldugu tespit
edilmistir. Morfolojik-morfometrik 6zellikleri bakimindan Tirkiye Florasindaki
betimiyle uygunluk gdsterdigi, ucucu yag bakimindan birbirlerinden olduk¢a farkl

olduklar1 saptanmustir.

Yucayurt (2008), laurocerasus officinalis roem. bitkisinde fenolik bilesik analizi ve
antioksidan aktivite arastirmasi yapmistir. Genel olarak kabuk ekstraktlarinin daha iyi
antioksidan sonuglar verdigini, bitkide gallik asit, protokatekaldehit, vanilik asit,
klorogenik asit, kafeik asit, siringik asit, benzoik asit gibi fenolik bilesikler oldugunu

belirtmistir.

Aydemir (2005), dort farkli lokaliteden toplanan tanacetum parthenium bitkilerinin
cigcek kisimlarimin metanol ve etil asetat ekstrelerinde iki farkli yontemle (Kismi Kiigiik
Kareler Kalibrasyonu ve Kromatografik) parthenolide miktar1 arastirmasi yapmis ve
bitkilerde parthenolide bulundugunu tespit etmistir. Her iki yontemdeki parthenolide

miktarinin birbirine yakin oldugu belirtilmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Yararlanilan cihaz, alet ve malzemeler

- Beher

- Buzdolab1

- COs inkiibator

- Deney tiipli

- Derin dondurucu

- Erlen

- Falkon tiipti

- Hassas terazi

- Magnetik karistirici
- Mikropipet

- Mikroskop

- Otomatik pipet

- pH metre

- Saf su cihazi

- S1v1 azot tanki

- Spatula

- Spektrofotometre

- Spektrofotometre kuveti
- Steril kabin

- Su banyosu

- T75 Flask

- Vorteks

- 96 kuyucuklu plaka
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4.1.2. Kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciiler

- ABTS

- AI(NO3)3

- Besi yeri

- CH3COOK

- CH3;COONa

- CH3;COONH,

- CuCl,

- Dimetil siilfoksit
- Etanol

- Etil asetat

- FeCl3.6H,0

- FeCl,.3/4H,0

- Ferrozin

- Folin-Ciocalteu reaktifi
- Fosfat tamponu
- Fosfat tamponlu salin
- HCI

- K3Fe(CN)g

- K204S;

- Kuersetin

- Metanol

- Na;COs

- Na;HPO,

- Neokuprin

- Saf su

- Stilfirik asit
-TCA

-TPTZ

- Tripan boyas1

- XTT ¢ozeltisi
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4.1.3. Kullamilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi
4.1.3.1. ABTS radikali giderme aktivitesi tayini ¢ozeltileri

1. 2 mM’lik ABTS c¢ozeltisi: 0,1 M, pH’s1 7,4 olan fosfat tamponuna 11 mg ABTS
eklenerek yaklasik 12 saat tamamen c¢oziiniinceye kadar magnetik karistiricida
karistirildi. Toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanda.

2. 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisi: 0,1 M, pH’s1 7,4 olan fosfat tamponuna
66,25 mg K,OgS, eklenerek tamamen ¢oziildii. Toplam hacim saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

3. 0,1 M’hik fosfat tamponu ¢ozeltisi (pH:7,4): 2,84 g Na,HPO, 180 ml saf suda
¢oziildi. pH metre ile pH’s1 7,4’e¢ ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 200 ml’ye

tamamlandi.
4.1.3.2. FRAP indirgeme metodu cozeltileri

1. 0,3 M’lik asetat tamponu ¢ozeltisi: 80 ml saf suya 2,46 g CH3;COONa eklenerek
¢ozildi. pH metre ile pH’s1 3,6’ya ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

2. 40 mM’lik HCI ¢ozeltisi: % 37°lik HCI ¢ozeltisinden 0,334 ml alinarak toplam hacim
saf su ile 100 m1’ye tamamlandi.

3. 10 mM’lik TPTZ ¢ozeltisi: 0,312 g TPTZ, 100 ml 40 mM’lik HCl igerisinde ¢oziildii.
4. 20 mM’lik FeCls ¢ozeltisi: 100 ml saf suya 0,54 g FeCl3.6H,0 eklenerek ¢oziildii.

5. FRAP reaktifi: 10 hacim 0,3 M’lik asetat tamponu, 1 hacim 10 mM’lik TPTZ ve 1
hacim 20 mM’lik FeCl3.6H,0 ¢ozeltisi karistirilarak olusturuldu.

4.1.3.3. Bakir indirgeme kapasitesi tayini (Kuprak metodu) c¢ozeltileri

1. 0,01 M’lik CuCl, ¢ozeltisi: 50 ml saf suya 47 mg CuCl; eklenerek ¢oziildii.
2. 7,5x10°M etanolik neokuprin ¢éozeltisi: 50 ml etanole 78 mg neokuprin eklenerek

¢Ozildii.
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3. I M’lik CH;COONH, tamponu (pH:6,5): 80 ml saf suya 7,7 g CH3COONH,
eklenerek ¢oziildi. pH metre ile pH’s1 6,5’e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 100

ml’ye tamamlandi.

4.1.3.4. Toplam fenolik bilesik miktari tayini cozeltileri

1. Standart gallik asit ¢ozeltisi: 10 ml saf suya 10 mg gallik asit eklenerek ¢oziildii.
2. Folin-Ciocalteu reaktifi
3. % 2’lik Na,CO3 ¢ozeltisi: 80 ml saf suya 2 g Na,CO3 eklenerek ¢oziildii. Toplam

hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

4.1.3.5. Toplam flavonoid bilesik miktar tayini ¢ozeltileri

1. Standart kuersetin ¢ozeltisi: 25 ml etanole 25 mg kuersetin eklenerek ¢oziildii.
2. % 10°luk AI(NO»)3 ¢ozeltisi: 90 ml saf suya 10 g AI(NO3); eklenerek ¢oziildi.
3. 1 M’lik CH3COOK ¢ozeltisi: 80 ml saf suya 9,9 g CH3COOK eklenerek ¢oziildii.

Toplam hacim saf su ile 100 m1’ye tamamlandi.

4.1.3.6. Q-TOF-LC yontemi ile fenolik icerik tayini ¢ozeltileri

5 mM’lik amonyum asetat ¢ozeltisi: 80 ml saf suya 0,04 g CH3COONH, eklenerek

¢oziildii. Toplam hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlanda.

4.1.3.7. Antikanser aktivite testlerinde kullamilan ¢ozeltiler

1. XTT ¢ozeltisi: 5 ml XTT kitinin iizerine XTT aktivatoriinden 100 ul konulup ¢oziildi.
2. Diger ¢ozeltiler (tripan boyasi, dimetil siilfoksit, fosfat tamponlu salin, besi yeri) satin

alindigr sekliyle kullanilmugtir.
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4.2. Yontem

42.1. Tanacetum erzincanense Dbitkisinin toplanmasi, kurutulmas1 ve

ekstraktsiyonu

Bitki materyali Erzincan ili, Cayirh ilgesi, Mantarli ve Akyurt koyleri arasinda yaklasik
1.620 m yiikseklikten toplandi. Karanlik ve havadar bir odada kurutuldu. Kurutulduktan
sonra ince toz haline getirildi. Ekstraktsiyonlari metanol ve etilasetat ¢oziiciileri ile
gergeklestirildi. Bunun i¢in 6ncelikle toz haline getirilen bitki iki ayr1 cam balona alindi.
Uzerlerine numune tozunun bes kat1 olacak sekilde metanol ve etil asetat eklendi.
Agizlart kapatildi ve oda sartlarinda 24 saat karistirilarak inkiibe edildi. Elde edilen
ekstraktlar whatman kagidi ile filtrelenerek siiziildii. Daha sonra cam balonlar bir déner
buharlastirict olan evaporatore ayri ayr yerlestirildi. 40 °C’de metanol ve etil asetat
coziiciileri uzaklastirildi. Sonunda &ziitler, 50 °C ve 5 um Hg basimng altinda liyofilize
edildi. Numuneler daha sonra deneysel calismalarda kullanilacak sekilde sikica
kapatilmis plastik bir sisede -20 °C’de saklandi. Antioksidan test ¢alismalar1 yapilirken
numune stok ¢ozeltilerinin hazirlamasi sirasinda metanol ekstresi metanolde, etil asetat
ekstresi etil asetatta c¢oOziildii. Antikanser calismalarinda stok numune ¢dzeltisi

hazirlanirken metanol ekstresi besi yeri ¢ozeltisinde ¢oziildii.

4.2.2. Antioksidan aktivite testleri

4.2.2.1. ABTS radikali giderme aktivitesi tayini

ABTS radikali giderme aktivitesi tayini Re ve arkadaslarinin (1999) yontemine gore
yapildi. ik olarak 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 2,45 mM’lik
potasyum persiilfat ¢ozeltisi eklenerek ABTS radikalleri tiretildi. ABTS radikal ¢ozeltisi
kullanilmadan 6nce kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbansi 0,1 M ve pH’s1 7,4 olan
fosfat tamponu ile 0,7504+0,025 nm’ye ayarlandi. Numune olarak daha 6nce stok olarak
hazirlanan 1 mg/ml konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler kullanildi. Standart olarak
kullanilan a-tokoferol, troloks, BHA ve BHT i¢in etanol eklenerek hacim 2 ml olacak
sekilde 50 pg/ml konsantrasyonu hazirlandi. Yine etanol eklenerek hacim 2 ml olacak

sekilde metanol ve etil asetat ekstrakti i¢cin 50 pg/ml konsantrasyonu hazirlandi ve
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deney tiiplerine konuldu. Her bir deney tiipiine 1’er ml ABTS radikal ¢ozeltisi ilave
edildi, vortekste karistirildi ve yarim saat inkiibe edildi. Etanolden olusan kore karsi 734

nm’de absorbanslar okunarak kaydedildi.
4.2.2.2. FRAP indirgeme metodu

Oncelikle deney tiiplerine stok (1 mg/ml) standart ¢ozeltilerden ve numune ekstrakti
c¢ozeltilerinden alindi. Uzerlerine asetat tampon cozeltisi ilave edilerek hacim 0,5 ml
olacak sekilde 10-20-30 pg/ml konsantrasyonlar1 elde edildi. 10 hacim 0,3 M’lik asetat
tamponu, 1 hacim 10 mM’lik TPTZ ve 1 hacim 20 mM’lik FeCls.6H,O c¢ozeltisi
karistirilarak FRAP reaktifi olusturuldu. Daha sonra deney tiiplerine sirasiyla 2250 pl 20
mM’lik FeCl3 ¢ozeltisi ve 2250 pl FRAP reaktifi ilave edilerek toplam hacim 5 ml’ye
tamamlandi. Deney tiipleri vortekste karistirildi. 10 dakika inkiibeden sonra 593 nm’de
okutulup absorbanslar1 kaydedildi. Kor olarak asetat tamponu kullanildi. Kontrol olarak
500 pl asetat tamponu, 2250 pl FeCls, 2250 pl FRAP reaktifi karisim ¢ozeltisi
kullanildi.

4.2.2.3. Bakir indirgeme kapasitesi tayini (Kuprak metodu)

Kuprak metodu Apak ve arkadaslarmin yontemi hafif degistirilerek yapildi (Ak ve
Giilgin, 2008). Stok standart ve numune ¢dzeltileri deney tiiplerine alind1. Uzerlerine saf
su eklenerek hacim 1,5 ml olacak sekilde 10-20-30 pg/ml konsantrasyonlar: hazirlandi.
Sonra her bir tiipe sirastyla 0,01 M CuCl, ¢ozeltisinden 0,25 ml, 7,5x10° M etanolik
neokuprin ¢ozeltisinden 0,25 ml ve 1 M’lik CH;COONH, tampon ¢6zeltisinden 0,25 ml
eklendi ve karistirildi. Yarim saat inkiibe edildikten sonra 450 nm’de kore Kkarsi

absorbans degerleri 6lgiildii. Kor olarak saf su kullanildi.
4.2.2.4. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini

Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini Folin-Ciocalteu reaktifi ile belirlendi (Singleton
vd., 1999). Standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi. Gallik asit ¢ozeltisi 1
mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde gallik asit saf suda coziilerek hazirlandi. Bu

¢ozeltiden 100 pg, 200 pg, 400 ug, 500 ug ve 600 pg’lik konsantrasyonlar hazirlanarak
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hacim 23 ml’ye saf suyla tamamlandi. Sonra {izerlerine 0,5 ml Folin-Ciocalteu reaktifi
ve 3 dakika sonra da 1,5 ml % 2’lik Na,COs3 ilave edildi. Numuneler 2 saat oda
sicakliginda karistirildi. Bu siire sonunda numunelerin 760 nm’deki absorbansi, saf
sudan olusan kore karst okundu. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen
gallik asit ekivalen (GAE) miktar1 standart grafikten elde edilen denklem yardimiyla
tespit edildi. Sonuglar gallik asit ekivalen (GAE) olarak verildi.

4.2.2.5. Toplam flavonoid bilesik miktari tayini

Toplam flavonoid miktar1 tayini Park ve arkadaslarinin (1997) yapmis oldugu metoda
gore yapildi. Standart flavonoid bilesigi olarak kuersetin kullanildi. Kuersetin ¢ozeltisi 1
mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde kuersetin saf suda ¢oziilerek hazirlandi. Bu
¢ozeltiden 10 pg, 20 pg, 30 ug, 40 pg, 50 pg’lik konsantrasyonlar hazirlandi. Daha
sonra 0,1 ml (1 M) suda hazirlanmigs CH3COOK ve 0,1 ml (% 10) AI(NO3)3 ¢6zeltilerini
iceren 4,3 ml etanol ¢ozeltisi ile seyreltilerek vortekste karistirildi. Oda sicakliginda 40
dakika inkiibe edildikten sonra 415 nm’de absorbanslar1 kaydedildi. Standart kuersetin
grafiginden elde edilen denklemden toplam flavonoid miktari, kuersetin ekivalen (QE)

olarak belirlendi.

4.2.2.6. Q-TOF-LC yontemi ile fenolik icerik tayini

Tanacetum erzincanense 'de bulunan fenolik bilesikleri kalitatif olarak belirlemek igin
Q-TOF-LC yontemi kullanildi. Bunun i¢in bir elektrosprey iyonizasyon kaynagi olan
LC-MS sistem cihazi kullanildi. Cihazin ¢alisma kosullar1 Tablo 4.1°de verilmistir.
Cihaz iki farkli yontemle pozitif veya negatif elektrosprey iyonizasyonu ile 2 GHz
Genisletilmis Dinamik Aralik modunda galistirildi. Ayirma islemi ters ¢evrilmis bir
Poroshell 120 EC-C18 kolonu iizerinde yapildi. Kolon sicakligi 35 °C’ye ayarlanarak
akig oran1 dakikada 0,6 ml olacak sekilde 20 dakika boyunca analiz yapildi. Pozitif
referans iyon olarak 121.0509, 922.0098, negatif referans iyon olarak da 112.9855,
980.0147, 1033.9881 kullanild1. Veriler, MassHunter yazilimi tarafindan kaydedildi.
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Tablo 4.1. Q-TOF-LC-MS cihaz1 ¢alisma kosullar1

Kolon Agilent Poroshell 120 EC-C18 kolon 3,0 mm x 50 mm x 2,7 um
Kolon sicakligt | 35 °¢
Enjeksiyon
ha(J:mi g > ul
Caligma zamam | 20 dk
Mobil faz A 5 mM suda amonyum asetat
Mobil faz B Metanol
Akis hizi 0,6 ml/dk
0dk-10% B
0,3dk-10% B
2dk-30% B
. 6 dk-70 % B
Gradient 9dk-95% B
12 dk-95 % B
12,1dk-10% B
14 dk-10% B
Kggbzasyon Jet akis teknolojili pozitif/negatif elektrosprey iyonizasyon modu
Kurutma gaz o
sicaklig1 o C
Kurutma gaz 14 L/dk
akis1
Nebuliser 35 psi
Gaz sicaklig 400 °C
Gaz akisi 11 L/dk
Kilcal Voltaj 3000 V
Nozzle Voltaj 500 V
Kiitle aralig 50-1200 amu (akb)
Referans 121.0509, 922.0098 pozitif ¢calisma i¢in, 112.9855, 980.0147,
iyonlari 1033.9881 negatif ¢alisma icin

4.2.3. Hiicre kiltiiri

4.2.3.1. Hiicre Kiiltiirii kosullar:

Hiicre kiiltiirli, tek bir hiicre veya hiicrelerin doku ile bagintis1 olmadan laboratuvar
sartlarinda (in vitro) ¢ogaltilmasidir. Hiicre kiiltiirleriyle yapilan ¢alismalar giiniimiizde
popiiler arastirma konularmin énemli bir kismin1 olusturmaktadir. Ornegin, kanser gibi
cesitli patolojik durumlarda belli bir maddenin etkilerini ya da bir hiicre veya dokuda
dretilen belli bir maddenin kiiltiirleri

islevini  belirlemek amaciyla hiicre

yapilabilmektedir. Canli ortamda (in vivo) yapilamayan denemeler, belirli bir hiicre
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hattindan ¢ogaltilan hiicrelerde laboratuvar sartlarinda (in vitro) yapilabilir. Fiziksel ve
kimyasal kosullar degistiginde, ¢evreye duyarliliklarindan dolay1 hiicrelerin ¢ogu bu
durumdan etkilenir. Kanser hiicreleri, besin maddeleri ile fizyolojik kosullarda
beslenmelidir. Bu kosullarin ikisi oksijensiz ortam ve insan viicut sicakligidir. Boylece
canliliklarini siirdiiriir ve hiicre boliinmesi yapabilirler. Hiicrelere bu ortami saglamak
amaciyla genellikle karbondioksit inkiibatorii kullanilir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari steril
bir ortam saglamak amaciyla Class II Giivenlik Kabini’nde yapildi. MCF-7 (gogiis) ve
HepG2 (karaciger) kanser hiicreleri % 10 fetal sigir serumu (FBS) ve % 1 penisilin
streptomisin (Pen-Strep) ¢ozeltisi iceren Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)
ortaminda, HT-29 (kolon) kanser hiicreleri ise % 10 fetal sigir serumu (FBS) ve % 1
penisilin streptomisin (Pen-Strep) ¢ozeltisi iceren McCoys un 5A ortaminda yetistirildi.
Hiicre kiiltiirleri, 37 °C’de % 95 nem % 5 CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi. Fetal s1gir
serumu, biliylimeyi tesvik eden yiiksek iceriginden dolayr hiicre kiiltiirii ortam1 i¢in en

yaygin kullanilan biliylime takviyelerinden biridir.

4.2.3.2. Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

2 ml besi yeri (DMSO’lu) igeren kriyotiip icerisinde dondurulmus olan kanserli
hiicreler, sivi azot tankindan alinarak g¢ogaltmak i¢in T75 hiicre kiiltlirii sisesine
aktarildi. Bilyiime ortami saglamak i¢in iizerine 8 ml daha besi yeri konup 37 °C’de %
95 nem % 5 CO; inkiibatoriinde iiremeye birakildi. 24 saat sonra biiyiime ortami, yenisi

ile degistirildi ve yine % 5 CO; inkiibatdriine yerlestirildi.

4.2.3.3. Hiicrelerin boliinmesi

Hiicreler % 80 konfluent oldugunda hiicrelerin bulundugu T75 flask inkiibatérden alinip
ierisindeki besi yeri ortami vakum yardimiyla bosaltildi. Olii hiicrelerin, atiklarin-
Kirliliklerin ve safsizliklarin uzaklastirilmas: amaciyla yaklasik 10 ml PBS (fosfat
tamponlu salin) ile yikandi. PBS ile yikama yapilirken T75 flask dibine yapismis olan
canli hiicrelerin dagilmasina sebep olmayacak sekilde pipet yardimiyla siseye konuldu.
Yikama yapildiktan sonra bosaltildi. Sonra T75 flask dibine yapismis olan canli
hiicreleri kaldirmak icin siseye 2-3 ml tripsin/EDTA konulup, 37 °C’de % 95 nem % 5
CO; inkiibatoriine konuldu. 5-10 dakika boyunca inkiibe edilip hiicrelerin ayrismasi
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saglandiktan sonra inkiibatérden alinip, tripsinin inaktive olmasi i¢in tizerine 8 ml besi
yeri eklendi. Pipet yardimiyla iyice karigtirilarak hiicreler birbirinden ayristirildi. Bu
hiicre siispansiyonundan 2 ml alinarak yeni bir T75 sisesine aktarildi. Uzerine 7-8 ml
gelisme-biiylime ortami ilave edildi. Boliinen hiicre kiiltiirleri 37 °C’de % 95 nem % 5
CO; inkiibatoriine konuldu. Bu islem haftada 3-4 defa tekrarlandi.

4.2.3.4. Hiicrelerin dondurulmasi

Boliinen hiicreler % 80 konfluent olunca bir kismina daha sonra kullanilmasi amaciyla
dondurma islemi yapildi. T75 sisesi inkiibatorden alinip igerisindeki besi yeri ortami
bosaltildi. Olii hiicrelerin, atiklarin-Kirliliklerin ve safsizliklarin uzaklastiriimast
amactyla 10 ml PBS (fosfat tamponlu salin) ile yikandi. Sise dibine yapisik olan canli
hiicrelerin kalkmasi icin iizerine daha 6nceden 1sitilan tripsin/EDTA soliisyonundan 2
ml konulup 5-10 dakika CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi. Tim hiicreler ayrilinca
tripsinin inaktive olmasi igin tizerine 5-6 ml taze besi yeri-gelisme ortami ilave edildi.
Bu hiicre siispansiyonu, 15 ml’lik bir falkon tiipiine aktarilarak 37 °C’de 1000 x g’de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiijjden sonra iist katman falkon tiipiinden alind1 ve pelet,
serum ile takviye edilmis tam bir biiyiime ortaminda (% 10 DMSO igeren 3 ml
dondurma ortami) yeniden siispanse edildi. Sonra bu hiicre siispansiyonu kriyotiiplere
aktarild1 ve hemen - 80 °C dondurucuya konuldu. Bir hafta sonra, kriyotiipler daha uzun

siire depolama icin yaklasik -196 °C’de s1v1 azot tankina aktarildi.

4.2.3.5. Hiicre sayim

Kanserli hiicreler ekim i¢in T75 sisesine konulup {izerine 8 ml besi yeri eklendi ve 37
°C’de CO inkiibatdriinde iiremeye birakildi. 24 saat sonra besi yeri bosaltilip 5 ml PBS
ile yikand1. 2 ml tripsin ile hiicreler ayrildiktan sonra iizerine 10 ml taze besi yeri ortami
ilave edildi. Hiicre ekimi ve ¢ogalmasi yapildiktan sonra tripan mavisi ile boya diglama
teknigi kullanilarak hiicre sayimi yapildi. Bu teknikte tripan boyasi, hiicreleri daha
gOriiniir hale getirir. Ayrica canli ve cansiz hiicreleri ayirt eder. Cansiz hiicreler boyay1
i¢ine aldig1 icin mavi, canli hiicreler boyay1 i¢ine almadig: i¢in sar1 goriiniir. lyice
ayristirilan hiicreler ayr1 ependorflara aktarildi. Uzerlerine tripan boyasi ilave edilerek

boyama yapildi. Sonra 151k mikroskobu ve hemositometre kullanilarak hiicre sayimi
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yapildi. 1 ml’de yaklasik 100.000 hiicre hedeflendi. Hiicrelerin sayisina bagli olarak
hiicre siispansiyonu ve tripan mavisi oran1 degistirildi. Hiicre siispansiyonu ve tripan
mavisi karisimindan hemositometrenin (Sekil 4.1) iki goéziine (odacigma) 10’ar ul
konuldu. Isik mikroskobunda odaciklardaki hiicreler sayilip ortalamasi alindi ve ml

basina hiicre sayis1 asagidaki formiilden hesaplandi:

Hiicre sayisi / ml - Odaciklardaki ortalama hiicre sayisi X DF X | 0*

4.2.4. Sitotoksisite testleri
4.2.4.1. Metanol ekstresinin ¢calisma ¢ozeltisinin hazirlanmasi

0,2 g metanol ekstrakt1 tartildi. Uzerine 4 ml besi yeri (% 0,2 DMSO ve fenol kirmizisi
iceren McCoys’un 5SA ve EMEM ortami) konulup ¢6ziildii. Burada DMSO, ekstraktin
¢oziinmesine yardim eder. Konsantrasyonu 5000 pg/ml olan ana stok c¢dozeltisi
hazirlanmis oldu. Daha sonra bu ¢o6zeltiden besi yeri ile seyreltme yapilarak 5000
ng/ml’den baslayip 100 pg/ml’ye kadar inen farkli konsantrasyonlarda ¢alisma numune
cozeltileri hazirlandi. En son metanol ekstrakti konsantrasyonlar1 islemler sirasinda her

kuyucukta 100 pg/ml ile 1000 pg/ml arasinda degisti.

DF: Tripan boyasi ile yapilan seyreltme faktorii.
10* Lamdaki odacik boyutlarindan hesaplanan faktér (Hemositometredeki her odamin boyutlar: 1 cm

uzunlugunda, 1 cm eninde ve 0,1 cm yiiksekliktedir, hacim 0,1 cm?® veya 1 mm? tiir).
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Sekil 4.1. Hemositometre ile canli hiicre sayimi1
4.2.4.2. XTT yontemi ile hiicre canlihig: 6l¢iimii

Metanol ekstresinin HT-29, MCF-7 ve HepG2 hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi, Hiicre
Proliferasyon XTT Kiti Biyolojik Endiistrileri kullanilarak arastirtldi. Canli hiicrelerde
mitokondri enzimleri, tetrazolyum tuzu olan XTT’yi (Sekil 4.2) turuncu renkli formazan
tirtiniine indirger. Olusan formazan iriinii suda ¢oziiniir. Bu nedenle 415 nm’de eliza
okuyucuda kolaylikla ol¢iilebilir. Ekimi ve g¢ogaltilmasi yapilan HT-29, MCF-7 ve
HepG2 hiicrelerinden 100’er pl 96 kuyucuklu plakadaki kuyucuklara ekildi ve
biiyiimeleri i¢in tekrar inkiibatore konuldu. 24 saat inkiibasyondan sonra 96 kuyucuklu
plakalar alinip kuyucuklardaki besi yerleri bosaltildi (Canli hiicreler kuyucuk dibine
yapisik). Her bir kuyucuk yaklasik 75 pl PBS ile yikandi ve bu da bosaltildi.
Kuyucuklarda yalnizca dibe yapisik olan canli hiicreler kaldi. Bu hiicrelerin {izerine
50’ser ul besi yeri konuldu. Uzerlerine 50’ser ul farkli konsantrasyonlardaki numune

cozeltilerinden (3 tekrar olacak sekilde) ilave edildi ve karistirildi.
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Sekil 4.2. XTT tetrazolyum tuzu

Kontrol kuyucuklarindan ikisi sadece besi yeri (100 ul biiyiime ortami) igerir. Diger iki
kuyucuk % 0,2 DMSO’lu biiyiime ortamu igerir. iki farkli zaman dilimi igin 48 saat ve
72 saat inkiibasyon i¢in tekrar 37 °C’de % 95 nem, % 5 CO, inkiibatoriine konuldu.
Inkiibe siiresi dolduktan sonra plakalar inkiibatorden alindi. 5 ml XTT Kitinin iizerine
XTT aktivatoriinden 100 pl konulup ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden her bir kuyucuga 50°ser pl
konulup karistirildi. Sonra plakalar, XTT reaktifi karigimi ile 8 saat inkiibe olmasi i¢in
CO; inkiibatdriine konuldu. Inkiibasyon siiresinden sonra eliza okuyucu ile 415 nm’de

okutuldu. Hiicre canliligi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

% Hiicre Canlhiigi - [ Abs(ekstrakt ile muamele gormiis hiicreler) - Abs(hiicresiz

ortamdaki ekstrakt)] / / Abs(muamele gormemis hiicreler)-Abs (hiicresiz ortam)]x100

Elde edilen sonuglara gore, son konsantrasyonlar ile hiicre canliligi karsilastirildi ve
ICso degerleri hesaplandi. ICsg degeri, hiicre canliligin1 % 50 azaltmak icin gereken

numune konsantrasyonudur.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Antioksidan Arastirma Bulgular

5.1.1. ABTS™ giderme aktivitesi tayini bulgular

Radikal giderme aktivitelerinin hesaplanmasinda siklikla kullanilan (Miller, 1996;
Giilgin vd., 2007b) bu yontemde oncelikle ABTS’den ABTS radikalleri olusturuldu.
Bunun igin 6nce erlene 0,1 M, pH 7,4 olan fosfat tamponu igerisine 2 mM’lik ABTS

coOzeltisi eklendi. Sonra bu c¢ozeltiye 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ilave edildi

(Giilgin, 2007a). Erlenin dis yiizeyi aliiminyum folyo ile kaplandi, manyetik karistirici

ile oda sicakliginda 12 saat boyunca karistirildi. Cozelti hazirlandiktan sonra 734

nm’deki absorbans degeri 0.750+0.025 olacak sekilde tampon ¢ozelti ile seyreltildi. Her

bir numune tiipiine ABTS radikal ¢ozeltisi ilave edildikten sonra yarim saat inkiibe

edilip 734 nm’de absorbans 6l¢ciimii yapildi. Elde edilen sonuclarla konsantrasyona karsi

% radikal giderme grafigi olusturuldu. Grafik, Sekil 5.1’de verilmistir.

100 -

(o]
o

[o2}
o

ABTS radikali giderme (%)
N N

0 \

BHA BHT a-Tokoferol Troloks ~ Numune(Metanol)Numune (Et Ac)

Sekil 5.1. 50 pg/ml’de metanol ve etil asetat ekstrelerinin % ABTS radikal giderme
kapasitelerinin standart antioksidanlarla (a-tokoferol, troloks, BHA, BHT)

karsilastirilmasi
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Her iki numune ekstresinin konsantrasyon arttikca ABTS radikal giderme aktiviteleri de
artmaktadir. Ancak standart antioksidanlara kiyaslandiginda ekstrelerin radikal giderme
aktivitelerinin daha az oldugu goriildii. 50 ug/ml konsantrasyonda metanol ekstresinin
% 81,130, etil asetat ekstresinin % 65,708 ABTS radikal giderme kapasitesinin oldugu

gorildi.
5.1.2. FRAP indirgeme metodu bulgulari

Bu metotta ferrik iyonlari (Fe3+), ferr6z iyonlarina (Fe2+) indirgenir. Olusan ferr6z
(Fe2+) iyonlari trispiridil triazin (TPTZ) ile mavi renkli bir kompleks olusturur. Bu mavi
renkli kompleks ise 593 nm’de maksimum absorbans gosterir. 10-20-30 ug/ml
konsantrasyonlarindaki standartlar ve numune c¢ozeltilerine FeCls ¢ozeltisi ve FRAP
reaktifi ilave edilerek 10 dakika inkiibeden sonra 593 nm’de okutuldu. Cikan sonuglarla

konsantrasyona kars1 absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 5.2).
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Konsantrasyon (png/ml)

Absorbans (593 nm)

Sekil 5.2. Metanol ve etil asetat ekstrelerinin FRAP metoduna gore indirgeme
kapasitelerinin standart antioksidanlarla (a-tokoferol, troloks, BHA, BHT)
karsilastirilmasi
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Ortaya ¢ikan grafikte, metanol ve etil asetat ekstrelerinin konsantrasyonu arttikca FRAP
metoduna gore indirgeme kapasitelerinin de arttigi fakat standartlardan daha az
indirgeme kapasitelerinin oldugu goriildii. Metanol ekstresinin etil asetat ekstresine gore
daha iyi ve standartlardan o-tokoferol’e yakin bir indirgeme kapasitesinin oldugu
goriildii. 10 pg/ml konsantrasyonda standartlardan a-tokoferol 0,658 absorbans degeri
gosterirken metanol ekstresi 0,343, etil asetat ekstresi 0,285 absorbans degeri

gostermistir.
5.1.3. Bakir indirgeme kapasitesi tayini (Kuprak metodu) bulgulari

Metanol ve etil asetat ekstrelerinin kuprik iyonlarmi (Cu®*) indirgeme kapasitesi, farkli
konsantrasyondaki (10-20-30 pg/ml) ¢ozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslar1 dl¢iilerek
belirlendi. Absorbansa karsilik konsantrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 5.3).
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0,7 - —&—BHT
E —&— g¢-Tokoferol
CC) 0’6 ] —&— Troloks
g 0,5 | —O0— Numune (Metanol) /i
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Sekil 5.3. Metanol ve etil asetat ekstrelerinin kuprik iyonlarmi (Cu®*) indirgeme
kapasitelerinin standart antioksidanlarla (a-tokoferol, troloks, BHA, BHT)
karsilastirilmasi
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Metanol ve etil asetat ekstrelerinin konsantrasyonu arttikca kuprik iyonlarini (Cu2+)
indirgeme kapasitelerinin de arttig1 fakat standartlardan daha az indirgeme
kapasitelerinin oldugu goriildii. Metanol ekstresinin etil asetat ekstresine gore daha iyi
ve standartlardan BHT ye yakin bir indirgeme kapasitesinin oldugu gortildi. 10 pg/ml
konsantrasyonda standartlardan BHT 0,186 absorbans degeri gosterirken metanol

ekstresi 0,087, etil asetat ekstresi 0,069 absorbans degeri gostermistir.

5.1.4. Toplam fenolik bilesik miktar1 tayini bulgulari

Metanol ve etil asetat ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik miktari tayini igin
standart fenolik bilesik olarak gallik asit (Bkz. Sekil 6.6) kullanildi. Gallik asit i¢in
konsantrasyona karsi absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 5.4). Standart grafikten elde edilen
denklem yardimiyla toplam fenolik bilesik miktar1 gallik asit ekivaleni (GAE) olarak
hesapland: (*: 0,9954). Bu degerler; metanol ekstresi igin 64,444 mgGAE/g ekstre ve
etil asetat ekstresi igin 41,48 mg GAE/g ekstre olarak bulundu.

y = 0,0027x
= 0.9954
1 /
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<
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[Gallik asit] (ng)

Sekil 5.4. Standart olarak kullanilan gallik asit i¢in olusturulan grafik
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5.1.5. Toplam flavonoid bilesik miktar1 tayini bulgular:

Metanol ve etil asetat ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid bilesik miktar1 tayininde
standart olarak kuersetin (Bkz. Sekil 6.7) kullanildi. Standart grafikten (Sekil 5.5) elde
edilen denklem yardimiyla metanol ve etil asetat ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid
miktart kuersetin ekivaleni (QE) olarak hesaplandi (r*: 0,995). Bu degerler; metanol

ekstresi i¢in 62,20 mgQE/g ekstre ve etil asetat ekstresi i¢in 40,00 mgQE/g ekstre olarak

bulundu.
4.8 y = 0,0091x e
r2=0,995
4,2
3,6 )

Absorbans (415 nm)
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Sekil 5.5. Standart olarak kullanilan kuersetin i¢in olusturulan grafik

5.1.6. Q-TOF-LC yontemi ile fenolik icerik tayini bulgulari

Poroshell EC C-18 kolonu iizerinde 35 °C’de iki mobil faz kullanilarak 20 dakika
boyunca analiz yapildi. iki mobil faz olarak su igerisinde 5 mM’lik amonyum asetat ve
metanol kullanildi. Sonuglar MassHunter B 06.00 yazilimi kullanilarak kaydedildi.
Ekstrakt icgerisinde Klorogenik asit, katesin, p-kumarik asit, apigenin, emodik asit,
lecaronik asit, dihidrokuersetin, kuersitrin, 2,3-Dihidroksibenzoik asit, luteolin,

genistein, koparin, kaemferol, purpurogallin, cefamandol ve tamarixetin gibi bir¢cok
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fenolik bilesik oldugu belirlendi. Belirlenen baz1 fenolik bilesiklere ait kromatogramlar
Sekil 5.6; Sekil 5.7; Sekil 5.8; Sekil 5.9; Sekil 5.10; Sekil 5.11; Sekil 5.12; Sekil 5.13;
Sekil 5.14; Sekil 5.15; Sekil 5.16’da verilmistir.

x10 5 |Cpd 101: Catechin: -ESI MFE Spectrum (11.128-11.979 min) Frag=400.0V A10_N1.d
) *289[0717

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.6. Katesin’in kromatogrami

x10 5 Cpd 46: Kaempherol: -ESI MFE Spectrum (8.645-9.545 min) Frag=400.0V A10_N1.d
345.0611

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.7. Kaemferol’iin kromatogrami

x10 4 | Cpd 28: Chlorogenic acid: -ESI MFE Spectrum (7.284-7.616 min) Frag=400.0V A10_N1.d
353.0874

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.8. Klorogenik asit’in kromatogrami
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x10 4 |Cpd 23: p-Coumaric acid: -ESI MFE Spectrum (6.304-6.488 min) Frag=400.0V A10_N1.d
163.0401
5,
4,
34
24
14
0 i i 1 I I I I i i i i

130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.9. p-kumarik asit’in kromatogrami

x10 5 |Cpd 27: 2,3-Dihydroxybenzoic acid: -ESI MFE Spectrum (6.944-7.504 min) Frag=400.0V A10_N1.d
2 153.0195
1.51
1
0.5
0 ‘

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.10. 2,3-Dihidroksibenzoik asit’in kromatogrami

x10 4 |Cpd 31: Dihydroquercetin: -ESI MFE Spectrum (7.468-7.742 min) Frag=400.0V A10_N1.d
s 303.0509

0 ‘

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.11. Dihidrokuersetin’in kromatogrami
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x10 5 |Cpd 47: Lecanoric acid: -ESI MFE Spectrum (8.664-8.906 min) Frag=400.0V A10_N1.d

363.0715
2.5- ™~

2] l

0.5 ‘ ‘

ol |

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.12. Lecaronik asit’in kromatogrami

«10 5 |Cpd 39: EMODIC ACID: -ESI MFE Spectrum (8.162-8.664 min) Frag=400.0V A10_N1.d
14
1.2

0.8
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.13. Emodik asit’in kromatogrami

x10 5 |Cpd 67: PURPUROGALLIN: -ESI MFE Spectrum (9.338-9.682 min) Frag=400.0V A10_N1.d
219.0300

0.6
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.14. Purpurogallin’in kromatogrami
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x10 5 |Cpd 74: Tamarixetin: -ESI MFE Spectrum (9.891-10.416 min) Frag=400.0V A10_N1.d
7 *315.0507
6,
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3,
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14
0 | | | | | 61%1.1051 | | | | |
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Sekil 5.15. Tamarixetin’in kromatogrami
x10 4 |Cpd 40: Luteoline: -ESI MFE Spectrum (8.241-8.808 min) Frag=400.0V A10_N1.d
71 331.0454
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 5.16. Luteolin’in kromatogrami

5.2. Antikanser Arastirma Bulgular

XTT yontemi kullanilarak HT-29, MCF-7 ve HepG2 kanser hiicrelerine kars1 metanol
ekstresinin sitotoksik etkisi arastirildi. Antikanser aktivite testleri, iki ayr1 zaman dilimi
yani 48 ve 72 saat uygulama yapilarak ve farkli numune konsantrasyonlar1 kullanilarak
yapildi. Hiicre ekimi, ¢ogaltilmas1 ve test islemleri steril ortamda yapildi. Bu amagla
Class Il Safety Cabinet ve CO, inkiibatorii kullanildi. Hiicre sayimi isleminde TBE
(Tripan Blue Dislama) yontemi kullanildi. Akademik olarak yapilan antikanser
caligmalarinda genel olarak kabul géren 1 ml’de yaklasik 100.000 hiicre sayisi elde
edilmeye ¢alisildi. Hiicrelere farkli konsantrasyonlardaki numune ¢ozeltisi eklendikten
sonra 48 ve 72 saat boyunca CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi. Inkﬁbasyon zamanlari
tamamlandiktan sonra her bir kuyucuga 50 pl XTT kiti konuldu. Alt1 ile sekiz saat arasi
yeniden inkiibe edildi ve daha sonra 415 nm’de eliza okuyucuda absorbanslar alindi.

Elde edilen sonuglarla her ii¢ hiicre tiirii i¢in de Konsantrasyona karst % hiicre
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proliferasyonu grafikleri ¢izildi (Bkz. Sekil 6.12; Sekil 6.13; Sekil 6.14). Metanol
ekstresinin  konsantrasyonu arttikca orantili olarak kanser hiicrelerini 06ldiirme
kapasitesinin de arttig1 goriildi. 0,5 mg/ml konsantrasyonda HepG2 hiicrelerini hem 48
hem 72 saat inkiibasyon sonunda yaklasik % 50; 1 mg/ml konsantrasyonda ise %
90’dan fazla oldiirdiigii goriildii. MCF-7 hiicrelerini 72 saat inkiibasyon sonunda 0,5
mg/ml konsantrasyonda % 35; 1 mg/ml konsantrasyonda ise yaklasik % 90 o6ldiirdiigii
goriildii. HT-29 hiicrelerini 72 saat inkiibasyon sonunda 0,5 mg/ml konsantrasyonda %

65; 1 mg/ml konsantrasyonda ise % 80 oldiirdiigi gorildi.

Ayrica hiicre canliligin1 % 50 diistirmek i¢in gereken konsantrasyonu ifade eden 1Csg
degerleri hesaplandi (Bkz. Tablo 6.7). ICsy degerlerine gore 48 saat igin en yiiksek
aktiviteyi 0,53 degeriyle HepG2 kanser hiicresinde gosterdigi goriildii. 48 ve 72 saat

icin 1Csg degerlerinin kiigiikten biiyiige siralamasi soyledir:

48 saat igin, HepG2 < HT-29 < MCF-7
72 saat igin, HT-29 < HepG2 < MCF-7
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6. TARTISMA ve SONUC

Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte kalir (ikisi de bir atoma katilir) ya da
ayrilirlar (biri bir atoma, digeri oteki atoma). Eger birlikte kalirlarsa olusan atom bir
iyon olur, eger ayrilirlarsa serbest radikaller olusur. Bu eslesmemis elektronlar yiiksek
enerjilidir ve eslesmis elektronlari ayirirlar. Bu durum serbest radikalleri hem tehlikeli
hem kullanish yapar. Cogu elektronlar cift halde bulunurken, serbest radikal bu
elektronlar1 birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurur. Ama sonugta serbest radikal
kendine bir elektron alarak elektron gifti haline geger, diger elektron serbest radikal
olur. Radikaller, son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron bulunduran atom veya
molekiillerdir ve bu ortaklanmamis elektronlarindan dolayir zararlidirlar (Altinigik,

2000).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusmasin1 engelleyerek ya da mevcut olan
radikalleri gidererek hiicrenin hasara ugramasini engelleyen ve genellikle yapilarinda
fenolik fonksiyon tasiyan molekiillerdir. Viicutta kalkan gibi olan bu bilesiklerin
ozelligi, elektronlarini vererek serbest radikalleri gidermeleri ve bu sirada kendilerinin

serbest radikal halini almamalaridir (Nagai vd., 2005; Cao ve Prior, 1999).

Bircok hastalikta serbest radikallerin rolii acik bir sekilde ortaya konulmustur.
Viicudumuzdaki reaktif oksijen tiirleri baz1 biyokimyasal reaksiyonlar ile tiretilirler ve
bunlar hayati biyomolekiilerde hasara sebep olurlar. Eger hiicresel bilesenler tarafindan
etkili bir sekilde siipliriilmezlerse hastaliklara yol agarlar. Serbest radikallerin zararl
etkileri, serbest radikalleri gideren ve organizmay: koruyan antioksidan maddeler
tarafindan ortadan kaldirilabilir. Serbest radikallerle ilgili yapilan bir¢ok arastirma,
antioksidanlar yoniinden zengin yiyeceklerin kardiyovaskiiler hastaliklarin, kanserlerin,
parkinson ve alzheimer dahil nérodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde ayrica
inflamasyonun, hiicre ve deri yaslanmasimin neden oldugu problemlerin 6nlenmesinde

onemli rol oynadiklarini agik¢a gostermektedir (Gengaslan, 2007).

Dogal antioksidan kaynaklari; baharatlar, sifali bitkiler, caylar, yaglar, tohumlar,
tahillar, kakao kabugu, hububatlar, meyveler, sebzeler, enzimler, proteinler olarak

sayilabilmektedir. Arastirmacilar flavonoidler, katesinler, fenoller (karnosol, rosmanol,
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rosamaridifenol) ve fenolik asit (karnosik asit, rosmarinik asit) gibi ¢esitli
antioksidanlar1 kapsayan bitki ozlerinin yan1 sira, C vitamini, tokoferoller ve

karotenoitlere de yogunlasmaktadirlar (Gokalp, 2006).

Antioksidan giicii belirleme yontemleri, reaksiyon agisindan temel olarak iki sinifa

ayrilabilir:

1. Tek elektron transferi reaksiyonu (ET).

2. Hidrojen atomu transferi reaksiyonu (HAT).

ET ve HAT yontemleri genellikle radikal giderme kapasitesini 6l¢gmeye yoneliktir. HAT
yontemi ET yoOntemine gore daha hizlidir ve pH, ¢oziicii gibi faktorlerden etkilenir
(Apak vd., 2007). ET yonteminde reaksiyon karigimi iki bilesen icerir: Antioksidan ve
oksidan. Oksidan, antioksidandan bir elektron alir ve bu durum oksidanda renk
degisimine neden olur. Renk degisiminin derecesi, antioksidan derisimiyle orantilidir
(Huang vd., 2005). Antioksidan kapasite yontemlerinde siklikla kullanilan DPPH
metodu H atomu transferi yontemine, ABTS metodu ile FRAP metodu ise elektron

transferi yontemine 6rnektir (Kaviarasan vd., 2006).

Antioksidan bilesikler, antioksidan etkilerini gegis metal iyonlarini1 baglama-indirgeme,
peroksitleri parcalama, hidrojen abstraksiyonunu Onleme, radikal giderme gibi farklh
mekanizmalarla gosterebilirler (Diplock, 1997; Giilgin, 2002). Antioksidan bilesiklerin
radikal giderme aktiviteleri, biyolojik sistemlerde serbest radikallerin sagliga olan
zararli etkilerini gidermek agisindan oldukg¢a onemlidir (Min, 1998). Bitkilerde
antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin basinda fenolik bilesikler ve flavonoidler

gelmektedir (Connor vd., 2002; Guo vd., 2003).

Son zamanlarda sentetik serbest radikallerin giderilmesi ile ilgili bircok metot
gelistirilmistir. Bunlarin basinda DPPH radikal giderme aktivitesi (Giilgin, 2006b) ve
ABTS radikal giderme aktivitesi gelmektedir (Giilgin, 2006a).

DPPH ve ABTS radikallerinin kullanimina dayanan metotlar, saf maddeler, yiyecek,
icecek ve bitkisel ekstrelerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi igin siklikla
kullanilan popiiler spektrofotometrik metotlardir. Ayrica DPPH ve ABTS radikal

giderme metotlar1 hizli, basit, segici ve tekrarlanabilir prosediirler olmalarindan dolay:
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saf maddelerin, ekstre veya izole bilesiklerin aktivitesini belirlemek igin yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Ozcelik vd., 2003). Bir antioksidan madde, bu radikal
¢ozeltilerinden birine eklendiginde, DPPH’ ve ABTS ’nin olusumunu tersine gevirir ve
bu reaktif tiirleri indirgeyerek bir renksizlesme olusur. Bu metotlar yiiksek duyarliliga
sahiptir ve ayn1 zamanda ¢ok sayida paralel calismanin analizine rahatlikla

uygulanabilir (Awika vd., 2003).

Laboratuvar ortaminda gergeklestirilen antioksidan ve antiradikal yontemlerle elde
edilen sonuglar, gida ve farmokoloji endiistrisinde yaygin olarak kullanilan a-tokoferol,
troloks, BHA, BHT, ogallik asit ve kuersetin gibi standartlar kullanilarak

degerlendirilmektedir.

Tokoferoller, lipid peroksil radikallerine hidroksil gruplarinin hidrojenini vererek
antioksidan olarak rol oynarlar. Aromatik halka yapisinin varligi tek elektronun
delokalizasyonunu saglar ve bilesik biiyiik 6l¢iide stabil hale gelir. Bilesiklerin bu grubu
yiiksek lipofiliktir ve lipoproteinler ile membranlarda etkindir. Tokoferollerin en 6nemli
antioksidan ozellikleri, lipid peroksidasyonunu gidermeleridir (Diplock, 1998). Giiglii
bir antioksidan olan o-tokoferol (Sekil 6.1), ¢ok kolay oksitlenebilme yetenegine
sahiptir. Vitamin E’nin biyolojik ortamlarda gerceklestirdigi islev biiyiikk oranda bu
ozelligine dayanmaktadir. Antioksidan karakteri nedeniyle vitamin E, aktif radikallerle
reaksiyona  girerek  oksidasyona duyarli molekiiler yapilarin  istenmeyen

oksidasyonlarinin 6nlenmesi ya da azaltilmasinda etkili olur (Diindar ve Aslan, 2000).

Troloks [6-hidroksi - 2,5,7,8 - tetrametilkroman-2-karboksilik asit, (Sekil 6.2)], E
vitamininin suda ¢dziinen esdegeridir (Re vd., 1999). Troloks canli sistemlerde dogal
olarak bulunan bir bilesik olmamakla birlikte pek ¢ok antioksidan aktivite tayin
yonteminde standart olarak kullanilir. Genellikle belli bir derisim araliginda troloks
antioksidan olarak kullanilarak bir c¢aliyma grafigi hazirlanir ve bilinmeyen

antioksidanin aktivitesi bu grafikten troloks esdegeri olarak okunur.
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Sekil 6.1. a-tokoferol’iin kimyasal yapis1

poSt
OH
e

Sekil 6.2. Troloks’un kimyasal yapisi

BHA, 3-BHA ve 2-BHA izomerlerinin (Sekil 6.3) bir karigimi olarak kullanilir. 3-
izomer, 2- izomerinden daha yiiksek bir antioksidan aktivite gostermektedir. Balmumu
gibi beyaz kati1 bir mono fenoliktir ve yagda ¢oziniir. Hayvansal yaglarin
oksidasyonunu onlemede etkilidir ancak bitkisel yaglar i¢in etkisizdir (Reische vd.,
2002). BHA ozellikle ugucu yaglarin renk, tat ve kokularinin korunmasinda, bilhassa
kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu kontrol etmede etkilidir. Genellikle tahilli ve

sekerli tirtinlerde kullanilir (Cakmakg1 ve Celik, 2000).

BHT (Sekil 6.4) yaygin olarak kullanilan mono fenolik bir antioksidandir. Beyaz, kati
ve kristal yapida olup yagda ¢oziiniir. Yiiksek sicaklikta islem i¢in uygun olan bir

antioksidandir. Ancak BHA kadar stabil degildir (Reische vd., 2002).

HSC\ H3C\
O CHjs; O
CHs;

CHs CHsj

CH
OH OH CHz '

Sekil 6.3. BHA nin izomer yapilari
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CH,

Sekil 6.4. BHT nin kimyasal yapis1

Ik olarak 1993 yilinda Miller ve arkadaslar1 tarafindan bulunan ve 1999 yilinda Re ve
arkadaslar tarafindan gelistirilen ABTS metodu; ABTS radikal katyonunun (ABTS™)
olusumu ve 734 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir. Bunun igin
oncellikle ABTS radikali olusturmak gerekmektedir. ABTS radikalinin olusumu igin
ABTS (Sekil 6.5) ve potasyum persiilfat (K,S,0g) reaksiyona sokulur. Potasyum
persiilfat varliginda ABTS’den ABTS radikalleri olusur. Reaksiyonlarin devaminda
mavi-yesil renkli ABTS™ dogrudan olusur. Olusan bu radikal katyon, spektrofotometrik
olarak olgiiliir (Apak vd., 2007).

K,S,03 + ABTS — K,SO, + SO, + ABTS™

ABTS radikalleri DPPH radikallerinden daha reaktiftirler ve bir H atom transferini
gerektiren DPPH ile reaksiyonlar1 farklidir. ABTS radikalleri bir elektron transferini
icerir (Kaviarasan vd., 2006).

ABTS" + A — ABTS" + A

O N
\ -
=S %N O\
O\ S \ S =0
@] N\< \\
N @]

H3C"’/

Sekil 6.5. ABTS nin kimyasal yapis1
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Bu metotta, ABTS [2,2"-azino-bis(3-etilbenzttiyazolin-6-siilfonik asit)] peroksil veya
diger oksidanlara okside olur ve ABTS radikal katyonu olusur. Olusan ABTS™" oldukca
siddetli (mavi-yesil) bir renge sahiptir. Antioksidan kapasite, test bileseninin ABTS
radikal katyonu ile direkt olarak reaksiyona girmesi ile renk siddetindeki azalma

oOlgiilerek belirlenir (Prior vd., 2005).

ABTS radikali hem sulu hem de organik ¢6ziictilerde ¢oziinebilir, dolayisiyla lipofilik
ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesini 6l¢gmek i¢in kullanilabilir (Osman vd.
2006). ABTS™ 415, 645, 734, 815 nm’de maksimum absorbsiyona sahiptir. Bunlardan
415 ve 734 nm bir¢ok arastirmaci tarafindan ABTS radikal katyonu ve antioksidan
arasindaki reaksiyonu spektrofotometrik olarak gézlemlemek igin segilmistir (Prior vd.,
2005). Bu tezde 734 nm’de galisildi. Elde edilen sonuglarla standartlar ve numuneler
icin 50 pg/ml konsantrasyonda % ABTS radikali giderme grafigi ¢izildi (Bkz. Sekil
5.1). 50 pg/ml konsantrasyonda ABTS radikali giderme kapasitelerinin siralamasi
asagidaki gibidir:

BHT > BHA > a-tokoferol - Troloks > metanol eks. > etil asetat eks.

Standartlar ve numune ekstrelerinin 50 pg/ml konsantrasyonda ABTS radikali giderme

yiizdeleri Tablo 6.1°de verilmistir.

Tablo 6.1. 50 pg/ml konsantrasyonda ABTS radikali giderme yiizdeleri

Bitki ekstraktlar1 ve standartlar gz-grsn:zd(gf;“
BHT 99,904
BHA 99,712
a-tokoferol 99,616
Troloks 99,616
Metanol eks. 81,130
Etil asetat eks. 65,708

Tablo 6.1’de de goriildiigii gibi standartlarin tiimiiniin 50 pg/ml konsantrasyonda %
99’un tizerinde ABTS radikali giderme aktivitesi gosterdikleri goézlendi. Ayni
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konsantrasyonda metanol ekstresinin % 81,13 ve etil asetat ekstresinin % 65,708 ABTS

radikali giderme aktivitesi gosterdigi gozlendi.

Topdemir ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada bazi tanacetum tiirlerinin birbirine
yakin ve ¢ok iyi ABTS radikali giderme aktivitesi gosterdiklerini belirtmisler ve bu
tirlerle standartlarin ABTS radikali giderme yiizdelerini sirasiyla soyle bulmuslardir:
BHT (% 96,16), a-tokoferol (% 96,15), BHA (% 96,04), T. aureum var. oligocephalum
(% 95,99), T. balsamitoides (% 95,97), T. parthenium (% 95,95), T. zahlbruckneri (%
95,92) (Topdemir vd., 2017).

FRAP yonteminin avantaji elektron transfer reaksiyonu olmasidir. Bu yontemde 0,7
V’tan kiigiik redoks potansiyeli olan bilesiklerin antioksidan aktiviteleri belirlenir
(Benzie ve Strain, 1996). Ayrica hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin tayini igin
uygundur. FRAP yonteminin en Onemli avantaji, basitligi, hizi, ucuzlugu ve
saglamhigidir. Ozel bir ekipman gerektirmez. Yontem sadece demir iyonunu temel
almakta olup mekanik ve fizyolojik antioksidan aktiviteleri i¢in uygun degildir. Ancak,
diger yontemlere oranla daha basit, hizli ve ucuzdur (Prior vd., 2005). Yontemin
dezavantajlar1 da vardir. Ornek olarak, fizyolojik pH’da aktivite gdstermemesi, tiyol tipi
(glutatyon gibi) antioksidanlar1 6lgememesi verilebilir (Benzie ve Strain, 1996). FRAP
yontemi demirin ¢oziinlrliginii saglamak i¢in asidik kosullarda (pH 3.6)
gerceklestirilir. Diisik pH degerinde, Fe(III)-TPTZ kompleksi, Fe(ll) formuna
indirgenir (Benzie, 1996). Bu metotta ferrik iyonlari (Fe**), trispiridil triazin (TPTZ) ile
reaksiyonu sonucu olusan [Fe(Ill)-TPTZ] kompleksi antioksidanlarin etkisiyle Fe?*
trispiridil triazin [Fe(I1)-TPTZ] kompleksine indirgenmektedir. Meydana gelen Fe(ll)-
TPTZ kompleksinin rengi koyu mavi olup 593 nm’de maksimum absorbans verir.
Absorbansin  yiiksek olmasi ferrik iyonlarmin (Fe®"), ferréz iyonlarma (Fe?")

indirgendiginin gostergesidir (Y1ldiz, 2007).

Tez calismasinda FRAP metodu uygulamasi sonucu elde edilen sonuglarla
konsantrasyona karsi absorbans grafigi ¢izildi (Bkz. Sekil 5.2). Bu grafige gore metanol
ve etil asetat ekstrelerinin ferrik iyonlarin1 (Fe**) indirgeme kapasiteleri degerlendirildi.
Ekstrelerin konsantrasyonlar1 arttikga ferrik iyonlarmi indirgeme kapasitelerinin de
arttig1 gozlendi. Yine ekstrelerin pozitif kontrol olan standartlardan daha diisiik bir

aktivite gosterdikleri de gozlendi. 10 ug/ml konsantrasyonda standartlar, metanol
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ekstresi ve etil asetat ekstresinin ferrik iyonlarmi (Fe®"), ferréz iyonlarma (Fe®")

indirgeme kapasitelerinin biiyiikten kiigtige dogru asagidaki gibi oldugu gozlendi:
BHA > Troloks > BHT > a-tokoferol > metanol eks. > etil asetat eks.

10 pg/ml konsantrasyondaki absorbans degerleri Tablo 6.2’de verildi. En yiiksek
indirgeme kapasitesini BHA (absorbans: 1,741) standardinin gosterdigi goriildii.
Ekstrelerden metanol ekstresinin 0,343, etil asetat ekstresinin 0,285 absorbans degerleri
ile standartlardan a-tokoferol’e (absorbans: 0,658) yakin indirgeme kapasitelerinin

oldugu goriildii.

Simsek’in yaptigi bir c¢alismada, tanacetum alyssifolium bitkisinden izole edilen
axillarin bilesiginin Fe** indirgeme kapasitesinin standart olan troloks’tan daha fazla
oldugu belirtilmistir (Simsek, 2016). Tanacetum erzincanense nin Fe** indirgeme
kapasitesi ise her iki ekstrede de troloks’tan azdir. Cetin, yaptigi bir ¢alismada,
asteraceae familyasindan olan scolymus hispanicus bitkisinin metanol ekstraktinin
demir indirgeme giicini bulmak i¢in farkli bir metot kullanmis, 0,2 mg/ml
konsantrasyon ve 700 nm’deki absorbans degerini 0,15 olarak bulmustur (Cetin, 2012).
Tanacetum erzincanense 'nin metanol ekstresinin FRAP metodundaki demir indirgeme
giciinin 10 pg/ml konsantrasyon ve 593 nm’deki absorbans degeri 0,343’tiir.
Metotlarda farklilik olmakla birlikte kiyaslandiginda tanacetum erzincanense’nin

scolymus hispanicus’tan ¢ok yiiksek demir indirgeme giiciiniin oldugu goriiliir.

Tablo 6.2. 10 pg/ml konsantrasyondaki ferrik iyonlarmi indirgeme kapasitesinin
absorbans degerleri

Bitki ekstraktlar1 ve standartlar Absorbans (393 nm) + SD
(10 pg/ml)
BHA 1,741 + 0,029
Troloks 1,327 £ 0,010
BHT 1,046 + 0,027
a-tokoferol 0,658 + 0,037
Metanol eks. 0,343 + 0,037
Etil asetat eks. 0,285+ 0,012
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Apak ve arkadaslarimin gelistirdigi kuprak yontemi, antioksidanlar tarafindan Cu®"nin
Cu'*’e indirgenmesi esasmna dayamr. Bu yontemde; 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin’in
(Neokuprin veya Nc) Cu®* ile olusturdugu bakir(11)-neokuprin kompleksinin [Cu(ll)-
Nc], bakir(I) neokuproin [Cu(I)-Nc] selatina indirgenmesi ve bu bilesigin 450 nm’de
maksimum absorbans vermesi ile antioksidan kapasite hesaplanmaktadir. Fenantrolin
kompleksleri suda ¢ok diisiik ¢oziiniirliige sahiptirler ve % 95°lik etanol gibi organik
¢oziciilerde ¢oziinmelidirler (Apak, 2004). Kuprak metodunda CuCl, ve etanolde
hazirlanan neokuprin ¢6zeltisi kullanilir. Neokuprin heterosiklik organik bir bilesiktir ve
selatlayicidir. Hazirlanan ¢ozeltilerin 450 nm’deki absorbans artist goézlemlenir. Bu
artig, indirgenme miktarinin yani numunenin antioksidan kapasitesinin bir 6lgiitli olarak
degerlendirilir. Bu yontem kolay, fizyolojik pH’ya yakin bir pH’da (pH:7)
uygulanabilen, hizli, kararli ve diisiikk maliyetlidir. Hem lipofilik hem hidrofilik olan
cesitli antioksidanlar i¢in uygulanabilen bir yontemdir (Giilgin, 2012). KUPRAK
reaktifi, tiyol tipi antioksidanlar1 okside etmek i¢in yeterince hizlidir. ABTS ve DPPH
gibi, kromojenik radikal reaktiflerden daha kararlidir ve daha kolay temin edilebilir.
Renkli Cu(l)-Nc selat1 veren redoks reaksiyonu, hava, giines 15181, nem ve pH gibi
parametrelerden etkilenmez (Apak, 2004).

Kuprak metoduna gore yapilan testlerde, ekstrelerin konsantrasyonlari arttikga bakir
iyonlarimi indirgeme aktivitelerinin de arttig1 gézlendi (Bkz. Sekil 5.3). Yine ekstrelerin
pozitif kontrol olan standartlardan daha disiik bir aktivite gosterdikleri de gozlendi. 10

pg/ml konsantrasyondaki aktivite siras1 agsagida verilmistir:
Troloks > BHA > a-tokoferol > BHT > metanol eks. > etil asetat eks.

Yine 10 pg/ml konsantrasyondaki absorbans degerleri Tablo 6.3’te verilmistir. En
yiiksek indirgeme kapasitesini 0,340 absorbans degeriyle troloks standardinin
gosterdigi, ekstrelerden metanol ekstresinin 0,087, etil asetat ekstresinin 0,069
absorbans gosterdigi goriildii. Bu degerler ile standartlardan BHT ye (absorbans: 0,186)

yakin indirgeme kapasitelerinin oldugu belirlendi.
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Tablo 6.3. 10 ug/ml konsantrasyondaki bakir indirgeme kapasitesinin absorbans

degerleri
Bitki ekstraktlar1 ve standartlar Absorbans (450 nm) + SD
(10 pg/ml)
Troloks 0,340 + 0,006
BHA 0,330 + 0,009
a-tokoferol 0,232 £ 0,037
BHT 0,186 + 0,029
Metanol eks. 0,087 + 0,003
Etil asetat eks. 0,069 + 0,005

Simsek’in yaptigi bir c¢alismada, tanacetum alyssifolium bitkisinden izole edilen
axillarin bilesiginin Cu®* indirgeme kapasitesinin standart olan troloks’tan daha az
oldugu belirtilmistir (Simsek, 2016). Tanacetum erzincanense 'nin de Cu®* indirgeme

kapasitesi her iki ekstrede troloks’tan azdir.

Cetin’in yaptig1 bir ¢alismada, asteraceae familyasindan olan scolymus hispanicus
bitkisinin metanol ekstraktinin 0,2 mg/ml konsantrasyondaki bakir indirgeme giicliniin
450 nm’deki absorbans degeri 0,11 oldugu belirtilmistir (Cetin, 2012). Tanacetum
erzinanenese’nin metanol ekstresinin 10 pg/ml konsantrasyonda 450 nm’deki absorbans
degeri 0,087’dir. Kiyaslandiginda tanacetum erzinanenese ‘nin scolymus hispanicus ‘tan

cok daha ytiksek bir bakir indirgeme giiciine sahip oldugu sdylenebilir.

Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) kullanilarak fenolik bilesiklerin kalitatif—kantitatif
tayininin yapilmasi yaygin bir yontemdir. Yontemin esasi fenolik bilesikler ve diger
indirgeyici bilesiklerden molibdenyuma elektron transfer edilmesine dayanmaktadir.
Mavi renkli kompleks olusumu 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir
(Albayrak vd., 2010). Yontemin sinirliliginin bazilari, nispeten uzun zaman almasi, sulu
fazda gerceklestigi icin lipofilik bilesikler icin uygulanamamasi ve fenolik bilesenlerin
sadece bazik ortamda reaksiyon vermesidir (Prior vd., 2005; Albayrak vd., 2010). Folin-
Ciocalteu Reaktifi (FCR) molibdofosfotungstik heteropoliasittir
(3H20.P,05.13W03.5M003.10 H,0). FCR metodunda bir 6rnegin indirgeme kapasitesi
Olciiliir. Fenolik bilesikler, FCR ile yalniz bazik kosullar altinda reaksiyona girerler.

Fenolik bir protonun ayrilmasi, FCR’yi indirgeme yetenegine sahip bir fenolat anyonun
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olusmasina neden olur. Fenolat ve FCR arasinda olugan mavi renkli kompleks
bilesiklerin absorbansi 760 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iilir. FCR, fenolik
olmayan pek ¢ok bilesik tarafindan (6rnegin vitamin C, aromatik aminler, Cu(I) gibi)
indirgenebilecegi igin, sadece fenolik bilesiklere o6zel degildir (Huang vd., 2005).
Fenolik bilesikler, FCR igerisindeki molibdenyum elementi ile alkali ortamda elektron

transfer ederek kendileri yiikseltgenirken, metal ise indirgenir:

Mo(VI)(sar1) + e (antioksidan) — Mo(V)(mavi)

Standart olarak genellikle gallik asit kullanilir ve sonuglar gallik asit esdegeri olarak
ifade edilir. Bunun yaninda son zamanlarda yapilan ¢alismalarda gallik asit yerine
tannik asit, klorogenik asit, kafeik asit, protokatesik asit, vanilik asit ve ferulik asit de
kullanilmaktadir (Prior vd., 2005). Fenolik bilesikler ve flavonoidler, ¢ikis maddeleri
fenol olan organik bilesiklerdir. Giines 15181 sayesinde bitkilerin meyve, ¢icek, dal ve
yapraklarinda fotomorfogenez reaksiyonu sonucu olusurlar. Birden fazla fenol grubu
icerdiklerinden dolayi polifenoller olarak da adlandirilirlar. Fenolik bilesikler; meyveler,
sebzeler ve bitkisel yaglarda bol miktarda bulunan fitokimyasallarin ¢ok cesitli bir
grubudur. Polifenoller o6nemli antioksidan bilesiklerdir. Bu bilesikler, lipid
peroksidasyonunu inhibe edici ve metal selatlayict gibi etkilerle oksidasyonu azaltirlar
(Stevenson ve Hurst, 2007). Gallik asit, epikatesin, kuersetin, p-kumarik asit 6nemli

polifenollerdir.

HO OH
OH
Sekil 6.6. Gallik asit’in kimyasal yapisi

Toplam fenolik bilesik tayininde standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi
(Sekil 6.6). Gallik asitin ve ekstrelerin farkli konsantrasyonlarinda hazirlamis
¢ozeltilerinin 760 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Hem standart hem numune ekstrelerinin

konsantrasyonu artikca absorbanslarinin da arttigi goriildii. Standart olarak kullanilan
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gallik asit i¢in konsantrasyona karsi absorbans grafigi ¢izildi (Bkz. Sekil 5.4). Standart
grafikten asagidaki esitlik elde edildi:

Absorbans (A760 nm) = 0,0027 x [GAE] (r*: 0,9954)

Bu esitlikten ekstrelerde bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit ekivaleni
(GAE) olarak hesaplandi. Bu degerler; metanol ekstresi i¢in 64,444 mgGAE/g ekstre ve
etil asetat ekstresi i¢in 41,48 mg GAE/g ekstre olarak bulundu.

Yur’un yaptig1 bir ¢calismada tanacetum haussknechtii bitkisinin toprakiistii, sap-yaprak
ve c¢igek kisimlarinin metanol ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlarinin
tanacetum haussknechtii ¢igek kismi igin 34,14 mgGAE/g ekstre, tanacetum
haussknechtii sap-yaprak kismi i¢in 36,00 mgGAE/g ekstre, tanacetum haussknechtii
toprakiisti kismi i¢in 34,82 mgGAE/g ekstre oldugu belirtilmistir. Etil asetat
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlarinin ise tanacetum haussknechtii ¢igek
kismi igin 33,40 mgGAE/g ekstre, tanacetum haussknechtii sap-yaprak kismi igin
14,78 mgGAE/g ekstre, tanacetum haussknechtii toprakiistii kismi ig¢in 16,59 mgGAE/g
ekstre oldugu belirtilmistir (Yur, 2016). Gegibesler’in ¢alismasinda, tanacetum
abrotanifolium bitkisinin metanol ekstresinin toplam fenolik madde miktar1 246,16
ugGAE/g DW ve etil asetat ekstresinin toplam fenolik madde miktar1 63,26 ngGAE/g
DW oldugu belirtilmistir (Gegibesler, 2017). Bu ¢alismadaki sonuglarla kiyaslandiginda
tanacetum erzincanense nin her iki ekstrede de hem tanacetum haussknechtii
bitkisinden hem de tanacetum abrotanifolium bitkisinden daha yiiksek bir fenolik
madde miktarina sahip oldugu goriiliir (Tanacetum erzincanense metanol eks.: 64,444

mgGAE/g ekstre, tanacetum erzincanense etil asetat eks.: 41,48 mgGAE/qg ekstre).

Arituluk ve arkadaglarinin yayinladiklari bir makalede bes tanacetum tiirtiniin (T.
armenum, T. cadmeum ssp. cadmeum, T. cilicicum, T. praeteritum ssp. massicyticum, T.
praeteritum ssp. praeteritum) metanol ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlarinin
sirasiyla 58,86 mgGAE/g ekstre, 131,24 mgGAE/g ekstre, 33,14 mgGAE/g ekstre,
149,93 mgGAE/g ekstre, 112,67 mgGAE/g ekstre oldugu belirtilmistir (Arituluk vd.,
2016). Arituluk ve arkadaslarinin ¢alismasindaki bitkilerin metanol ekstrelerinin fenolik
madde miktar1 ile bu ¢alismadaki tanacetum erzincanense bitkisinin metanol ekstresinin

(64,444 mgGAE/g ekstre) fenolik madde miktar1 kiyaslandiginda; tanacetum
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erzincanense, iki tanacetum tiirtinden (T. armenum, T. cilicicum) daha yiiksek, ¢
tanacetum tiiriinden (T. cadmeum ssp. cadmeum, T. praeteritum ssp. massicyticum, T.

praeteritum ssp. praeteritum) daha diisiik bir fenolik madde miktar1 icermektedir.

Erdogan’in yaptig1 bir ¢alismada tanacetum balsamita L. subsp. balsamita bitkisinin
toplam fenolik madde miktar1 metanol ekstresi i¢in 103,25 mgGAE/g ekstre; etil asetat
ekstresi i¢in ise 63,90 mgGAE/g ekstre olarak belirtilmistir (Erdogan, 2012). Aktiimsek
ve arkadaglarimin yaptig1 bir ¢alismada asteraceae familyasindan olan centaurea
ptosimopappoides bitkisinin metanol ekstresinin toplam fenolik madde miktar1 82,273
MQGAE/g oldugu belirtilmistir (Aktiimsek vd., 2011). Albayrak ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada asteraceae familyasindan olan helichrysum orientale, helichrysum
peshmenianum, helichrysum kitianum bitkilerinin metanol ekstrelerinin toplam fenolik
madde miktarlart sirasiyla 73,70 mgGAE/g, 66,74 mgGAE/g, 75,16 mgGAE/g oldugu
belirtilmistir (Albayrak vd., 2011). Cetin’in ¢alismasinda yine asteraceae familyasindan
olan scolymus hispanicus bitkisinin metanol ekstraktinin toplam fenolik madde miktari
111,32 mgGAE/g oldugu belirtilmistir (Cetin, 2012). Bu ¢alismadaki bulunan degerler
ile karsilastirildiginda tanacetum erzincanense’nin bu bitkilerden biraz daha diisiik

fenolik madde igerdigi goriiliir.

Cimnar’in yaptig1 bir ¢aligmada asteraceae familyasindan olan nula helenium bitkisinin
baz1 taksonlarmin metanol ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar: :nula helenium
subsp. turcarasemosa taksonu igin 13,32 mgGAE/g, mula helenium subsp. vanensis
taksonu i¢in 24,82 mgGAE/q, inula helenium subsp. pseidohelenium taksonu igin 23,13
MQGAE/Q, wnula helenium subsp. orygalis taksonu i¢in 102,91 mgGAE/g oldugu
belirtilmistir. Etil asetatli ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlari inula helenium
subsp. turcarasemosa taksonu igin 4,18 MYGAE/Q, inula helenium subsp. vanensis
taksonu i¢in 5,24 mgGAE/q, inula helenium subsp. pseidohelenium taksonu i¢in 6,42
MQGAE/Q, wnula helenium subsp. orygalis taksonu i¢in 9,6 MYGAE/g oldugu
belirtilmistir (Cimnar, 2012). Bu sonuglara gore tanacetum erzincanense nin, ula
helenium subsp. orygalis bitkisinin metanol ekstresi hari¢ diger bitkilerden her iki

ekstrede de ¢ok daha yiiksek fenolik madde miktarina sahip oldugu goriiliir.
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Tanacetum erzincanense ile bazi diger tanacetum tiirlerinin metanol ekstrelerinin 1 g
ekstrede icerdikleri toplam fenolik madde miktar1 Tablo 6.4°te verilmistir. Tablo 6.4°te
de goriildiigii gibi tanacetum erzincanense bazi tiirlerden yiiksek, bazi tiirlerden diisiik
fenolik madde miktarina sahiptir. Bu tiirler arasindaki fenolik madde miktar1 siralamasi

sOyledir:

T. praeteritum ssp. massicyticum > T. cadmeum ssp. cadmeum > T. praeteritum ssp.
praeteritum > T. balsamita L. ssp. balsamita > Tanacetum erzincanense > T. armenum
> T. haussknechtii (sap-vaprak kismi) > T. haussknechtii (¢icek kismi) > T.

haussknechtii (toprakiistii kismi) > T. cilicicum

Tablo 6.4. Tanacetum erzincanense ve diger bazi tanacetum tiirlerinin metanol
ekstrelerinin igerdikleri toplam fenolik madde miktarlar

Bitki ekstreleri (metanol) m;';gg:??mfggﬂgénssgfe)
Tanacetum erzincanense 64,444
T. cadmeum ssp. cadmeum 131,24
T. cilicicum 33,14
T. praeteritum ssp. massicyticum 149,93
T. praeteritum ssp. praeteritum 112,67
T. armenum 58,86
T. balsamita L. ssp. balsamita 103,25
T. haussknechtii (¢icek kismi) 34,82
T. haussknechtii (sap-yaprak kismi) 36,00
T. haussknechtii (toprakiistii kismti) 34,14

Fenolik bilesiklerin 6nemli bir kismini1 flavonoidler olusturur. Flavonoidler, ¢esitli besin
ve bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygin gruplart arasinda olan
bilesiklerdir. Bu bilesikler, bitkilerde tat, koku ve renk gibi Ozelliklerin olusmasina
sebep olmaktadirlar. Temel yapilar1 2 tane aromatik fenil benzo piren halkasindan
olusmaktadir. Bu aromatik halkalar 3 karbon igeren bir zincir ile birbirleriyle
baglanirlar. Bir veya daha fazla seker bilesigi ile —OH grubu veya karbon—karbon
baglar1 ile baglanip, O-glikozit ve C-glikozit bilesiklerini olustururlar. Flavonoidler

dogada genellikle serbest, glikozit ve bazen aglikonlar halinde bulunmaktadirlar.
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Asteraceae familyasindaki bitkilerin yapilarinda luteolin, apigenin, krisin gibi 6nemli

flavon bilesikleri bulunmaktadir (Huang vd., 2009).

Toplam flavonoid miktarini belirlemek igin standart olarak kuersetin kullanildi (Sekil
6.7). Kuersetinin farkli konsantrasyonlarinda hazirlanmis ¢6zeltilerinin 415 nm’de
absorbanslar1 6l¢iildii. Elde edilen sonuglarla konsantrasyona karsi absorbans standart

grafigi ¢izildi (Bkz. Sekil 5.5). Standart grafikten asagidaki esitlik elde edildi:
Absorbans (A415 nm) = 0,0091 x [QE] (r2: 0,995)

Bu esitlikten ekstrelerde bulunan toplam flavonoid miktarlar1 kuersetin ekivaleni olarak
hesaplandi. Bu degerler; metanol ekstresi i¢in 62,20 mgQE/g ekstre ve etil asetat ekstresi

i¢in 40,00 mgQE/qg ekstre olarak bulundu.

OH O

Sekil 6.7. Kuersetin’in kimyasal yapisi

Artuluk ve arkadaglarinin yayinladiklar1 bir makalede, bes tanacetum tiiriiniin (T.
armenum, T. cadmeum ssp. cadmeum, T. cilicicum, T. praeteritum ssp. massicyticum, T.
praeteritum ssp. praeteritum) metanol ekstrelerinin toplam flavonoid madde
miktarlarinin sirasiyla 7,69 mgQE/g ekstre, 23,83 mgQE/g ekstre, 18,73 mgQE/g ekstre,
33,42 mgQE/g ekstre, 10,71 mgQE/g ekstre oldugu belirtilmistir (Arituluk vd., 2016).
Kiyaslandiginda; tanacetum erzincanense 'nin metanol ekstresinin bu bitkilerin

hepsinden daha yiiksek miktarda flavonoid madde icerdigi goriiliir.

Yur’un yaptig1 bir ¢calismada tanacetum haussknechtii bitkisinin toprakiistii, sap-yaprak
ve cicek kisimlarinin metanol ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktarlarinin
tanacetum haussknechtii ¢igek kismu igin 18,39 mgQE/g ekstre, tanacetum

haussknechtii sap-yaprak kismi i¢in 10,00 mgQE/g ekstre, tanacetum haussknechtii
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toprakiistii kismi igin 12,82 mgQE/g ekstre oldugu belirtilmistir. Etil asetat ekstrelerinin
toplam flavonoid madde miktarlarinin ise tanacetum haussknechtii ¢igek kismi igin
30,44 mgQE/g ekstre, tanacetum haussknechtii sap-yaprak kismi i¢in 10,65 mgQE/g
ekstre, tanacetum haussknechtii toprakiistii kismi i¢in 12,47 mgQE/g ekstre oldugu
belirtilmistir (Yur, 2016). Erdogan’in g¢alismasinda tanacetum balsamita L. subsp.
balsamita bitkisinin toplam flavonoid madde miktart metanol ekstresi i¢in 40,27
mgQE/g ekstre, etil asetat ekstresi i¢in ise 36,77 mgQE/g ekstre olarak belirtilmistir
(Erdogan, 2012). Bu c¢alismadaki sonuglarla  kiyaslandiginda  tanacetum
erzincanense 'nin her iki ekstrede de bu iki bitkiden daha yiiksek bir flavonoid madde
miktarma sahip oldugu goriiliir (Tanacetum erzincanense metanol eks.: 62,20 mgQE/g

ekstre, tanacetum erzincanense etil asetat eks.: 40,00 mgQE/g ekstre).

Gegibesler’in yaptigi bir caligmada, tanacetum abrotanifolium bitkisinin metanol
ekstresinin toplam flavonoid madde miktar1 142,53 pgQEE/g DW ve etil asetat
ekstresinin toplam flavonoid madde miktar1 85,34 pgQEE/g DW oldugu belirtilmistir
(Gegibesler, 2017). Bu calismadaki sonuglarla kiyaslandiginda tanacetum
erzincanense ‘nin tanacetum abrotanifolium’dan ¢ok daha yiiksek bir flavonoid madde

miktarina sahip oldugu goriiliir.

Cetin’in yaptig1 bir calismada asteraceae familyasindan olan scolymus hispanicus
bitkisinin metanol ekstraktinin toplam flavonoid madde miktar1 24,50 mgRE/g oldugu
belirtilmistir (Cetin, 2012). Aktiimsek ve arkadaslarinin yaptig1 bir c¢aligmada
asteraceae familyasindan olan centaurea rigida bitkisinin metanol ekstraktinin toplam
flavonoid madde miktar1 76,252 mgRE/g oldugu belirtilmistir (Aktiimsek vd., 2011).
Standart olarak farkli bilesikler kullanilmakla birlikte kiyaslandiginda tanacetum
erzincanense nin (62,20 mgGAE/g ekstre), scolymus hispanicus 'den ¢ok daha fazla,

centaurea rigida’dan biraz daha az toplam flavonoid madde miktar1 igerdigi goriiliir.

Tanacetum erzincanense ile bazi diger tanacetum tiirlerinin metanol ekstrelerinin 1 g
ekstrede igerdikleri toplam flavonoid madde miktar1 Tablo 6.5’te verilmistir. Tablo
6.5’te de goriildiigii gibi tanacetum erzincanense, diger tanacetum tiirlerinin hepsinden
daha ytiksek bir toplam flavonoid madde miktarina sahiptir. Bu tiirler arasindaki toplam

flavonoid madde miktar1 siralamasi soyledir:
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Tanacetum erzincanense > T. balsamita L. subsp. balsamita > T. praeteritum ssp.
massicyticum > T. cadmeum ssp. cadmeum > T. cilicicum > T. haussknechtii (¢i¢ek
kismi) > T. haussknechtii (toprakiistii kismi) > T. praeteritum ssp. praeteritum > T.

haussknechtii (sap-yaprak kismi) > T. armenum

Tablo 6.5. Tanacetum erzincanense ve diger bazi tanacetum tiirlerinin metanol
ekstrelerinin igerdikleri toplam flavonoid madde miktarlar

Bitki ekstreleri (metanol) m’('tg': Ir'sggg'; e”;gg‘g)e
Tanacetum erzincanense 62,20
T. cadmeum ssp. cadmeum 23,83
T. cilicicum 18,73
T. praeteritum ssp. massicyticum 33,42
T. praeteritum ssp. praeteritum 10,71
T. armenum 7,69
T. balsamita L. subsp. balsamita 40,27
T. haussknechtii (¢cigek kismi) 18,39
T. haussknechtii (sap-yaprak kisma) 10,00
T. haussknechtii (toprakiistii kismi) 12,82

Fenolik bilesikler, bir ya da daha fazla aromatik halka iceren ve bir veya daha fazla
hidroksil (-OH) grup igeren bilesiklerdir. Fenolik bilesikler bitkilerde en fazla bulunan
ikincil metabolitlerdir. Genellikle bitkilerin kok, gévde, yaprak, meyve, tohum ve cicek
kisimlarinda dogal olarak sentezlenirler. Bugiine kadar 8.000’den fazla fenolik bilesik
ve tirevleri tamimlanmistir. Bu bilesikler; fenolik asitler, flavonoidler, tanenler,
stilbenler,  kumarinler,  lignanlar,  kuinonlar ~ ve  kurkuminoidler  olarak
siiflandirilmaktadir (Fresco vd., 2006).

Kalitatif olarak fenolik profili belirlemek i¢in Q-TOF-LC yontemi kullanildi. Bu
yontemdeki cihaz sistemi, ¢ift sprey hizli akis elektrosprey iyonizasyon kaynagi olan
LC-MS ile donatilmis sistemdir. Analiz sonucunda, klorogenik asit, apigenin, p-
kumarik asit, emodik asit, lecaronik asit, dihidrokuersetin, kuersitrin, luteolin, genistein,
koparin, purpurogallin, cefamandol, tamarixetin, 2,3-Dihidroksibenzoik asit, katesin,
citraconik asit, kaemferol, 2-pentadekenoik asit gibi oénemli fenolik bilesikler tespit

edildi. Analizde tespit edilebilen bilesiklerin listesi Tablo 6.6’da verilmistir.
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Tablo 6.6. Tanacetum erzincanense’de bulunan fenolik bilesikler

Formiili Adi

C4HgOs Diglikolik asit

C4HsO4 Eritrono-1,4-lakton

C15H100s5 Apigenin

CsHsO4 Citraconik asit

C7H1205 2-Izopropilmalik asit
C1oH2,01 Maltoz

C1oH1407 Fenil glukuronid

CyHgO4 3-(4-Hidroksifenil) pruvik asit
CgH140s5 3-hidroksisuberik asit
C16H14N4O4 Asetilaminodantrolen
C15H12C|FN20 Fludizepam

C16H1809 Klorogenik asit

CoHgO3 p-kumarik asit

C12H1804 epi-4'-hidroksijasmonik asit
CosHo5FOgS Sulindac siilfit glukuronid
C7H¢O4 2,3-dihidroksibenzoik asit
C15H2007 Nivalenol

C15H1207 Dihidrokuersetin
C1gH18NgOsS, Cefamandol

C15H100s6 Luteolin

C15HgO7 Emodik asit

CsgHgO4 3-Hidroksimandelik asit
C15H1006 Kaemferol

C16H1407 Lecaronik asit

C21H20011 Kuersitrin

C3H,CIFs0 Izofluran

C15H1205 Eriodictyol

C11HsOs Purpurogallin

C18H3405 9S,10S,11R-trihidroksi-12Z-oktadekenoik asit
C16H1207 Tamarixetin

C15H100s6 Fisetin

C14H14N205S; O-Desacetilcefalothin
CoH13N3OgP N5-karboksiaminoimidazol ribontikleotid
C15H100s5 Genistein

C15H1205 Brazilein

C16H1206 Koparin

C,H40, Glikolaldehit

C18H29NO3 Dihidrocapsaicin

CsgHeO4 Terefitalik asit

C15H14056 Katesin

C14H3004S Sodyum tetradesil siilfat
C1gH3,03 13R-hidroksi-9E,11Z-oktadekadienoik asit
C18H3403 9R-hidroksi-12E-oktadekenoik asit
C20H26N4O Lisurid

C7H1406 D-Glukozid

C14H2602 5-metil-2E-tridekenoik asit
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C13H2%0, 2,6-dimetil-undekanoik asit

C16H280, 6,9-hexadekadienoik asit

C15H2802 2-pentadekenoik asit

C14H280, 4 8-dimetil-dodekanoik asit

C16H3002 7-palmitoleik asit

Ci15Hz00z Izopentadesilik asit

C1gH3,0; 13E,17-oktadekadienoik asit
C17H3,0, 9-heptadesilenik asit

C14H2,0 Carylofillen oksit

CigH3402 5-oktadesilenik asit

C17H340; 10-metil-hexadekanoik asit

Ci1sH2803 8-hidroksi-9,11-oktadekadiynoik asit
C20H3602 5,11-Eicosadienoik asit

C19H360, 17-metil-6Z-oktadekenoik asit
C1gH3602 Stearik asit

C22H140, Calcifediol

C2oH404 13,14-dihidroksi-dokosanoik asit
CasH7205 1-heptadekanoyl-2-(9Z-oktadekenoyl)-sn-gliserol
C7H15CI2N,O2P Cyclofosfamit

C,Hs03S; Mesna (2-Merkaptoetanesulfonik asit)

Baczek ve arkadaslari, tanacetum balsamita ve tanacetum vulgare bitkilerinde fenolik
asit olarak kafeik asit, ferulik asit, klorogenik asit, rosmanirik asit, cichoric asit
bulundugunu, flavonoid bilesik olarak kuersetin, kozmosin, luteolin 7-O-glukozit,

chrysoeriol bulundugunu belirtmislerdir (Baczek vd., 2017).

Marzouk ve arkadaslari, tanacetum sinaicum bitkisinde apigenin, acacetin, luteolin,
chrysoeriol, cirsilineol, jaceidin, chrysosplenetin, vitexicarpin (cascitin), apigenin 7 —O-
B glukopiranozit, apigenin 7 —-O-B glukuronid, luteolin 7 —-O-B glukuronid, luteolin 7 —
O-B glukopiranosid, 4-hidroksi-3-metoksi benzoik asit, 3,4-dimetoksi benzoik asit, 4-

hidroksi asetofenon bilesiklerini belirlemislerdir (Marzouk vd., 2016).

Devrnja ve arkadaslari, tanacetum vulgare bitkisinde 1-caffeoylquinic asit,
neoklorojenik asit, klorojenik asit, kriptoklorojenik asit, saponarin, caffeoyl metil kinik
asit, izokuersetin, miquelianin, gossypetin-8-O-glukozit, kersetin-O-glikosid, kersetin-
O-glukozit, luteolin-7-glukozid, luteolin-7-O-glukuronid, 3,4-O-dicaffeoylquinic asit,
3,5-O-dicaffeoylquinic asit, 4,5-O-dicaffeoylquinic asit, scutellarin, petunidin-3-O-

glukozit, baicalin, dicaffeoylquinic asit, luteolin, nepetin, 3,4,5-tricaffeoylquinic asit,
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kuersetagetin-3,6-dimetileter, apigenin, hispidulin, eupalitin bilesiklerini tespit
etmiglerdir (Devrnja vd., 2017).

Yucayurt, laurocerasus officinalis roem. bitkisinde gallik asit, protokatekaldehit,
vanillik asit, klorogenik asit, kafeik asit, siringik asit, benzoik asit gibi fenolik bilesikler

oldugunu belirtmistir (Yucayurt, 2008).

Tanacetum erzincanense ile yukaridaki bitkilere bakildiginda ortak fenolik bilesikler

bulundurduklar1 goriiliir. Ancak bitkilerde farklilik gésteren bilesikler daha goktur.
Antikanserle ilgili kullanilan bazi kelimelerin anlamlar1 su sekilde verilebilir:

- Sitotoksik etki: Hiicreye toksik olarak etki edip hiicreyi dldiirme.

- Antiproliferatif etki: Hiicre ¢ogalmasini 6nleme etkisi.

Kanser ¢agimizin en tehlikeli hastaliklarindan birisidir. Bu amansiz hastaligin tedavi
edilebilmesi amaciyla birgok sitotoksik 6zellik aragtirmasi yapilmistir. Halen de ¢oziime
ulagabilmek i¢in antiproliferatif deneyler sik sik yapilmaktadir. Kansere karsi yeni
maddeler bulup tedavide kullanmak amaciyla sebze ve meyvelerde c¢alismalar

yapilmistir. Paralel olarak bitkilerde de ¢alismalar yogunlagmustir.

Bitki tiirlerinde sitotoksik etki g¢alismalarinin yapilmasinda 6nemli bir etken fenolik
bilesiklerdir. Ciinkii fenolik bilesiklerin, kanser olusumunu baslangicindan itibaren
cesitli evrelerde inhibe etme potansiyeli vardir. Bu Ozellikleriyle kanser riskini
azaltirlar. Hayat i¢in ¢ok gerekli olan oksijen molekiilii eksik indirgendigi zaman
zararlt ROS molekiilleri olusmaktadir. Bu sekilde olusan 6zellikle hidroksil radikali
(OH) gibi bir¢ok serbest radikal, DNA’da bulunan niikleik asit ve bazlarin
degismesine, yine DNA zincirlerinin kirilmasina sebep olarak kanser olusumuna,
hiicrelerin yaslanmasi ve O6liimiine neden olmaktadirlar (Moldovan and Moldovan,
2004). Burada dikkat c¢eken nokta serbest radikallerin kanser olusumuna neden
olabildikleridir. Fenolik bilesikler ise serbest radikalleri ortadan kaldiran en etkili

dogal antioksidan sinifinda olduklarindan kanser riskini de azaltmaktadirlar.

Hudson ve arkadaslar1 (2000), p-kumarik asit’in (Sekil 6.8) antiproliferatif etkiye

sahip oldugunu belirtmislerdir. Kafeik asit’in cilt tiimdriine karsi koruma yaptig1 (Kaul
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ve Khanduja, 1998), MCF-7 gogiis kanseri hiicrelerine karsi kemoterapi artirict bir
etken oldugu (Ahn vd., 1997) bildirilmistir. Klorogenik asit, kolon kanserine (Tanaka
vd., 1990; Matsunaga vd., 2002), mide kanserine (Shimizu vd., 1999) kars:1 etkilidir.
Gallokatesin, epigallokatesin ve epigallokatesin-3-gallat bilesiklerinin MCF-7 g6giis
kanseri, HT-29 kolon kanseri ve UACC-375 melanoma kanserlerine karsi yiiksek
antiproliferatif etki gosterdigi belirtilmistir (Valcic vd., 1996). Kuersetin’in orta derece
agresif DU-145 prostat kanseri ve oldukga agresif PC-3 prostat kanseri hiicre hattinin
biiyiimesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi (Nair vd., 2004), yine MCF-7 go6giis kanseri
hiicre hattinda biliylime inhibisyonunu indiikledigi (Choi vd., 2001) belirtilmistir.
Kaemferol’iin (Sekil 6.9), A549 akciger kanser hiicre canliliginda doza ve zamana baglh
azalmaya neden oldugu (Nguyen vd., 2003), MCF-7 gogiis kanseri hiicrelerinin sayisini
35,0 ve 70,0 uM konsantrasyonlarinda onemli Ol¢lide azalttigi (Hung, 2004)
belirtilmistir.

0
N-"“0H

HO

Sekil 6.8. p-kumarik asit’in kimyasal yapis1

OH

Sekil 6.9. Kaemferol’lin kimyasal yapisi

Tez calismasinda literatiire yeni giren bir tiir olan tanacetum erzincanense bitkisinin
sitotoksik 6zelligi arastirilmaya ¢alisildi. Bu ¢alismada yapilan antioksidan testlerinde,
tanacetum erzincanense bitkisinin metanol ekstresinin etil asetat ekstresine gore daha
yiiksek antioksidan kapasitesinin oldugu goriilmesinden dolayr antikanser caligmalari

metanol ekstresi {izerinde yapildi.
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Sitotoksik 6zellik aragtirmalarinda kullanilan yontemlerin bazilar1 sunlardir:

XTT yontemi, TBE yontemi, SRB ( Sulforhodamine B) yontemi, BrdU dahil etme testi,
MTT yontemi, WST-1 yontemi.

Bu c¢alismada metanol ekstresinin sitotoksik etkisini arastirmak igin ii¢ farkli kanser
hiicresi kullanildi. Bunlar HT-29, HepG2 ve MCF-7 kanser (insan) hiicreleridir. Y 6ntem
olarak XTT analiz yontemi kullanildi. Ek olarak hiicre sayimi i¢in Tripan Blue Dislama
(TBE) yontemi kullanildi. XTT bir tetrazolyum tuzudur (Bkz. Sekil 4.2). Canli ve aktif
hiicrelerin mitokondrilerindeki sukkinat dehidrogenaz enzimleri, bu tetrazolyum tuzunu
portakal renkli bir formazan iiriiniine indirger (Sekil 6.10). Indirgenme sirasinda
tetrazolyum tuzundaki dort azot atomunun bulundugu halkada dért bag yapmis durumda
olan ve + yiiklii olan azot (N*) atomundaki bagin birisi kirtlarak halka yapis1 agilir, +
yiiklii azot atomu da yiiksiiz ve azot atomunun normal bag sayisi olan ii¢ bag yapmis
hale gelir. Sonunda formazan tiriinii olusur (Sekil 6.11). Bu formazan {irinii turuncu
renklidir ve absorbansi aktif hiicrelerin sayisiyla orantili olarak 415 nm’de eliza plaka

okuyucuda okutulur.

MeO MeD
A I :
AN N NO,
HJ\«*’ ; SO o)
N= 3 ) .
S0,

MeO DS e O
_’ MeO NO
NO,

mitochendrial

dehydrogenase

XTT tetrazolium XTT formazan

Sekil 6.10. Fenazin meto siilfat (PMS) varliginda mitokondriyal dehidrogenaz ile XTT
tetrazolyum tuzunun XTT formazana indirgenmesi

Hiicre sayimi i¢in kullanilan TBE yonteminin ana prensibi hiicre zar1 gegirgenligine
dayanir. Olmiis olan hiicrelerin hasar gdrmiis veya gdrmemis zarlari, tripan mavisi

boyasini igeri alir ve 1g51k mikroskobunda mavi renkli goriiniirler. Canli hiicreler ise
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boyayr igeri almaz ve 1sitk mikroskobunda sari renkte goriiniirler. Yontem, basit

olusundan dolay1 yaygin olarak kullanilir (Kim vd., 2011).

N Reduction Ry —N
R_, ~ R [\l
3/ R
| \// » Hf \“}/
N=N N=N
s
R R
Tetrazolium Formazan

Sekil 6.11. Genel olarak bir tetrazolyum tuzunun formazana indirgenmesi

Metanol ekstresinin HT-29, HepG2 ve MCF-7 kanserli hiicrelerine etkisi, hem zaman
(48 ve 72 saat) hem de konsantrasyona bagl olarak arastirildi. Hiicre canliligi, metanol
ekstresinin HT-29, HepG2 ve MCF-7 kanser hiicrelerine muamelesinden 48 ve 72 saat
sonra Ol¢iildii. Elde edilen sonuglarla konsantrasyona karsi kanserli hiicrelerin canlilik

yiizdesi grafikleri ¢izildi (Sekil 6.12; Sekil 6.13; Sekil 6.14).

HepG2
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Sekil 6.12. XTT yontemine gore metanol ekstresinin konsantrasyon ve zamana bagli
tedavisine cevap olarak HepG2 hiicrelerinin canlilik yiizdesi
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HT-29
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Sekil 6.13. XTT yontemine gore metanol ekstresinin konsantrasyon ve zamana bagli

tedavisine cevap olarak HT-29 hiicrelerinin canlilik yiizdesi
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Sekil 6.14. XTT yontemine gbre metanol ekstresinin konsantrasyon ve zamana bagli

tedavisine cevap olarak MCF-7 hiicrelerinin canlilik yiizdesi
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Metanol ekstresinin konsantrasyonu artttkga HT-29, HepG2 ve MCF-7 Kkanser
hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesinin de genel olarak arttigt ve hiicre Olimii
gerceklestirdigi gorildi. Yalmz grafikler incelendiginde 48 saat inkiibasyon igin 0,125
mg/ml konsantrasyonda MCF-7 ve HT-29 hiicre proliferasyonu yiizdelerinin ¢ok az bir
miktar arttig1 goriiliir. 72 saat inkiibasyon i¢in ise ayni konsantrasyonda MCF-7 ve HT-
29 hiicre proliferasyonu yiizdelerinin diismeye basladigi goriiliir. Bu durumda metanol
ekstresinin 0,125 mg/ml konsantrasyonda MCF-7 ve HT-29 hiicrelerine kars1 sitotoksik
etki gdstermek i¢in 48 saat inkiibasyonun yeterli olmadig1 ya da 48 saat inkiibasyon i¢in
0,125 mg/ml konsantrasyonun yeterli olmadigi soylenebilir. Nitekim konsantrasyon
0,25 mg/ml’ye c¢iktiginda 48 saat inkiibasyonda MCF-7 ve HT-29 hiicrelerine karsi
sitotoksik etkinin basladigi goriiliir. Ug kanser hiicresi arasinda en yiiksek aktiviteyi
HepG2 kanser hiicresine karst gostermistir. 1 mg/ml konsantrasyonda 48 saat icin
HepG2 kanser hiicrelerinde % 96, HT-29 kanser hiicrelerinde % 76, MCF-7 kanser
hiicrelerinde ise % 65 hiicre 6liimii olmustur. Yine 1 mg/ml konsantrasyonda 72 saat
icin HepG2 kanser hiicrelerinde % 90, HT-29 kanser hiicrelerinde % 80, MCF-7 kanser

hiicrelerinde ise % 89 hiicre 6liimii oldugu gozlendi.

Sen ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, tanacetum argenteum subsp. argenteum
bitkisinin kloroform ekstresinin 30 pg/ml konsantrasyonda HT-29 ve MCF-7 hiicre
hatlarinin gelisimini sirasiyla % 89 ve % 73, n-hekzan ekstresinin ayni konsantrasyonda
HT-29 ve MCF-7 hiicre hatlariin gelisimini sirasiyla % 75 ve % 74 inhibe ettigi
belirtilmistir. Metanol ekstraktinin ise 100 pg/ml konsantrasyonda MCF-7 kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini % 64,76 inhibe ettigi belirtilmistir (Sen vd., 2017). Yumrutas
ve arkadaglarmin yaptigi bir calismada tanacetum argenteum subsp. argenteum
bitkisinin metanol ekstraktinin MCF-7 kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini 100 pg/ml
konsantrasyonda % 47,42 inhibe ettigi belirtilmistir (Yumrutas vd., 2015). Bu iki
calismadaki sonuglarla kiyaslandiginda tanacetum erzincanense’nin daha diisiik bir

etkiye sahip oldugu soylenebilir.

Altay’in 2015 yilinda yaptigi bir c¢aligmada, benzer bir tiir olan salvia fruticosa
bitkisinin HT-29 kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi, 48 ve 72 saat inkiibasyon i¢in
0,6 mg/ml konsantrasyonda % 90’dan fazla oldugu ifade edilmistir. Ayn1 calismada

referans olarak kullanmilan kafeik asit ve rosmanirik asitin ise 0,3 mg/ml
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konsantrasyonda % 90’dan fazla etki gosterdigi belirtilmistir (Altay, 2015). Bu
calismada metanol ekstresinin HT-29 kanser hiicrelerine kars1 1 mg/ml konsantrasyonda

48 ve 72 saat i¢in sirastyla % 76 ve % 80 etki gosterdigi goriildii.

Metanol ekstresinin HT-29, HepG2 ve MCF-7 kanser hiicrelerine karsi hiicre canliligini
% 50 diistirmek icin gereken konsantrasyonun ICsy degerleri Tablo 6.7°de gosterildi.
ICs0 degerinin diisiik olmasi, yliksek antiproliferatif aktivite anlamina gelir. 48 saat i¢in
en disiik ICsp degeri HepG2 hiicre hattinda oldugu goriildii. Bu da metanol ekstresinin
kanser hiicrelerinin canliligin1 % 50 diistirmek i¢in {i¢ hiicre tiirii iginde 48 saat igin en
yiiksek aktiviteyi HepG2 hiicre hattinda gosterdigi anlamina gelir. 72 saat icin ise HT-
29 ile HepG2 hiicre hatlarinda 0,47 ve 0,49 degerleri ile birbirine ¢ok yakin 1Csg

degerleri oldugu goriildii.

Tablo 6.7. T. erzincanense metanol ekstresinin MCF-7, HepG2 ve HT-29 hiicre hatlari
tizerindeki ICso (mg/ml) degerlerinin karsilastiriimasi

Hiicre Hatlar: |Cso (mg/ml) + SD
48h 72h
Tanacetum erzincanense MCF-7 0,89 +£0,025 | 0,54 + 0,034
] HT-29 0,64+ 0,045 | 0,47 + 0,026
metanol ekstresi
HepG2 0,53+0,035 | 0,49 + 0,028

48 saat ve 72 saat i¢cin metanol ekstresinin hiicre hatlarindaki ICsy degerlerinin kiigiikten

biiyiige siralamasi soyledir:
48 saat i¢in; HepG2 < HT-29 < MCF-7
72 saaticin; HT-29 < HepG2 < MCF-7

Apoptoz (programli hiicre 6liimii) mekanizmasinda i{i¢ temel grup rol oynar (Hetts,
1998):

1. Oliim reseptorleri.
2. Adaptor proteinler.

3. Proteolitik enzimler (kaspazlar).

78



Oliim reseptérleri, TNF (Tumour Necrosis Factor) reseptor gen familyasindandirlar ve
polipeptidlerin sitoplazmik boliimlerinde 6lim alanit denilen bir aminoasit dizisini
olustururlar. Bu reseptorler, hiicre yiizeyine gelen 6liim sinyallerini hiicre igine iletirler
ve adaptdr proteinlere baglanirlar (Biiyiikgebiz ve Caferler, 2001). Oliim reseptérlerine
ornek olarak, CD95 (APO-1/Fas), TRAIL-R1 (TNF Related Apoptosis-Inducing
Ligand), TRAIL-R2, TNF-R1, DR3 ve DR6 verilebilir (Eichhorts ve Krammer, 2001).
Adaptor proteinler, 6liim reseptorlerinden gelen sinyal sonrasi kaspazlara baglanip
onlar1 aktive ederler. Adaptoér proteinlere 6rnek olarak, REL proteinleri, WNT1, B-
Catenin, Fas, CD95 verilebilir. Bu adaptor proteinlerin etkisiyle kaspaz dizisi aktiflesir.
Kaspazlar, bir seri olaylar dizisi seklinde diger prokaspazlari aktive ederler. Kaspazlar;
"baslaticilar” (kaspaz 2,8,10) ve "uygulayicilar” (kaspaz 3,6,7) olarak iki siniftirlar
(Budihardjo ve Oliver, 1999). Oliim sinyali veren baslatict kaspazlar, adaptdre
baglanirlar, &liime yonlendirirler ve uygulayici kaspazlari aktif ederler. Oliimii
gergeklestiren, uygulayici (effektor) kaspazlardir. Sonugta aktif hale gelen DNaz enzimi
DNA yikimina sebep olur (Biiyiikgebiz ve Caferler, 2001).

Bu calismada elde edilen ICso degerlerine bakildiginda, metanol ekstresinin HepG2
hiicrelerine daha fazla etki ettigi goriiliir. Bunun sebebi, metanol ekstresinin, HepG2
hiicrelerinin 6liim reseptorleri ile sinyal bagi kurarak onlari uyarmakta daha etkili

olmasi olabilir.

Akalgan’in yaptig1 bir ¢alismada, feverfew (tanacetum parthenium) bitkisinin etanol
ekstresinin MCF-7 hiicre hattina karsi gosterdigi antikanser etki igin hesaplanan ICsg
degerinin 2,1 mg/ml oldugu belirtilmistir (Akalgan, 2012). Yilmaz’in ¢aligmasinda,
salvia absconditiflora bitkisinin MCF-7 hiicre hattina sitotoksik etkisi i¢in 48 saat
inkiibasyonda XTT yontemine gore bulunan ICsq degeri 2,285 mg/ml, TBE yontemine
gore bulunan ICsg degeri 1,961 mg/ml oldugu belirlenmistir (Y1lmaz, 2013). Yine salvia
absconditiflora bitkisini ¢alisan Hisarli, MCF-7 hiicre hattina sitotoksik etkisi i¢in 48
saat inkiibasyonda XTT yontemine gore bulunan ICsy degerinin 2,18 mg/ml, TBE
yontemine gore bulunan ICsy degerinin 1,982 mg/ml oldugunu belirtmistir (Hisarls,
2013). Bu c¢alismada tanacetum erzincanense bitkisinin MCF-7 hiicre hattina sitotoksik

etkisi i¢in 48 saat inkiibasyonda bulunan ICsy degeri 0,89 mg/ml’dir. Kiyaslama
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yapildiginda tanacetum erzincanense 'nin MCF-7 hiicre hattina sitotoksik etkisinin her

iki bitkiden ¢ok daha yiiksek oldugu gortiliir.

Irtem Kartal’in yaptig1 bir c¢alismada, salvia absconditiflora bitkisinin farkli
ekstraktlarinin HepG2 hiicre hattina sitotoksik etkisi igin XTT metoduyla 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonunda bulunan ICsy degerlerinin 0,74 ile 3,78 mg/ml arasinda degistigi
gozlenmistir (irtem Kartal, 2015). Tanacetum erzincanense’nin metanol ekstraktinin
HepG2 hiicrelerine kars1 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda gosterdigi sitotoksik etki
icin bulunan ICsy degerleri sirasiyla 0,53 mg/ml ve 0,49 mg/ml’dir. Sonuglar
kiyaslandiginda her iki inkiibasyon zamani ig¢in de tanacetum erzincanense nin g¢ok

daha yiiksek bir sitotoksik etkiye sahip oldugu goriiliir.

Altay’in caligmasinda salvia fruticosa bitki ekstraktinin HT-29 kanser hiicrelerine
sitotoksik aktivite i¢in XTT yOntemiyle 72 saat inkiibasyonda bulunan ICsq degeri 0,229
mg/ml’dir. Yine Altay, calismasinda Giovina Fiore ve arkadaslarmin 2012 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada dort salvia tiirii bitkinin metanol ozlerinin HT-29 kanser
hiicrelerine sitotoksik aktiviteleri igin MTT yontemini kullanarak yayinladiklar1 72 saat
inkiibasyon i¢in ICsp degerlerinin 95,3 ile 196,1 pg/ml arasinda degistigini belirtmistir
(Altay, 2015).

Bu calismada metanol ekstresinin HT-29 kanser hiicrelerine sitotoksik etkisi ig¢in
bulunan 1Csp degeri 72 saat inkiibasyon i¢in 0,47 mg/ml’dir. Giovina Fiore vd. ve
Altay’1in calismalarindaki sonuglarla bu ¢aligmadaki ICsq degerleri kiyaslandiginda, HT-
29 kanser hiicrelerine karsi tanacetum erzincanense’ye gore Giovina Fiore vd. ve
Altay’in calistigr bitki tiirlerinin biraz daha yiiksek bir antiproliferatif etkiye sahip

oldugu sdylenebilir.
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Sonugc olarak;

Tanacetum erzincanense bitkisinin metanol ve etil asetat ekstrelerinin antioksidan
aktivitelerinin bulundugu fakat bu aktivitenin yaygin olarak kullanilan standart

antioksidanlardan daha az oldugu goriildii.

Metanol ekstresinin toplam fenolik madde miktar1 64,444 mgGAE/g ekstre olarak
bulundu. Bu deger ile asteraceae familyasi bitki tiirleri iginde orta seviyede bir fenolik
madde igerdigi soylenebilir. Ayrica bitkide apigenin, citraconik asit, klorogenik asit, p-
kumarik asit, luteolin, emodik asit, kaemferol, kuersitrin, tamarixetin, fisetin, genistein,
koparin, katesin, stearik asit, calcifediol, purpurogallin gibi 6nemli fenolik bilesikler

bulundugu belirlendi.

Metanol ekstresinin toplam flavonoid madde miktar1 62,20 mgQE/g ekstre olarak
bulundu. Bu deger birgok tanacetum tiiriiniin degerlerinden daha yiiksektir. Dolayisiyla

tanacetum tiirleri igerisinde yiiksek flavonoid madde igerigine sahiptir.

Tez caligmasinda kullanilan ABTS, FRAP ve KUPRAK metotlarinda metanol
ekstresinin etil asetat ekstresine gore daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
goriildii. Ayni sekilde toplam fenolik ve toplam flavonoid madde miktarlarinda da

metanol ekstresinin daha yliksek degerlere sahip oldugu gortildii.

Metanol ekstresinin antikanser 6zelligine bakildiginda, farkli inkiibasyon siireleri i¢in
ti¢ farkli kanser hiicresi tizerinde 0,47 ile 0,89 arasinda degisen I1Cso degerleri bulundu.
Bu degerler bazi bitki tiirlerinin sitotoksik etki igin verilen ICsy degerlerinden daha
yiiksek, bazi bitki tiirlerinin 1Csy degerlerinden ise daha diisiiktiir. Bu da orta derecede

bir sitotoksik etkiye sahip oldugunun gostergesi olabilir.
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