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Son on yilda yapilan aragtirmalar, tibbi degeri olan bitkilerden elde edilen ekstrelerin
icerdigi mineral ve metabolitlerinin yani sira 6zellikle antioksidan 6zelligi olan ikincil
metabolitlerinin 6nemine de isaret etmektedir. Potansiyel terapotik etkileri, saflagtirilan
bilesenleri ile yapilan ¢aligmalar ile gosterilen cok sayida tibbi bitki bulunmaktadir. Tez
caligmasi kapsaminda, Ankara’nin cesitli bolgelerinde yetisen ve potansiyel tibbi degeri
olan farkli bitki tiirlerinden Diplotoxis tenuifolia (L.) DC.’nin yaprak kismi, Reseda
lutea L.ve Eryngium campestre L.’nin ¢igek ve yaprak kisimlarindan metanolle elde
edilen oziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri, toplam protein, polifenol ve flavonoid
igerikleri belirlenmis olup ayrica antioksidan enzim sistemlerinde yer alan glutatyon-S-
tranferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (KAT) aktiviteleri tizerine
etkileri arastirilmistir. Antimikrobiyal aktivite sonuglari degerlendirildiginde her bir
bitki 0ziitii en az bir bakteri susu lizerinde inhibitor etki géstermistir. Bitki 6ziitlerinin
maya susuna karsi herhangi bir inhibitor etki olusturmadigi bulunmustur. Diger taraftan
en yiiksek protein miktar igerigi 33.74 mg/mL ile R.lutea L. bitki ¢igek Oziitiinde
saptanmisken en yiiksek fenolik ve flavonoid madde miktari icerigi ise sirasiyla 144.49
mg/mL ve 250.485 pg/mL ile D.tenuifolia (L.) DC. yaprak oziitiinde tespit edilmistir.
R.lutea bitki ¢icegi Oziitliniin 0.149 ug/mL 1Cso degeri ile GST enzim aktivitesini en
yiiksek oranda inhibe ettigi (%64 inhibisyon) saptanmistir. D.tenuifolia (L.) DC.
yaprak oziitiiniin 0.14 pg/mL ICs degeri ile GPx enziminin aktivitesini %18 oraninda
inhibe ettigi bulunmustur. Tez kapsaminda incelenen bitki 6ziitlerinde herhangi birinin
KAT enzimi {izerine anlamli bir inhibitor etki gostermedigi bulunmustur.

Kasim 2014, 80 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan enzimler, fenolik bilesikler, flavonoidler, antioksidan
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Studies conducted over the past decade, the medical value of extracts from plants of the
mineral and their metabolites as well as particular antioxidant properties indicate the
importance of secondary metabolites. There are large number of medicinal plants which
have shown beneficial therpeutic potential by their purifed constituents. In this thesis,
antimicrobial activity, total protein, phenolic and flavonoid contents of methanol exracts
from Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. leaves, Reseda lutea L. and Eryngium campestre L.
flowers and leaves were examined which were collected from Ankara region and have
potential medicinal plants and also the effects of methanol extracts from this plants parts
were investigated on antioxidant enzyme systems in glutathione-S-tranferase (GST),
glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT). Considering the results, each of plant
extract showed an inhibitory effect on at least one bacterial strain while plant extracts
did not show any inhibitory effect against yeast strain.The extract of R.lutea L. flowers
showed the highest protein content with 33.74 mg/mL value. The exracts of D.tenuifolia
(L.) DC. leaves showed the highest phenolic and flavonoid contents with 144.49 mg/mL
and 250.485 pg/mL values, respectively. The extract of R.Lutea L. flowers has shown
the highest GST inhibition activity (64 % inhibition) with 0.149 pg/mL of 1Cs, value.
The extract of D.tenuifolia leaves has shown the highest GPx inhibition activity (18 %
inhibition) with 0.14 pg/mL of 1Csg. In this thesis examined the plant extracts did not
show any significant effect on CAT enzyme inhibition.

November2014, 80 pages

Key Words:Antioxidant enzymes, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant
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1. GIRIS

Ulkemiz, cografi konumu, iklimi ve topografik dzellikleri nedeni ile zengin bir floraya
sahiptir. Tirkiye florasi ile yapilan aragtirmalarda tespit edilen bitki tiirii sayis1, 3000’1
endemik olmak tizere 12.000 civarinda bitki taksonuna (tiir, alttiir, varyete diizeyinde)
sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (Erik ve Tarikahya 2004). Tiirkiye nin bu 6zelligi cografi
faktorlerin yada diger bir ifade ile bitkilerin yetisme ortamlarmin cesitliliginden
kaynaklanmaktadir. Iklim 6zelliklerinde kisa mesafelerde ortaya ¢ikan bu degisiklikler,
toprak tiplerinin farkliliklar1 gibi ¢ok sayida cografi faktor, bitki formasyonlarininda

farklilasmasina ve tiirce ¢esitlenmesine yol agmaktadir (Aver 2005).

Bitkiler, uzun yillardan beri saglik alaninda kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) kayitlarina gore giiniimiizde halen diinya popiilasyonunun % 80’ni dogal
olmasindan ve yan etkilerinin olmayacaginin diisliniilmesi nedeni ile ilk tedavide
geleneksel tibba ydnelmektedir (Duraipandiyan vd. 2006, Blumberg 2006). Ozellikle
son on yilda yapilan aragtirmalar, tibbi degeri olan bitkilerden elde edilen Oziitlerin
icerdigi mineral ve metabolitlerinin yan1 sira 6zellikle antioksidan 6zelligi olan ikincil
metabolitlerinin de énemine isaret etmektedir. Potansiyel terapotik etkileri, saflagtirilan
bilesenleri ile yapilan caligmalar ile gosterilen ¢ok sayida tibbi bitki bulunmaktadir

(Praveen ve Bono 2007).

Dogal antioksidanlar olarak adlandirilan bu bitkilerin biyolojik 6zellikleri onlarin
fenolik asit ve flavonoid gibi ¢esitli fenolik bilesikleri yiiksek seviyede igermesinden
kaynaklanir (Garzon vd. 2010). Bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesikler, son
yillarda, birgok alanda insan sagligi iizerine olan yararh etkilerinden dolay: biiyiik bir
ilgi gormektedir. Fenolik bilesikler sekonder metabolit olarak bilinirler ve meyve, sebze
ve diger yenilebilen bitkilerde yayginca bulunmaktadir. (Barros vd. 2011, Pereira vd.
2012). Fenolik bilesikler, anti-karsinojenik (Ramos 2008, Korkina vd. 2009), anti-
aterojenik (Liu vd. 2004), anti-trombotik (Errichi vd. 2011), anti-inflamatuar (Yoon ve
Baek 2005, Beara vd. 2012), anti-alerjenik (Rakh ve Chaudhari 2010) ve anti-

mikrobiyal (Xie vd. 2011) etkileri yapilan arastirmalar sonucu bulunmustur.



Bu calismada, iklim ve toprak ozellikleri bakimindan zengin bitki florasina sahip
Ankara’nin cesitli bolgelerinde yetisen ve potansiyel tibbi degeri olan farkli bitki
tirlerinden Diplotoxis tenuifolia (L.) DC.’nin yaprak, Reseda lutea L.ve Eryngium
campestre L.’nin ¢icek ve yaprak kisimlarindan elde edilen metanollii 6ziitlerin
antimikrobiyal aktiviteleri, toplam protein, polifenol ve flavonoid miktarlar1 belirlenmis
olup ayrica antioksidan enzim sistemlerinde yer alan glutatyon-S-tranferaz (GST),

glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz (KAT) aktiviteleri tizerine etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Tez Calismasinda Kullanilan Bitkilerin Taksonomik ve Biyolojik Ozellikleri

2.1.1 Diplotaxis tenuifolia (L.) DC.

Diplotaxis tenuifolia (L.) DC., Brassicacea familyasina ve Diplotaxis cinsine ait g¢ok
yillik bir bitki tiradir (Sekil 2.1). Halk arasinda “Yabani Roka’olarak taninan bu bitki
tiirii genel olarak Giiney ve Orta Avrupa, Kuzey Bat1 Afrika, Kirim, Kafkasya ve Bati
Suriye’de yayilim gostermektedir. Sekil 2.2°de D.tenuifolia bitkisinin Tiirkiye’de Kuzey
ve Bati  Anadolu Dbdlgelerinde dagilim gosterdigi  bir harita sunulmustur

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

D. tenuifolia, igerisinde yiiksek miktarda C vitamini, flavonoid ve glukosiyonat gibi
insan sagliginda Onemli yer tutan bircok bilesik icermektedir (Bennett vd. 2004,
Martinez-Sanchez vd. 2006). Yapilan arastirmalar Brassicaceac familyasina ait bitki
tirlerini diyetle alindiginda ateroskleroz ve kanser gibi kronik hastaliklarin azaldigini

gostermistir (Herr ve Biichler 2010).

Sekil.2.1 Diplotaxis tenuifolia(L)DC.(www.turkherb.ibu.edu.tr)
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Sekil 2.2 Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. bitkisinin Tirkiye’deki yayilis alanlari
(www.turkherb.ibu.edu.tr)

2.1.2 Reseda lutea L.

Reseda lutea L., Resedaceae familyasina ve Reseda cinsine ait, halk arasinda ‘Muhabbet
Cigegi’ olarak bilinen otsu bir bitkidir (Sekil 2.3). Diinya’da Giiney, Bat1 ve Orta
Avrupa, Isvigre, Afrika ve Iranda yayilim gosterirken Tiirkiye’de Bati ve I¢ Anadolu
Bolgelerinde bulunmaktadir (Sekil 2.4). Reseda cinsine ait olan 60 tiir diinya ¢apinda
taninmaktadir. Bunlardan sadece 15 tiir Tiirkiye’de dagilim gostermektedir. Reseda
lutea L. ve Reseda luteola Tiirkiye’de boya maddesi olarak el dokumasi halilarda
kullanilmaktadir (Davis 1979, Dogan 2001, Kizil ve Kayabasi 2005). Boya maddesi
ozelligi, icerisindeki luteolin flavonoidi igermesinden kaynaklanmaktadir. Luteolin,
yiiksek antioksidan kapasitesine sahip olanve bu nedenle antikanser g¢alismalarinda
siklikla kullanilan bir fenolik bilesiktir (Samy vd. 2006).

Sekil 2.3 Reseda luteal. (www.turkherb.ibu.edu.tr)



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

Sekil 24 Reseda lutea L.  bitkisinin Tirkiye’deki  yayilis  alanlar
(www.turkherb.ibu.edu.tr).

2.1.3 Eryngium campestre L.

Eryngium campestre L., Apiaceae ailesine ve Eryngium cinsine ait halk arasinda *Boga
Dikeni’ olarak bilinen ¢ok yillik bir bitki tliriidiir (Sekil 2.5). Diinya’da genel olarak
dagilimi Bati, Orta ve Gliney Avrupa, Orta ve Giiney Rusya, Kirim, Kuzey Afrika,
Giliney Bati Asya ve Afrikadir. Tiirkiye’de ise bu bitki tiirii Kuzey Bati ve Bati
bolgelerde dagilim gostermektedir (Sekil 2.6) Ulkemizde 23 tiirii bulunmakla birlikte
bunlardan 10 tanesi endemiktir (Davis 1972, Davis vd. 1988, Giiner vd. 2000).

Eryngium campestre, anti-skorbiitik, diaforetik, ditiretik, balgam soktiiriicli, anti-
inflamatuar ve afrodizyak gibi Ozelliklerinden dolayr geleneksel tipta yillardir
kullanilmaktadir. Ayrica bobrek bozukluklarini ve bobrekte tas olusumunu 6nlemek i¢in

Avrupa’da bitkisel ilaglarda tavsiye edilmektedir (Weiss 2000).


http://www.turkherb.ibu.edu.tr/
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Sekil 2.6 Eryngium campestre L. bitkisinin Tirkiye’deki yayilis alanlari
(www.turkherb.ibu.edu.tr).

2.2 Fenolik Bilesikler

Biitiin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan ve bitkilerin
kendilerini bazi1 zararlilara kars1 korumada gorev aldig: diisliniilen ¢ok sayida farkli
nitelik ve miktarlarda gesitli fenolik bilesikler bulunmaktadir (Saldamli 2007). Bu
fenolik Dbilesikler bitkilerde  yaygm bulunan sekonder metabolitlerdir. Suda
¢ozlinebilme veya ¢Oziinememe Ozelliklerine gore smiflandirilmakla  birlikte
giinimiizde binlerce fenolik bilesigin yapist tanimlanmistir (Harborne ve Williams

2000). Bunlara devamli olarak bulunan yeni tanimlanan fenolikler eklenmektedir.

Fenolik bilesikler, bitkilerde dogal olarak bulunan ve antioksidan 6zellige sahip ¢ok
onemli sekonder metabolitlerdir. Cogunlukla suda ¢oziiniir ve aromatik zincir halkasina
bagli bir veya daha fazla sayida hidroksil grubu iceren, basit fenolik bilesiklerden,

yiiksek oranda polimerize olmus ¢ok sayida fenolik maddeleri igeren genis bir gruptur.


http://www.turkherb.ibu.edu.tr/
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Yapilarindaki  farkliliklara ragmen fenolik bilesikler polifenoller olarak da
adlandirilmaktadirlar (Balasundram vd. 2006).

Fenolik bilesikler, bitkinin biiylimesi ve c¢ogalmasi gibi temel fonksiyonlar1 saglar,
patojenlere, parazitlere ve predetorlere karsi savunmada rol oynarlar. Ayni zamanda
bitkinin renklenmesinde de yardimci olurlar (Baidez vd. 2007). Ayrica bitki ve
meyvelerde bulunan fenolik  bilesikler, kimyasallarin  zararlarimi  Onleyici
(kemoprententiv) bir faktdr gibi rol aldig1 rapor edilmistir. Ornegin elmadaki fenolik
bilesiklerin, kolon kanserini engelledigi ile ilgili bir iliski bildirilmistir (Veeriah vd.
2006).

Bir¢ok fenolik bilesigin, biiyikk veya kiigiik oranda insan sagligi i¢in antioksidan
potansiyele, antikanser, antimutajenik, antibakteriyal, antiviral ve anti-inflamatuar
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Owen vd. 2000, Veeriah vd. 2006, Han vd.
2007). Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri, serbest radikalleri baglamalari,
metallerle selat olusturmalari, bazi enzimleri inaktive etmeleri ile agiklanmaktadir

(Yang ve Tsao 2003).

Fenolik maddeler bitkide homojen olarak dagilmamaktadirlar. Suda ¢oziinmeyen
fenolikler, hiicre duvarinin bileseni iken, suda ¢oOziinen fenolikler bitki hiicresinin

icerisinde yer alir (Naczk ve Shahidi 2004).

Fenolikler, bir veya daha fazla aromatik halkanin bir veya daha fazla hidroksil grubu
tasimasi ile meydana gelen, 8000 yapisal tirevi olan ve genellikle fenolik asit ve

tiirevleri olarak kategorize edilen bilesiklerdir (Fresco vd. 2006).

Fenolik bilesikler temel olarak fenolik asitler ve flavonoidler olmak {lizereye iki

kategoriye ayrilirlar.



2.2.1 Fenolik asitler

Fenolik asitler, fenolik bilesklerin en temel smifi olup, bitki alemi iginde genis bir

yayilim gosterirler (Cai vd. 2004).

Fenolik asitler, genelde bir karboksilik fonsiyonuna sahip olan fenollerdir. Bununla
birlikte ayr1 ve belirgin organik asitleri fenolik asitler olarak adlandirilmakta, sinnamik
asit, benzoik asit ve aldehit analog olmak tizere ii¢ ayirt edici karbon iskelet yapisini
icermektedir. Temel yap1 ayni kalsada aromatik halkadaki hidroksil gruplarinin sayist
ve yeri degiserek farklilik olusturmaktadir. Fenolik asitler, gidalarin renkleri, duyusal
kaliteleri, beslenme ve antioksidan 6zellikleri ile iligkilidir. Dolayisiyla fenolik asitlerin
antioksidan ozellikleri ve potansiyel yaralarinin ortaya ¢ikmasi ile bu bilesiklere ilgi
giderek artmaktadir (Robbins 2003). Fenolik asitlerin antioksidan etkileri kimyasal
yapilart ile ilgilidir (Tapiero vd. 2002). Bu etki, fenolik asitlerin aromatik halkada
tagidiklar1 hidroksil grup sayisina, baglanma yerine ve pozisyonlarmma baghdir
(Marinova ve Yanishlieva 2003, Sroka ve Cisowski 2003, Peyrat-Maillard vd. 2000).
Hidroksi grubunun sayisinin artmasiyla bitkilerin antioksidan etkilerinin arttig1
gozlemlenmistir (Peyrat-Maillard 2000). Ayrica metoksi grubu tasiyan fenolik asit
tiirevlerinin tasimayana gore daha etkin oldugu arastirmalar sonucunda ortaya

konmustur (Marinova ve Yanishleva 2003, Fukomoto ve Mazza 2000).

Predominant fenolik asitler hidroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asit tirevleri
igerirler. Bitkilerin sahip oldugu 6nemli fenolik asit tlirevlerinden gallik asit ve kafeik

asit bilesiklerinin kimyasal yapilar1 sekil 2.7°de gosterilmektedir.



COOH 0

OH

H
© OH HO

OH OH

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

2.2.2 Flavonoidler

Flavonoidler, Shikimate metabolik yolu {izerinden, fenilalenin tarafindan sentezlenen
bitkide biiylimeyi ve UV 1gmlarindan korumak gibi bircok gorevi iistlenen sekonder
bitki metabolitlerdir (Havsteen 2002). Flavonoidler, temel yapisindaiki benzen
halkasinin, bir oksijen igeren piren halkas1 tarafindan baglanmasi ile olusur.
Flavonoidler 7 alt sinifa ayrilmaktadirlar. Bunlar flavonoller, flavonlar, flavanoller,
flavononlar, antosiyanidinler ve izoflavonlardir (Erulund 2004). Yapilan arastirmalar
flavonoidlerin dogal antioksidan (Spencer vd. 2005), anti-inlamatuar (Erulund 2004),
anti-agregator (Pignatelli vd. 2000) etkileri ve kanser hiicrelerinin biiylimesini
durdurucu etkisinin bulunmasi gibi bir¢ok cesitli biyolojik aktivitesinin oldugunu

gostermistir (Sengupta vd. 2004).

Flavon ismi Latince flavus (sar1) kelimesinden gelmektedir. Bitkilerden elde edilen ve
genellikle sar1 renkli olan bu bilesikler ‘flavonoid’ olarak isimlendirilir (Nack ve
Shahidi 2004). Flavonoidlerin yap1 cesitliligi, difenilpropan iskeletinin(C6-C3-C6),
farkli yapilarda diizenlenme 6zelliginin yani sira, her sinif iginde molekiiliin aromatik
halkalarina baglanan siibsitiient sayisi, 6zelligi ve baglanma pozisyonlarina gore ortaya

cikar. Hidroksil gruplari, flavonoid yapisinda bulunan en yaygin siibstientlerdendir.



Hidroksil gruplarmin reaktif o6zelliklerinden dolayr kolaylikla alkillenir veya
glikozillenir (Cikrik¢1 2005).

Flavonoidler, bitkilerde dogal olarak bulunan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler, sekil
2.8’de de gosterildigi gibi 2 aromatik halkanin (A ve B halkalar1), C halkas1 olarak
adlandirilan oksijenlenmis merkezi 3 karbon halkalari ile baglanmis,difenilpropan (C6-
C3-C6) yapisina sahiptir (Cai vd. 2004).

B halkasi

HO

A halkasi  ccmepm

OH C halkasi

Sekil 2.8 Flavonoidlerin temel yapis1 (Cai vd. 2004)

Flavonoidler, bitkiler tarafindan firetilen ve genellikle primer metabolitlerin aksine
bitkilerin hayatta kalmasi i¢in esansiyel olmayan disiik molekiil agirlikli ikincil
metabolitlerdir. Flavonoidlerin 10.000 yapisal tiirevi rapor edilmistir (Williams ve

Grayer 2004, Ferrer vd. 2008). Flavonoidlerin detayli siniflandirilmas: (Saunders 2009):
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Flavonoller

R1 R.
Kamferol OH H
Kuersetin OH OH
Mirisetin OH OH
Izoramnetin OH OCH;

Flavonlar

Ri R,
Luteolin H OH
Apigenin H H
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Flavanoller

R1 R4
Katesin OH H
Epikatesin OH H
EGC OH OH
ECG Gallat H
EGCG Gallat OH
Ro
‘/Y R3
1
HO.__~ | O S
AN R,
OH O

Flavanonlar

R1 R2 R3
Naringenin H OH
Hesperetin H OCH; H
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o8
HO. __~ { o N
g R,
OH O
Flavanonoller
R1 R2 R3
Taksifolin OH OH OH
Astilbin O-rhamnosyl OH OH
Engeletin o-rhamnosyl H OH
R4

|
_~__OH
@ |
OGO
N =~ “OH
OH

Antosiyanidinler

R1 R2
Pelargonidin H H
Siyanidin OH H
Delfinidin OH OH
Paeonidin OCHs; H
Petunidin OCHs OH
Malvidin OCH; OCH;
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2.3 Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron bulunduran atom veya
molekiillerdir. Orbitali doldurup stabil hale gelmek icin baska elektron/elekronlara
ihtiya¢ duydugundan, ortaklanmamis elektronlar serbest radikalleri oldukc¢a reaktif hale

getirir (Willcox 2004).

e Eslesmemis
- '.--""r Elektron
P

Flektron Cifti "

4 )
1 _\_— Nétron ve
| . —— ] Protonlar
(] |

‘o

-

Sekil 2.9 Eslesmemis elektronu olan bir atom modeli(http://www.blessedherbs.com/internal-
cleansing-kits-probiotics-antioxidants.aspx)

Serbest radikal reaksiyonlari, normal metabolik yollarin isleyisinin dogal bir sonucudur.
Oksidan molekiiller, organizmada baslica glikozun oksidasyonu olmak {izere tiim
anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasi ve sonrasi siirekli bir olusum halindedir ve
endojen/eksojen antioksidanlar tarafindan etkinsizlestirme siireci icerisindedirler. Bu
olusum ve etkinsizlestirme siireci organizmada bir denge halindedir (Halliwell ve

Gutteridge 1999).

Reaktif tiirler, merkezindeki atomuna gore 4 temel kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar
cizelge 2.1°de gosterildigi gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif nitrojen tiirleri
(RNT), reaktif stlftr tirleri (RST) ve reaktif klorid tiirleridir (RKT). (Halliwell ve
Gutteridge 2007).
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Cizelge 2.1 Reaktif tiirler

Reaktif Oksijen Tiirleri(ROT)
Siiperoksit Radikali,O,
Hidroksil Radikali, OH-
Hidroperoksil, HO,*

Hidrojen peroksit, H,0,

Singlet Oksijen, 'O,

Ozon, O;

Reaktif Nitrojen Tiirleri(RNT)
Nitrik oksit, NOs

Nitrojen dioksit, NO,*

Nitroksil iyonu(anyonu), NO
Nitronyum iyonu(katyonu), NO*
Nitril iyonu(katyonu), NO,*
Nitroz asit, HNO,

Peroksinitrit, ONOO

Peroksinitroz asit, ONOOH

Reaktif Klorin Tiirleri(RKT)
Klorin atomu, Cle
Hipoklorik asit, HOCI

Nitronyum klorid, NO,CI

Reaktif Siilfiir Tiirleri (RST)
Siilfit, SOs%

Disiilfit-S-oksit, DSSO
Silfenik asit, RSOH

Silfenil radikali, RS+
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Bu radikallerin canli sistemlerdeki en 6nemli sinifin1  6zellikle oksijen kaynakli olan
radikaller olusturur (Valko vd. 2004). Oksijen canlilar i¢in hayati énemi olan bir
molekiildiir ve hiicrede enerji liretim siireglerinde kullanilir. Serbest oksijen radikalleri
enerji liretim siireclerinin dogal bir yan iirlinii olup yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel
olarak zararli maddelerdir (Janos ve Krishnamurti 2005). Yaklasik % 1-3 oksijen, viicut
tarafindan reaktif oksijen tiirlerine doniistiiriilit. Uc¢ 6nemli reaktif oksijentiirii,
siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali hiicrelerde mitokondri

tarafindan siirekli iiretilen normal metabolik tiriinlerdir (Seifried vd. 2007).

ROT’lar endojen ve eksojen olmak iizere 2 yolla iiretilmektirdir (Inoue vd. 2003).
Eksojen kaynaklar, cevresel etmenler, metal iyonlar1 (demir, bakir, kadmiyum, nikel

krom,civa), pestisidler, radyasyon ve ksenobiyotiklerdir (Valko vd. 2006). ROT’larin
endojen kaynaklar: ise peroksizomlar, mikrozomlar, P450 metabolizmasi, nétrofiller ve

eisonofillerdir (Inoue vd. 2003).

ROT’larin konsantrasyonlari onlarin etkileri iizerinde anahtar bir faktordiir. Eger
yiiksek konsatrasyonlarda olmalart durumunda makromolekiiller i¢in olduk¢a zararl
olabilmektedirler (Veskoukis vd. 2012). Diisiik konsantrasyonlardaki ROT’larin
enfeksiyon ajanlarina, karsi etkide bulundugu ve hiicre i¢i sinyal iletiminde rol aldig1
bilinmektedir. Yine diisiik konsantrasyonlardaki ROT’larin bir diger yarar1 ise
mitojenik cevap indiiksiyonunda yer almasidir. Fakat bunlara ragmen yliksek
konsantrasyonlardaki ROT’ larin lipitler, membranlar, proteinler ve niikleik asitleride
kapsayan hiicre yapilara zarar verdigi rapor edilmistir (Poli vd. 2004). Ozellikle,
hidroksil radikalinin (OHe), DNA molekiiliindeki piirin ve pirimidin bazlar ile
reaksiyona girerek DNA’nin iskeletine zarar verdigi bilinmektedir (Dizdaroglu vd.

2002, Valko vd. 2006).
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Sekil 2.10 Modifikasyona ugramis guanin bazi (Valko vd. 2006)

DNA’nin siirekli bu modifikasyona maruz kalmasi oksidatif hasar olarak adlandirilir ve
mutajenezis, karsinojenezis ve yaslanmanin ilk adimina sebep olur. Hatta ¢ok cesitli
kanser dokularinda serbest radikallerden kaynaklanan DNA hasar1 tespit edilmistir.
(Marnett 2000, Cooke vd. 2003).

Viicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller olugsmakta, ancak radikal parcalayan
antioksidan sistemlerle olusan serbest radikaller ortadan kaldirildigindan, herhangi bir
sitotoksite ortaya g¢ikmamaktadir. Ancak bu isleyisin radikaller lehine bozuldugu
durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya ¢ikmaktadir (Yen ve Wu 1999). Oksidatif stres
olarak adlandirilan bu durum reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan savunma
sistemlerinin aktiviteleri arasindaki dengesizliktir. Siddetli oksidatif stres hiicre hasari,
hiicre 6liimii ve kanser gibi bircok insan hastaligina sebep olur (Tas vd. 2005). Lipid
peroksidasyon aracilig1 (bagli) ile olusan serbest radikaller, en temel hiicre membran

yikimi ve hiicre hasari mekanizmasinda 6nemle dikkate alinmaktadirlar (Yeh vd. 2005).

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri, insan viicudunda hiicre metabolizmasi
stirasinda, yan tirlinler gibi siirekli olarak tretilirler. Bu zararli yan trtinler eger hizli bir
seklide ortamdan uzaklastirilmamislar ise DNA, proteinler ve lipitler gibi fonksiyonel
makromolekiillerde oksidatif hasara neden olurlar (Apel ve Hirt 2004). Serbest
radikallerin artmasi, yasa bagli hastaliklari, kanser, ateroskleroz, norodejeneratif

hastaliklar ve inflamasyon olusma sikligini arttirir (Cai vd. 2004).
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2.4 Canh Sistemlerde Bulunan Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirleri, antioksidan enzimler ve enzimatik antioksidanlar tarafindan
dengede tutulurlar. Bazi antioksidan savunmalari, serbest radikalleri direk ortadan
kaldirilar bdylece biyolojik merkezler icin maksimum koruma saglarlar. Iyi bir
antioksidan, (i) ozellikle serbest radikalleri yok etmeli, (i) redoks metalleri ile selat
olusturmali, (iii) diger antioksidanlar ile birlikte uyum i¢inde calismali, (iv) gen
ekspresyonuna olumlu etki etmeli, (v) hizlica emilmeli (vi) dokularda belli bir
konsantrasyona sahip olmali, (vii) hem su fazinda hem de memranda c¢aligabilmelidirler
(Valko vd. 2006).

ROT’larin  zararli etkilerine karsi kendilerini korumak ig¢in, tiim hiicre
kompartmanlarinda ve ayrica ekstraseliiler kisimda fazla olan ROT lara karsi, acorobik
organizmalar ¢esitli savunma ve korunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Hasara
ugramis DNA’y1 var olan DNA tamir enzimleri onarabilir fakat antioksidanlar hiicreyi
serbest radikallerden korumak i¢in daha spesifik ve daha etkili bir yoldur. Antioksidan
sistemler non-enzimatik antioksidanlar ve antioksidan enzimler gibi eksojen ve endojen
olarak ikiye ayrilirlar (Sekil 2.11). Bunlara ek olarak igerisinde nétrofiller, makrofajlar
ve spesifik antibadileri de igerene anti-karsinojenik savunma sistemleri de vardir
(Jakobisiak vd. 2003).
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ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik
Antioksidanlar

Non-Enzimatik
Antioksidanlar

Birincil Enzimler
e Superoksit dismutaz(SOD)
o Katalaz(CAT)
e Glutatyon Peroksidaz(GPx

Ikincil Enzimler

e Glutatyon Rediiktaz(GR)

e Glutatyon-6-fosfat
Dehidrogenaz

I

Mineraller
Cinko,Selenyum

Vitaminler
Vitamin

AECK

Karotenoidler

B-karoten,likopen,lutein

Diisiik Molekiil Agirhkh
Antioksidanlar
Glutatvon Ulvik asit

Antioksidan
Kofaktorler
Koenzim Q-10

Polifenoller

Organosiilfiir
Bilesikleri
Lo B
L

Flavonoidler
Kuersetin, Kaemferol, Kategin
Hesperitin,Genistein, Siyanidin

Fenolik Asitler
Ferulik asit,Gallik asit,
Kumarik asit

Sekil 2.11 Antikoksidan sistemlerin sematik olarak siniflandiriimasi1 (Ratnam vd. 2006)
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s

GPx

Artan
Antioksidan
Aktivite

Glutatyon,Koenz.Q

Karotenoidler,Vit.C

FlavonoidlerVit.A,C
Mineraller, Proteinler

Sekil 2.12 Artan antioksidan aktivite gosterimi
2.4.1 Enzimatik antioksidanlar
-Siiperoksit Dismutaz(SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) (EC.1.15.1.1) her nekadar 1939’larin baslarinda izole edilse
de Mccord ve Fridovich 1968 yilinda yaptiklar1 calismalar ile en etkili intraseliiler
enzimatik antioksidan olarak SOD’u kesfetmislerdir. SOD, siiperoksit anyonunu (O.¢),

molekuler oksijene ve hidrojen peroksite(H,0,) doniistiiriir (Nordberg ve Arner 2001).

_ SOD
2020+ 2H" ey, HO: 4 0

Diger enzimlerin higbiri bu reaksiyon aktivitesine sahip degildir, dahast SOD’un bilinen
tek aktiviteside bu reaksiyondur (Karihtala ve Soini 2007). SOD’lar yapilarinda
bulundurduklar1 metaller, aminoasit dizilisleri, sahip olduklar1 alt iiniteler, kofaktorler
ve diger dzelliklere gore gesitli izoformlar1 bulunmaktadir. Insanda SOD’un 3 izoformu
vardir: Mangan iceren dismutaz (Mn-SOD) (Mitokondriyal SOD),bakir ve ¢inko igeren
dismutaz (Cu,Zn-SOD) (Sitozolik SOD), ekstraseliler SOD (EC-SOD) (Landis ve
Tower 2005).
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-Katalaz (KAT)

Katalaz (KAT, H,O, peroksidaz, EC.1.11.1.6), herbiri 60kD olan, dort altbirimden
olusan homotetramerik ozellikte kompleks bir enzimdir (Kaddour 2008). Herbir alt
tinite aktif bolgesinde bir hem grubu ve ferriprotoporfirin IX tagimaktadir. Bu oldukca
etkili protein, milyonlarca hidrojen peroksit molekiiliinii (H2O,), son derece yiiksek bir

hizla (107M/Sec), molekiiler oksijene ve suya ¢evirir (Goyal ve Basak 2010).

Reaksiyonun ilk agsamasinda katalazin hem demiri ile H,O, etkileserek oksijence zengin

demir peroksit olusur. Olusan demir peroksit, bilesik1 olarak adlandirilir.

KAT-Fe**-OH + H,0, — > KAT-Fe**-OOH +H,0

H,O,’nin yliksek konsantrasyonlarinda bilesek1 ortamdaki H,O, ile reaksiyona girerek

su ve molekiiler oksijeni olusturur.

KAT-Fe**-OOH + H,0, — > KAT-Fe**-OH+H,0+0;

Burada H,O, hem elektron alicisi hemde elektron vericisi olarak gorev yapmaktadir

(Switala ve Loewen 2002).

Katalaz birgok doku tarafindan sentezlenmesine ragmen ozellikle karaciger, bobrek ve
eritrositlerden sentezlenir (Goyal ve Basak 2010). Hepatositlerden sentezlenen KAT
agirlikli olarak peroksizomlarda bulunurken, eritrositlerden sentezlenen KAT sitozolde

serbest olarak bulunur (Forsberg vd. 2001).

-Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidazin temel olarak iki formu bulunmaktadir. Bunlardan biri selenyum
bagimli (GPx, EC.1.11.1.19) iken digeri selenyum bagimsizdir (Glutatyon-S tranferaz,

GST, EC.2.5.1.18) .Bu iki enzim sahip olduklar: alt iiniteler, aktif bolgelerine selenyum
olup olmadigi ve katalitik aktivitelerine gore farklilik gosterirler (Mates vd. 1999).
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Glutatyon peroksidaz(GPx), substrat olarak GSH (glutatyon) kullanarak H,O,’i ortadan
kaldiran bir diger enzim grubudur. Bu reaksiyon sonucu olusan okside glutatyon
disiilfid (GSSG), tekrar glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan indirgenmis GSH’a
doniistirilir (Sekil 2.13).

Glutatyon Peroksidaz
(GPx)

& >

Indirgenmis Glutatyon Okside Glutatyon
2GSH 2GSSG

N\

Glutatyon Rediiktaz
(GR)

Sekil 2.13 Glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz arasindaki redoks dongiisii
2.4.2 Non-Enzimatik Antioksidanlar

Non-enzimatik antioksidanlar; mineral (Se, Zn), vitamin (A, C, K ve E), karotenoitler
(B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin), organosiilfiir bilesikleri (allium, allil siilfit,
indoller), diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (GSH-Px, iirik asit), antioksida ko-
faktorler (ko-enzim Q10) ve polifenoller seklinde incelenmektedir (Pellegrini vd. 2009,
Cemeli vd. 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismamizda incelenmek iizere Ankara’nin ¢esitli bolgelerinden 2009 yili Temmuz ve
Agustos aylarinda  toplanmisg 3 farkli bitki tiirli ve bunlarin ¢esitli kisimlar
kullanilmistir.  Cizelge 3.1°de calismada kullanilan bitkilerin taksonomik
smiflandirmas1  ve ¢izelge 3.2’de bitkilerin toplandigi tarihler ve lokasyonlar

gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 Caligsmada kullanilan bitkilerin taksonomik siniflandirilmasi

Familya Cins Bitki Tiirii
Brassicaceae Diplotaxis Diplotaxis tenuifolia (L.) DC.
Resedaceae Reseda Reseda lutea L.

Apiaceae Eryngium Eryngium campestre L.

Cizelge 3.2 Calismada incelenen bitkilerin toplandigi lokasyonlar

Familya Bitki Tiirii Lokasyon
Brassicaceae Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. Yenikent-Zir Vadisi
(17.07.2009)
Resedaceae Reseda lutea L. Yenikent-Zir Vadisi
(17.07.2009)
Apiaceae Eryngium campestre L. Yenikent-Zir Vadisi
(17.07.2009)

Bitki orneklerinden elde edilen oziitlerin antimikrobiyal aktivitelerini incelemek
amactyla 5 farklt mikroorganizma sec¢ilmistir. Bu amagla, Gram (+) bakterilerden
Bacillus subtilis ATCC-6633 ve Staphylococcus aureus ATCC-25923 Gram (-)
bakterilerden Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853 ve Escherichia coli ATCC-25922
ile 6karyotik bir maya olan Candida albicans ATCC-10231 seg¢ilmistir. Bitkilerden elde

edilen oOziitlerin, antioksidan savunma sisteminde yer alan enzimler {izerindeki
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aktivitelerini incelemek amaciyla sigir karacigerinden homojenat hazirlanmistir. Sigir

karacigeri Kazan mezbahasindan temin edilmistir.

Tez calismasinda kullanilan; 4-Aminoantipirin (4-AP), hidrojen peroksit (H,O,) ve
sodyum azit (NaN3) Acros firmasindan, sodyum potasyum tartarat (Na-K tartarat) Carlo
Erba firmasindan, sodyum karbonat (Na,Cos) ve tersiyer-butil hidroperoksit (t--BOOH)
Fisher Scientific firmasindan, ditiyoteritol (DTT), 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB),
nitro blue tetrazolium (NBT) ve sodyum hidroksit (NaOH) Fluka firmasindan,
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) Gebru firmasindan, malt ekstrakt agar
(MEA) ve nutrient agar (NA) Igs firmasindan, aliiminyum kloriir (AlCl3), bakir siilfat
(CuS04.5H,0), baryum kloriir(BaCl,), etil alkol (EtOH), gallik asit (GA), nutrient broth,
potasyum kloriir (KCl), sodyum asetat, sodyum kloriir (NaCl) ve siilfiirik asit Merck
firmasindan, dimetil silfoksit (DMSO), % 99’luk metanol, potasyum monofosfat
(K2HPO,) ve potasyum difosfat (KH,PO,4) Riedel-de Haen firmasindan, bovin serum
albumin (BSA), etilenediaminetetraasetik asit (EDTA), Folin-Ciocalteu reaktifi,
glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz enzimi (GR), horse raddish peroksidaz (HRP),
katalaz enzimi (KAT), ksantin, kuersetin dihidrat ve sodyum 3,5 dikloro-2-hidroksi

benzen siilfonat (DHBS) Sigma firmasindan saglanmaistir.

Tim deneylerde kullanilan mikropipet uglar1 ve ependorflar Biohit firmasindan, enzim
caligmalarinda kullanilan mikroplakalar Brand firmasindan temin edilmistir. Ayrica,
antimikrobiyal deneylerinde, bitkilerden izole edilen 6ziitleri emdirmek amaciyla,

Oxoid marka steril diskler kullanilmistir.

Tez caligmalar1 boyunca; bitki 6ziitlerin hazirlanmasi i¢in Rotari Evoparator (Biichi B-
490), ekstraktlarin toplam protein, polifenol ve flavonoid bilesiklerin tayininde
spektrofotometrik Gl¢iimler almak amaciyla UV-Vis spektrofotometre (HP 8453 A)
kullanilmistir. Deneylerde kullanilan kimyasallarin miktarin1 tartmak amaciyla hassas
terazi (Denver Inst), 1sitma veya karistirma amaciyla kullanilan 1sitici manyetik
karistirici (Heidolph Mr Hei), deneylerin saglikli bir ortamda yapilmasi i¢in kullanilan
ceker ocak, deneylerde kullanilan saf su icin saf su cihazi (Millipore) ve ultra saf su

sistemi (Millipore) kullanilmigtir. Deneyler sirasinda, kullanilan kimyasallar1 dogru bir
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sekilde muhafaza etmek amaciyla kullanilan buz dolab1 (Bosch), enzim ¢alismalarinda
kullanilan buz makinesi (Scotsman AF80), enzim aktivite tayininde kullanilan
Multimode mikroplaka okuyucu (Spectra Max M2¢) kullanilmistir. Deneylerde
malzeme ve kimyasal sterilizasyonu igin kullanilan yatay otoklav, hiicre, 1siya hassas
kimyasallarin saklanmasinda kullanilan derin dondurucu (-20°C, Bosch), hazirlanan
doku homojenatlarin saklanmasinda kullanilan derin dondurucu -80°C (Hettich)
kullanilmistir. Deneyler sirasinda kullanilan tamponlar ve soliisyonlarin pH’sim
saglamak amaciyla kullanilan pH metre (Metter Toledo), sigir karaciger homojenat
hazirlanmasinda kullanilan tezgah iistii sogutucu santrifiij (Hettich) ve ultra yiiksek
devir sogutucu ve vakumlu santrifiij (Hanil Science), kimyasallarin karisimini
hazirlamak i¢in vorteks (Heidolph) ve aragtirmalar siirecinde otomatik pipetlerden

(Gilson ve Biohit) faydalanilmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bitki orneklerinin toplanmasi, saklanmasi ve tiir teshisi

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

referans olarakkullanma amaciyla Ankara Universitesi Herbaryumun’da saklanmustir.

3.2.2 Ekstraksiyon oncesi bitki 6rneklerinin hazirlanmasi

Bitki Ornekleri toplandiktan sonra musluk suyu ile yikanmis ve bdylece arazi
sartlarindan kaynaklanan kirlilikten arindirilmistir. Sonra, temiz bir odada iki haftalik

siire i¢erisinde kurutma kagid1 tizerinde kurutulmustur.

Kurutma isleminden sonra bitki 6rnekleri etiketlenmis ve uygun saklama kutularina

alimmustir. Cizelge 3.3 de bitki 6rneklerinin etiket numaralar1 verilmistir.
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Cizelge 3.3 Bitki orneklerinin etiket numaralari

Familya Bitki Tiirii Etiket Numarasi
Brassicaceae Diplotaxis tenuifolia (L.)DC. FG-2010-10
Resedaceae Reseda lutea L. FG-2010-13

Apiaceae Eryngium campestre L. FG-2010-18

Calismada kullanilacak olan Diplotaxis tenuifolia (yabani roka)’nin yaprak kismu,
Reseda lutea (yaban muhabbetgigegi) ve Eryngium campestre (boga dikeni)’nin yaprak

ve ¢igek kisimlart incelenmek i¢in kullanilmstir.

3.2.3 Bitki orneklerinin ekstraksiyona hazirlanmasi

Belli bitki kisimlarinin ekstraksiyon asamasina hazirlanmasi i¢in bitki drnekleri sivi
azot yardimiyla iyice ezilmis ve tamamen toz haline getirilmistir. S1v1 azot, Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Toz
halinde olan bitki Ornekleri 50 mL’lik falkonlar igine almmmis ve oda 1sisinda

saklanmustir.

Ekstraksiyon asamasinda toz halinde olan bitki Orneklerinden polar ve apolar
bilesiklerce zengin 6ziit elde edilmesi amaciyla % 99’luk metanol ¢ozgeni kullanilmistir
(Cowan 1999). Bitki ekstraksiyon islemi 2 gr toz bitki drnegine 20 mL ¢dzgen (toz
agirlik-czgen hacim orani 1:10 olacak sekilde) eklenmesiyle baglamistir. Hazirlanan
karigimlar 30 dakika iyice karigtirildiktan sonra 24 saat siireyle 4°C’de bekletilmistir.
Bu siire sonunda karigimlar 6000 devir, 4°C’de ve 20 dakika siire iginde santrifiij
edilmistir. Santriflij isleminden sonra, tiiplerde olusan g¢okeltiler atilarak sivi fazdaki
cozgen almmis ve 40°C’de uygun basingta (337 mbar) rotari evaportor yardimiyla
ortamdan uzaklastirilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen konsantre &ziit
¢cOziinebildigi miktarda DMSO’da ¢oziinmiistiir. Coziinen bitki oOziitleri  alikotlar

halinde -20°C’de saklanmistir (Ertiirk 2003).
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3.2.4 Bitki oziitlerinin antimikrobiyal analizi

Bitki oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon metodu ile belirlenmistir. Bu
amagla, 4 bakteri susu (Bacillus subtilis ATCC-6633, Escherichia coli ATCC-25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853 ve Staphylococcus aureus ATCC-25923) ve bir
maya susu (Candida albicans ATCC-10231) se¢ilmistir.

3.2.4.1 Mikroorganizmalarin iiremesi i¢cin besi yerlerinin hazirlanmasi

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

hazirlanmasinda ise 39 gr besi yeri 1L dH,0 iginde ¢6ziilerek hazirlanmistir.

Mikroorganizmalarin standardizasyonunda sivi besi yeri olarak Nutrient Broth
kullanilmistir. Besi yerinin hazirlanmasi igin 8gr besi yeri 1L dH,0 i¢inde ¢ozlilmiistiir.
Hazirlanan ve sterilize edilen besi yerleri, petri kaplarina ortalama 4.0 mm (+0.5mm)
derinlikte olacak sekilde dokiilmiistiir. 120 mm’lik ¢apinda olan bir petri kap1 yaklasik
40mL besi yeri igermistir. S1v1 besi yerinde ise, hazirlanan ve sterilizasyon isleminden
gecen besi yeri 16x16 mm’lik steril cam tiiplere alinmistir. Her steril cam tiip yaklasik
10mL besi yeri icermistir. Tiim besi yerleri hazirlandiktan sonra 4°C’de saklanmistir
(Silici ve Kog 2006). Besi yerlerin dokiim ve sterilizasyon islemleri Ankara Universitesi

Biyoloji Boliimii’ndeki laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
3.2.4.2 Bitki oziitlerin disklere emdirilmesi
Bitki drneklerinden elde edilen 6ziitler, 6mmlik bos ve steril antibiyotik disklerine 5 uL

ve 20 pL oraninda emdirilmistir. Oziitlerin emdirildigi diskler bir giin oda 1sisinda

kurumaya birakilmistir (Moghaddam 2014)
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3.2.4.3 Mikroorganizmalarin standardize edilmesi

Disk diflizyon yonteminde, besi yerlerine yayilan mikroorganizma kiiltiirlerinin standart
miktarda mikroorganizma igermesi gerekmektedir. Bu amagla mikroorganizma
kiiltiirleri serum fizyolojik (%0.9 NaCl ¢ozeltisi) i¢ine alinarak bulaniklik agisindan
standardize edilmistir. Mikroorganizma igeren serum fizyolojigin bulaniklig1 McFarland

0.5 standard: ile karsilastirilmistir.

Mc Farland No 0.5 standardinin hazirlanmasi i¢in; 0.0999 gr BaCl, tartilarak 10 mL
dH,O iginde ¢Oziilmistir. Sonra, 100 mL 0.36 N HySO; ( %1 v/v) ¢ozeltisi
hazirlanarak, BaCl, ¢ozeltisinden 0.5 mL alinmis ve 0.36 N H,SO4'den 99.5 mL ile

karistirtlmastir .

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

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

Bu yontemle elde edilen siispansiyonun 0.5 McFarland ile karsilagtirllmasinda sekil

3.1’de sunulan siyah beyaz ¢izgilerden olusan bir kagit kullanilmistir.
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Sekil 3.1 Bakteri slispansiyonu ile McFarland standardini karsilastirmak i¢in kullanilmig
kagit

3.2.4.4 Besi yerlerin inokiilasyonu ve disklerin yerlestirilmesi

Inokiilasyon asamasinda hazirlanan ve standardize edilen mikroorganizma
stispansiyonlarindan 100 pL alinmis ve dragalski spatiilii yardimiyla siispansiyon besi
yerinin tizerine yayilmistir (Ertiirk vd. 2006). Mikroorganizma siispansiyonu yayilan
petriler, bitki 0Oziiti iceren diskler yerlestirilmeden once 15 dakika kurumaya
birakilmistir. Oziit igeren diskler, inhibisyon zonlarmm okunmasmi engellememek
amaciyla agar iizerinde araliklarla dizilmistir. Disk yerlestirilmesi isleminden 15 dakika

sonra petriler 37°C ve 24 saat inkiibasyona alinmigtir.

3.2.4.5 inhibisyon zonlarin dl¢iimii

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

3.2.4.6 Antimikrobiyal analizde kullanilan negatif ve pozitif kontrol

Negatif kontrol olarak DMSO ve % 99’luk metanol disklere emdirilerek kullanilmstir.

Pozitif kontrol olarak ise standart antibiyotik diskler kullanilmistir. Kullanilan

antibiyotik disklerin listesi ¢izelge 3.4’de sunulmustur.
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Cizelge 3.4 Pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerin listesi

Antibiyotik Diski Madde Miktari
Ampicillin 10mg
Gentamicin 10mg

Streptomicin 10mg
Tetracyclin 30mg

3.2.5 Bitki oziitlerin Lowry metodu ile protein tayini

Bitki 6rneklerinden elde edilen 6ziitlerin protein miktar1 Lowry protein tayin metodu ile
belirlenmistir (Lowry vd. 1951). Alkalin ortamda bakir iyonu (Cu®") proteinlerdeki
peptid baglari ile bir kompleks olusturur ve Cu'"e indirgenir. Indirgenmis bakir ve
proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys amino asitleri Folin reaktifinde
bulunan fenol yapisini indirgeyerek mavi renk olusumuna neden olurlar. Olusan mavi
rengin siddeti protein konsantrasyonu ile orantilidir ve 600 nm’de spektrofotometrik
olarak oOlciiliir. Lowry metodunda, protein standardi olarak 1mg/mL Bovine Serum
Albumin (BSA) ¢ozeltisinden faydalanilmig ve 0.1-0.5 mg/mL araliginda 4 farkli
konsantrasyonda BSA standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Ayrica, bu metotta kullanilmig
olan Lowry reaktifi; A (% 2 Na,CO3, 0.1 N NaOH), B (% 1 CuSQO4.5H,0) ve C (% 2
Na-K tartarat) tamponlarinin sirayla 100:1:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlanmistir.
Folin-Ciocalteu reaktifi ise 1:1 oraninda distile su igerisinde hazirlanmistir. Bitkilerden
elde edilen oOziitlerin protein tayini i¢in 0.5 mL Kor (sadece saf su), standart protein
cozeltileri (BSA) ve bitki ornekleri igeren tiiplere 2.5mL Lowry reaktifi eklenerek iyice
karnigtirllmistir. Karisim 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siire sonunda tiim
deney tiiplerine 0.25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek iyice karistirilmis ve oda
sicakliginda 45 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda tiim soliisyonlarin 600 nm’de
Kor’e karsi absorbans Olgiimleri alinmistir. Bitki oziitlerinin protein miktari, BSA

konsantrasyonuna karsilik gelen ODgoo degerleriyle olusturulan standart kalibrasyon
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grafiginden yararlanarak hesaplanmistir. Deneyin ¢aligma semasit c¢izelge 3.5°de

sunulmustur.

Cizelge 3.5 Lowry metodunun ¢alisma semasi

Reaktifler Kor Kiiveti (mL) Numune Kiiveti (mL)
Bitki Ekstrakti - 0.1
Su 0.5 0.4
Lowry Reaktifi 2.5 2.5

10 dakika inkiibasyon siiresi

Folin Reaktifi 0.25 0.25

3.2.6 Bitki oziitlerin toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Toplam fenolik madde tayini spektrofotometrik yontem ile gerceklestirilmistir. Bu
metotta Folin-Ciocalteu reaktifine ek olarak % 2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ve
fenolik madde standard: olarak da gallik asit (GA) kullanilmistir. Olusan reaksiyona
bagl renk degisimleri ise 750 nm’de absorbans Ol¢iimii ile belirlenmistir. Gallik asit
(Img/mL) ¢ozeltisinden 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 mg/mL olmak iizere 4 farkli
konsantrasyonda standart hazirlanmistir. DMSO ile hazirlanan ¢ozeltiler fenolik madde
standartlar1 olarak kullanilmistir. Fenolik madde miktar1 tayini i¢in 100 pl kor (sadece
DMSO), standard bilesik (GA) ve bitki 6ziitii igeren tiiplere 1 mL Folin-Ciocalteu
reaktifi eklenmis ve iyice karistirilan soliisyonlar oda 1sisinda karanlik ortamda 5 dakika
bekletilmistir. Bu siire sonunda oziitler, standart ve kor tiiplerine 1 ml %2’lik sodyum
karbonat eklenmis ve iyice karistirildiktan sonra bu kez 1 saat oda sicaklifinda ve
karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda, tiim soliisyonlarin 750
nm’de kor’e karsi absorbans Olgiimleri (OD7so) alinmistir. Gallik asidin  farkli
konsantrasyonlarina karsi olcililen OD7s9 degerleriyle olusturulan standart kalibrasyon
grafiginden yararlanilarak oziitlerdeki toplam fenolik madde miktarlar1 hesaplanmistir

(Slinkard ve Singleton 1977). Deneyin ¢alisma semasi ¢izelge 3.6’da sunulmustur.
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Cizelge 3.6 Toplam polifenol miktar tayinin ¢alisma semasi

Reaktifler Kor Kiiveti (mL) Numune Kiiveti (mL)
Numune - 0.1
DMSO 0.1 -
Folin-Ciocalteu 1 1

5 dakika, oda 1s1sinda ve karanlik ortamda inkiibasyon siiresi

%2 Na,CO3 1 1

1 saat, oda 1s1sinda ve karanlik ortamda inkiibasyon siiresi

3.2.7 Bitki oziitlerinin toplam flavonoid madde miktarinin belirlenmesi

Bitki Oziitlerin toplam flavanoid madde miktar1 1988 yilinda Woisky ve Salatino
tarafindan modifiye edilen aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir.
Bu metotta % 95’lik etil alkol, % 10’luk aliiminyum kloriir ve 1M sodyum asetat
cozeltileri kullanilmistir ayricametotta, kuersetin flavonoidi kalibrasyon egrisi yapmak
i¢in kullanilmistir. 10 mg kuersetin 10 mL % 80°lik etil alkol igerisinde ¢oziilerek, 25,
50 ve 100 pg/mL’ye seyreltilmistir. Flavonoid madde tayini i¢in tiipler i¢ine 0.5 mL kor
(% 95°lik etil alkol), standart kuersetin soliisyonlar1 ve bitki 6ziitleri koyulmus, iizerine
1.5 mL % 95’lik etil alkol, 0.1 mL % 10’luk aliiminyum kloriir, 0.1 mL sodyum asetat
(1M) ve 2.8 mL DMSO ilave edilerek , 30 dakika karanlik ortamda ve oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, tiim soliisyonlarmn 415 nm’de kore karsi
absorbans Ol¢timleri (ODy3s5) alimmustir. Kuersetin farkli konsantrasyonlarina karsi
Ol¢iilen ODys5 degerleriyle olusturulan standart kalibrasyon grafiginden yararlanilarak
Oziitlerdeki toplam flavanoid madde miktarlar1 hesaplanmistir. Bu deneyin c¢alisma

semasi ¢izelge 3.7 de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7 Toplam flavonoid miktar tayinin ¢alisma semasi

Reaktifler Kor Kiiveti (ML) Numune Kiiveti (mL)
Numune - 0.5
%95’lik Etil Alkol 2 1.5
%10’luk AICl3 0.1 0.1
IM’lik Na asetat 0.1 0.1
DMSO 2.8 2.8
30 dakika oda 1s1sinda inkiibasyon

3.2.8 Toplam polifenol miktarina bagh olarak bitki oziitlerin doz plaka
hazirlanmasi

Enzim aktivitesi lizerine etkilerini incelemek amaciyla, bitki oziitlerinden elde edilen
toplam polifenol madde miktarina bagli olarak her bir bitki 6rnegi i¢in sekiz dozda 6ziit
plakas1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu plakada, en yiiksek doz 23.81 pg/mL olmak {izere
en diisiik doz 0.186 pg/mL olmaktadir.

3.2.9 Sigir karacigerden homojenat hazirlanmasi

Glutatyon-S-transferaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin aktivite tayini i¢in sigir
karacigeri kullanilmistir. Enzim izolasyon islemi 2 kez, 31 Ocak 2012 ve 16 Ekim 2012
tarihlerinde yapilmstir. Izolasyon islemi i¢in -80°C’de saklanmis olan sigir karacigeri
tartilarak, agirhigimnin iki kat1 kadar 10 mM potasyum fosfat tamponu (pH=7.0) (0.15M
potasyum kloriir, ImM EDTA ve 1mM ditiyotreitol icermektedir) eklendikten sonra,
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat 4°C, 10,000 x g’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Santriflij sonrasi tiiplerde olusan siipernatant alinip baska tiiplere konulmus
ve ikinci kez +4°C, 30,000 x g’de 60 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde
edilen siipernatant enzim aktivite tayinlerinde kullanilmak amaciyla ependorflar

igerisinde —80°C’de saklanmistir (Coruh vd. 2007).
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3.2.10 Bitki oziitlerinin Glutatiyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesine
etkilerinin analizi

Oziitlerin glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini belirlemek
amacityla Habig ve arkadaglari tarafindan 1974 yilinda gelistirilen metottan
yararlanilarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon, 5 pL bitki 6ziitli, 33uL 200mM’lik fosfat
tamponu (pH=6.5), SuL karacigerden izole edilmis GST enzimi (0.7826 mg/mL) ve 200
puL 50 mM’lik CDNB ve 200 mM’lik GSH igeren 100 mM fosfat tamponu ile 250
uL’lik toplam hacimde, 96 kuyulu mikroplakalarda 240 sn’de ve 340nm dalga boyunda
yiritilmistir. Bitki 6ziitlerinin en yiiksek dozu 23.81 pg/mL ve en diisiik doz 0.374
pg/mL olmak iizere stok soliisyonlart 1:2 oraninda DMSO ile seri seyreltmeyle
hazirlanmistir. Bu 0Oziitlerinin enzim aktivitesine olan etkisi ise 0ziit yerine ¢dzgen
kullanilan kore karsilik farkli konsantrasyonlardaki oOziitlerin GST aktivitesine olan
etkilerinin kiyaslanmasiyla belirlenmistir. Deney tiim bitki 6rnekleri i¢in duplike olarak
yapilmistir. Enzim aktivitesi ise deneysel verilerin asagidaki formiile yerlestirilmesiyle

hesaplanmustir.

EA(IU/mL)=(ODg34p/dakika)x(1/e340)x(seyreltme faktorii)

€= Séniimleme Katsayist CDNB igin 9,60 nM™.cm™ dir.

Elde edilen sonuglar ise Gaphpad Prism 6.0 programi yardimiyla analiz edilmis ve

oziitlerin % inhibisyon oranlar1 ve 1Csodegerleri hesaplanmuistir.

3.2.11 Bitki oziitlerinin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesine etkilerinin
analizi

Bitki oziitlerin glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini
belirtmek amaciyla GPx enzim aktivite tayini, glutatyon rediiktaz (GR) igeren indirek
Ol¢lim metoduyla gergeklestirilmistir. Bu metotta GPx etkisiyle glutatyon ve hidrojen
peroksitin su ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) doniisli sonrasinda agiga ¢ikan GSSG
irtin miktarina bagl olarak GR’1n NADPH molekiiliiniin NADP’ye oksidasyonu 340
nm’de takibe alinmistir (Plaben vd. 1982).
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Tiim deney islemleri 96 kuyulu mikroplakada ve her bitki 6rnegi i¢in duplike olarak
gerceklestirilmistir. Bitki 6ziitlerin en yiiksek dozu 23.81 pg/mL ve en diisiik doz 1.48
pg/mL olmak tizere stok soliisyonlar1 1:2 oraninda DMSO ile seri seyreltmeyle
hazirlanmistir. Oziitlerin GPx enzim aktivitesine olan etkilerinin tespiti i¢in her bitki
ornegine karsilik Kor ve enzim kontrolii hazirlanmistir. 5 pL Kor, enzim kontrolii
(sadece DMSO) ve bitki 6rnegi iceren kuyulara sirayla 36 pL 0.5 mM’lik EDTA igeren
Tris.HCI (pH=8.0) tamponu, 2uL si1g1r karaciger dokusundan elde edilen sitozol (0.9282
mg/mL) (enzim kontrolu hari¢), 5 pL glutatyon rediiktaz (20U/mL) enzimi, 20 uL
20mM’lik GSH, 5 pL 10mM’lik NADPH c¢o6zeltisi ve en son 120 pL. 10mM’lik H,0;
iceren Tris.HCI tamponu eklenerek karigimin toplam hacmi 200 pL’ye tamamlanmaistir.
Karisim karistirildiktan hemen sonra 340 nm’de optik dansitedeki (ODsg0) diisiis, 5
dakika siiresince takibe alinmistir. Enzim aktivitesi ise deneysel verilerin asagidaki

formiile yerlestirilmesiyle hesaplanmistir.
EA (IU/mL)=(0OD340/dakika)x(1/e340)*(seyreltme faktorii)

NADPH i¢in 340 nm’deki soniimleme katsayisi (e340)0,00622 nM™t.cm? olarak

alinmistir.

Elde edilen sonuglar ise Graphpad Prism 6.0 programi yardimiyla analiz edilmis ve

oOziitlerin % inhibisyon oranlar1 ve ICsodegerleri hesaplanmuistir.

3.2.12 Bitki oziitlerinin katalaz (KAT) enzim aktivitesine etkilerinin analizi

Bitki oOziitlerinin katalaz (KAT) enzim aktivitesi ilizerindeki etkilerini belirlemek
amactyla katalaz aktivite tayini, bu enzimin hidrojen peroksiti suya katalizledigi
reaksiyonun spektorofotometrik olarak 520 nm’de okunup, peroksit miktarindaki
diismeye baglh olarak goriilecek absorbanstaki azalmanin takibiyle gergeklestirilmistir
(Aebi 1984).

Deney islemleri iki asamadan olusmustur. Ilk asamada her bitki &ziitiinden 2uL

oraninda alinmis ve mikroplaka kuyucuklarina konulmustur. Bitki 6ziitlerinin en yiiksek
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dozu D.tenuifolia ve R.lutea yaprak oziitleri i¢in 11.90 pg/mL iken R.lutea ¢igek Oziitii
icin en yiiksek doz 5.95 pg/mL’dir. En diisiik doz hepsinde ayni olmak iizere 0.186
ng/mL stok soliisyonlar1 1:2 oraninda DMSO ile seri seyreltmeyle hazirlanmistir. Sonra,
Kor ve 0ziit igeren kuyulara sirasiyla 100.1 U/mL katalaz enziminden 20uL, 50mM’lik
fosfat tamponundan 28 pL ve 10 mM’lik H,O; ¢ozeltisinden 50 pL eklenerek 2 dakika
inkiibasyona almmustir. Inkiibasyon sonrasi karistma 50 pL 15 mM’lik NaNj ilave
edilmis ve 5 dakika karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Ikinci inkiibasyondan sonra ve
deneyin ikinci asamasinda her karigimdan 5’er pL Ornek alinmis ve yan kolondaki
kuyulara konulmustur. Konulan karigimin tizerine 255 pL kromojen karisimi eklenmis,
boylece toplam hacim 260 uL’ye tamamlanmistir. Kromojen karisimi ayni giinde
kullanmak amaciyla 4-AP, DHBS ve HRP enziminden (1 mL:1mL: 1uL) olusturularak

hazirlanmstir.
Karigim iyice karistirildiktan sonra karanlik ortamda 40 dakika inkiibasyona

brrakilmstir. 1nk1'ibasyon sonrasi, ortamda kalan H;O, ile kromojen arasinda olusan

reaksiyonda ortaya ¢ikan pembe renk 520 nm dalga boyunda mikroplakada okunmustur.

Bu iglemler her bitki 6ziitii i¢in ayr1 ayr1 ve dublike olarak yapilmistir. Enzim aktivitesi

asagida sunulan formiile yerlestirilerek hesaplanmstir.

EA(IU/mL)= (AH,0,/dakika) x (seyreltme faktorii)/ deney hacimi

Elde edilen sonuglar ise Gaphpad Prism 6.0 programi yardimiyla analiz edilmis ve

oziitlerin % inhibisyon oranlar1 ve |Csodegerleri hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Bitki Oziitlerinin Verimleri

Diplotaxis tenuifolia, Reseda lutea ve Eryngium campestre tiirlerinden elde edilen

metanollii 6ziitlerin % verimleri ¢izelge 4.1’de sunulmustur.

1zelge 4.1 Bitki 6zitlerinin (%) verimleri
Cizelg

Bitki Familyasi Bitki Adi Bitki Kisimlari Verim ( %)
Brassicaceae Diplotaxis tenuifolia Yaprak 13.02
Resedaceae Reseda lutea Cigek 10.15
Yaprak 6.02
Apiceae Eryngium campestre Cicek 5.275
Yaprak 6.72

Oziitleme ¢alismasinda elde edilen bulgulara gére en yiiksek verim Diplotaxis
tenuifolia min yapragindan elde edilmistir. En diisik verim ise Reseda lutea’nin

yapragindan elde edilmistir.

4.2 Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lar1

4.2.1 Disk difiizyon yontemi ile pozitif ve negatif kontrollerin sonuclari

Antibiyotiklerden; Ampisilin, Gentamisin, Stroptomisin ve Tetrasiklin pozitif kontrol
olarak, DMSO ve metanol ise negatif kontrol olarak disk difiizyon yonteminde standart
bakteri suslarina karsi test edilmistir. Pozitif kontrollerden elde edilen sonuglar ¢izelge

4.2’de sunulmustur.
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Cizelge 4.2 Antibiyotiklerden elde edilen pozitif kontrol sonuglar1

Standart Antibiyotikler

Mikroorganizmalar i . . -
g Ampisilin Gentamisin Streptomisin | Tetrasiklin

Inhibisyon Zon Cap1 (mm)

Bacillus subtilis,
ATCC-6633 30 18 25 13

Candida albicans,
ATCC-10231 - - ; -

Escherichia coli,
ATCC-25922 20 - 23 35

Pseudomona aeruginosa,
ATCC-27853 - 15 15 20

Staphylococcus aureus,
ATCC-25923 20 30 20 13

Ayrica, negatif kontrolde kullanilan DMSO ve metanoliin hi¢bir mikroorganizma susu

tizerinde inhibisyon etkisi goriilmemistir.

4.2.2 Bitki oziitlerinin disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite tayini
sonuclari

Bitki Orneklerinden elde edilen metanollii 6ziitlerin disk difiizyon yontemi ile
mikroorganizmalar {izerinde gosterdigi inhibisyon etkileri ¢izelge 4.3’de verilmistir.
Diplotaxis tenuifolia’min ¢iceginden, Reseda lutea ve Eryngium campestre ‘nin gigek ve
yapragindanelde edilen metanollii 6ziitlerin antimikrobiyal aktivitesi, 2 adet Gram (+)
(B.subtilis ve S.aureus), 2 adet Gram (-) (E.coli ve P.aeruginosa) bakterileri ile bir adet

maya (C.albicans) susu olmak iizere toplam 5 adet mikroorganizma iizerinde
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incelenmistir. Sonuglara gdére her bir bitki 6ziiti en az bir mikroorganizma susu

tizerinde inhibisyon etki gostermistir.

Cizelge 4.3 Bitki oziitlerinin antimikrobiyal aktivite sonuglar

Bitki Ornekleri Mikroorganizmalar
Bitki B. subtilis | C. albicans E.coli | P.aeruginosa | S.aureus
Bitki Ad1
Kismm
inhibisyon Zon Capi (mm)
Diplotaxis
o yaprak 10 - 13 - 12
tenuifolia
Cicek - - - 10
Reseda lutea
Yaprak Cok hafif | - 10 13 13
Eryngium Cigek 7 - - - 10
campestre Yaprak - - - 8 8

4.3 Bitki Oziitlerin Toplam Protein Tayini

4.3.1 Kalibrasyon egrisi

Bitki oziitlerinin toplam protein miktar1 Lowry yontemine gore belirlenmis olup sekil
4.1°deki kalibrasyon egrisine gore hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin ¢izilebilmesi

icin sigir albumin serum (BSA)’dan hazirlanmig, farkli konsantrasyonlarda

soliisyonlardan elde edilen absorbans degerlerine gore ¢izilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Protein tayini i¢in elde edilen absorbans degerleri

BSA Konsantrasyon (mg/mL) Absorbans Degerleri (600 nm)
0 0 0
0.1 0.285 0.283
0.15 0.377 0.371
0.2 0.426 0.425
0.5 0.826 0.822

BSA Kalibrasyon Egrisi

0.9

0.7

0.6

05 y = 1,5406x + 0,0875
R = 0,9594

0.4 ./!/

03

0.2

Absorbans (600nm)

0.1

0 . T T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.1 Toplam protein tayini icin BSA standart egrisi grafigi
4.3.2 Bitki oziitlerinin protein miktar:
Tez calismasinda kullanilan bitkilerden elde edilen metanollii Oziitlerin protein

miktarlar1 Lowry yontemine gore belirlenmistir. Elde edilen veriler cizelge 4.5°te

sunulmustur.
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Cizelge 4.5 Bitki oziitlerinin protein miktar1

Bitki Adx Bitki Kisimlar Protein Miktar1 (mg/mL)
Diplotaxis tenuifolia Yaprak 21.29
Reseda lutea Cigek 33.74
Yaprak 17.74
Eryngium campestre Cicek 15.95
Yaprak 13.93

Gozlemlenen sonuglara gore, Reseda lutea’nin ¢igeginden elde edilen oziit 33.74
mg/mL oraninda icerdigi protein miktar1 ile incelenen bitkiler arasinda en yiiksek
protein miktarini igerirken, Eryngium campestre’nin yapragindan elde edilen 6ziit 13.93
mg/mL oraninda igerdigi protein miktar1 ile en diisiik protein icerikli 6ziit olarak

belirlenmistir.

4.4 Bitki OziitlerininToplam Fenolik Madde Tayini
4.4.1 Kalibrasyon egrisi

Bitki 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi Folin-Ciocalteu (FCR)
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu yontem ile bitki Oziitlerinin toplam fenolik
madde iceriklerinin tayini i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisinde, standart olarak ¢esitli gallik
asit ¢ozeltileri kullanilmistir. Kalibrasyon egrisine ait olan absorbans degerleri ¢izelge

4.6’da, ¢izilen standart grafigi sekil 4.2°de sunulmustur.

Cizelge 4.6 Fenolik madde tayini i¢in elde edilen absorbans degerleri

Ana T&r;s/mt_r)asyon Final iﬁ]n;/ﬂtl_r)asyonu Absorbans (750 nm)
0 0 0
0.05 2,381 0.335
0.1 4,762 0.489
0.2 9,524 0.805
0.4 19,048 1.508
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Gallik asit Kalibrasyon Egrisi

1.8

1.6

1.4 /
€ 12
§ 1 y = 3,593x + 0,0885
= / R2 = 0,989
., 08
g
S 06
£ >
2 0.4 Py
< 02

0 ‘ T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.2 Toplam fenolik madde tayini icin gallik asit standart egrisi grafigi
4.4.2 Bitki oziitlerinin toplam fenolik madde miktari
Calismada kullanilan bitki 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktarlar sekil 4.2°deki
kalibrasyon egrisi yardimi ile hesaplanmis ve elde edilen deneysel veriler ¢izelge 4.7°de

verilmistir. Elde edilen verilere gore Diplotaxis tenuifolia’nin yapragmin en yiiksek,

Reseda lutea’ningigegi ise en diisiik fenolik madde miktarina sahip oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.7 Bitki 6ziitlerinin toplam fenolik madde miktar

Bitki Ad1 Bitki Kisimlar Fenolik madde Miktari
(mg/mL)
Diplotaxis tenuifolia Yaprak 144.49
Cigek 109.01
Reseda lutea

Yaprak 133.52
Cicek 109.62

Eryngium campestre
Yaprak 116.69
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4.5 Bitki Oziitlerinin Toplam Flavonoid Madde Tayini

4.5.1 Kalibrasyon egrisi

Bitki 6ziitlerinin toplam flavonoid madde tayini aliiminyiim kloriir klorometrik yontemi
ile belirlenmistir. Bitki Oziitlerinin toplam flavonoid madde tayini i¢in c¢izilen
kalibrasyon egrisinde, belirli konsantrasyonlarda hazirlanmis standart kuersetin
cozeltilerinden elde edilen absorbans degerleri kullanilmistir. Kalibrasyon egrisine ait

absorbans verileri ¢izelge 4.8’de, kalibrasyon egrisi grafigi sekil 4.3’de sunulmustur.

Cizelge 4.8 Toplam flavonoid madde tayini i¢in elde edilen absorbans degerleri

Ana Konsantrasyon Final Konsantrasyon Absorbans
(ng/mL) (ng/mL) (415nm)
0 0 0
25 2.5 0.249
50 5 0.363
100 10 0.611
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Kuersetin Kalibrasyon Egrisi

0.7
0.6 ]

0.5

0.4
/ y = 0,0585x + 0,05
0.3 R? =0,9675

0.2

0.1

Absorbans (415nm)

0 L T T 1
0 5 10 15

Konsantrasyon (ng/mL)

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

4.5.2 Bitki oziitlerinin toplam flavonoid madde miktar:

Calismada kullanilan bitki 6ziitlerinin toplam flavonoid madde miktarlar1 sekil 4.3’ deki
kalibrasyon egrisi grafigi yardimiyla hesaplanmis ve elde edilen deneysel veriler ¢izelge
4.9’da verilmistir. Elde edilen verilere gore Diplotaxis tenuifolia’nin yapraginin en
yiiksek, Reseda lutea’nun ¢ig¢eginin ise en diisiik flavonoid madde miktarina sahip

oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.9 Bitki oziitlerinin toplam flavonoid madde miktari

Bitki Ad1 Bitki Kisimlari Flavonoid madde miktar:
(ng/mL)
Diplotaxis tenuifolia Yaprak 250.485
Reseda lutea Cicek 78.724
Yaprak 196.809
Eryngium campestre Cicek 110.589
Yaprak 108.372
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4.6 Bitki Oziitlerinin Glutatyon-S-Transferaz Enzimi Uzerinde Olan Etkileri

Sigir karaciger dokusundan kismen saflastirilan GST enziminin aktivitesi, 340 nm’de
CDNB-GSH konsantrasyonundaki artigsa bagli olarak Olgiilmiistiir. Bitki o6ziitleri
olmadan, sadece GST enziminin olusturdugu aktivite degerleri 0.7826 mg/mL enzim
icin Olciilen 1.721 pumol/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger % 100 enzim
aktivitesi olarak kabul edilmis ve bitki 6ziitlerinin GST enzim aktivitesi lizerine etkileri
bu degerle kiyaslanarak belirlenmistir. GST enzim aktivite egrisi sekil 4.4’de

gosterilmistir.

GST enzim aktivitesi hesaplandiktan sonra, Diplotaxis tenuifolia’nin yapragi, Reseda
lutea’nin ve Eryngium campestre’nin ¢igek ve yaprak oOziitlerinin GST enzim
aktivitesine olan etkileri ¢aligilmistir. %100 enzim aktivitesine dayanilarak enzimin
inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Cizilen egim grafikleri, 6ziit konsantrasyonlarinin
% inhibisyon degerlerine karsilik gelen doz-cevap egrilerilerinin ¢izildigi grafikler sekil
4.4-4.8’de gosterilmigtir. Ayrica bitki oziitlerinin GST enzimi {lizerindeki % inhibisyon

degerleri karsilastirilmali olarak ¢izelge 4.10 ve sekil 4.9°da sunulmustur.

Sekil 4.4’de Diplotaxis tenuifolia bitki yapragindan elde edilen 6ziitiin en yiiksek dozu
kullanildiginda en fazla % 28 inhibisyon yaptig1 goriilmektedir.1Cso degeri, 1.21 ng/mL

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.4 D.tenuifolia (L.) DC. yaprak 6ziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi
tizerine olan etkisi

Sekil 4.5 - 4.6’da Reseda lutea bitki ¢igegi ve yaprak Oziitlerinin en yiiksek dozlart
kullanilmis ve sirasiyla en fazla %64 ve %30 inhibisyon gosterdikleri bulunmustur.
Yine ICsodegerleri sirasiyla 0.149 pg/mL ve 0.403 pg/mL’dir. Bulunan veriler
dogrultusunda Reseda lutea c¢icek Oziitiiniin iyi bir GST inhibitéri oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.5 R.lutea L. bitki ¢igegi Oziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi
tizerine olan etkisi
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Sekil 4.6 R.lutea L. bitki yapraginin 6ziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi
tizerine olan etkisi
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Eryngium campsetre bitki ¢igegi ve yaprak oziitlerinin doz-cevap egrisi sekil 4.7- 4.8’de
gbzlemlenmis ve sirasiyla en yiiksek dozda en fazla %50 ve %30 oraninda GST enzimi
inhibisyonu yaptiklart gosterilmistir. 1Csodegerleri ise sirasiyla 0.36 ug/mL ve 1.22
pug/mL olarak bulunmustur. Bulunan sonuglar Eryngium campestre bitkisinin ¢igek

Oziitlinlin iyi bir GST inhibitorii oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.7 E. campestre L. bitki ¢i¢egi Oziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesi
iizerine olan etkisi
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Sekil 4.8 E. campestre L. bitki yaprak oziitiiniin glutatyon-S-transferaz enzim
aktivitesi iizerine olan etkisi

Cizelge 4.10 Bitkioziitlerinin GST enzimi iizerinde doza bagli % inhibisyon degerleri

Bitki Oziitlerinin GST Enzimi Uzerinde Doza Bagh % Inhibisyon Degerleri
DOZ(pg/mL) D.tenuifolia R.lutea R.lutea | E.campestre E.campestre
yaprak cicek yaprak cicek yaprak

23.81 28 64 30 50 30
11.90 19 52 20 38 19
5.95 10 40 17 27 10
2.97 6 29 11 15 2
1.48 8 19 10 11 5
0.74 5 12 6 7 3
0.37 1 6 3 4 -
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% Inhibisyon

GST Enzimi Uzerinde Doza Bagh % Inhibisyon Grafigi

70 m_D.tenuifolia y.
M R.lutea ¢.
60
M R.lutea y.
50 -E.campsetre ¢
E.campestre y.
40 4 y
30
20
0
23.8 11.9 5.95 2.97 1.48 0.74 0.37

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.9 Bitki 6ziitlerinin GST enzimi tizerindeki doza bagli % inhibisyon grafigi
4.7 Bitki Oziitlerinin Glutatyon Peroksidaz Enzimi Uzerine Olan Etkileri

Sigir karaciger dokusundan saflastirilan GPx enzim aktivitesini belirtmek amaciyla GPx
enzim aktivite tayini, glutatyon rediiktaz (GR) iceren indirek Ol¢iim metoduyla
gerceklestirilmistir. Bu metotta GPx etkisiyle glutatyon ve hidrojen peroksitin, suya ve
yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniisii sonrasinda agiga ¢ikan GSSG iirlin miktarina
bagli olarak GR’in NADPH molekiilinin NADP’ye oksidasyonu 340 nm’de
okunmustur. Bitki Oziitleri olmadan, yani sadece GPx enziminin olusturdugu aktivite
degeri 0.9282 mg/mL enzim igin dlgiilen 0.045mmol/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu
deger % 100 enzim aktivitesi olarak kabul edilmis ve bitki oziitlerinin GPx enzim

aktivitesi lizerine etkileri bu degerle kiyaslanarak belirlenmistir.
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GPx enzim aktivitesi hesaplandiktan sonra Diplotaxis tenuifolia’nin yapragi, Reseda
lutea min ve Eryngium campestre’nin gigek ve yaprak Oziitlerinin GPx enzim
aktivitesine olan etkileri calisilmistir. %100 enzim aktivitesine dayanilarak enzimin
inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Cizilen egim grafikleri, 6ziit konsantrasyonlarinin
% inhbisyon degerlerine karsilik gelen doz-cevap grafikleri sekil 4.10 - 4.14°de
gosterilmistir. Ayrica bitki kisimlarindan elde edilen oziitlerin GPx enzimi iizerinde
doza bagli % inhibisyon degerleri karsilastimali olarak ¢izelge 4.11 ve sekil 4.15°de

sunulmustur.

Diplotaxis tenuifolia bitki yaprak 6ziitliniin doz-cevap egrisi sekil 4.12 gosterilmis olup,
en yiliksek dozda maksimum %18 GPx enzimi inhibisyonu yaptigini, 1Csodeger ise 0.14

pg/mLolarak bulunmustur.
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Sekil 4.10 D. tenuifolia (L.) DC. bitki ¢icegi Oziitiiniin glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesi iizerine olan etkisi.

Sekil 4.11-4.12°de Reseda lutea bitki ¢igegi ve yaprak oOziitlerinin en yiiksek dozlar
kullanilmis ve ¢igek kisminin %16 inhibisyon yaptig1 gézlemlenirken, bitkinin yaprak
oziitii i¢in herhangi bir deger hesaplanamamistir. Reseda lutea bitkisinin gigcek dziitiiniin

ICs0 degeri ise 0.49 pg/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.11 R. lutea L. bitki ¢igek Oziitiiniin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi
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Sekil 4.12 R. lutea L. bitki yaprak oziitiiniin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi

Sekil 4.13 ve 4.14’de Eryngium campestre bitki ¢icegi ve yapragindan elde edilen

oziitlerin en yiiksek dozu kullanildiginda sirasiyla maksimum % 15 ve %13 inhibisyon
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oldugu goézlemlenmistir. Sirasiyla 1Cspdegerleri 2.31pg/mL ve 0.11 pg/mL olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.13 E.campestre L. bitki ¢igek oziitliniin GPx enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 4.14 E. campestre L. bitki yaprak o6ziitiiniin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi
iizerine etkisi
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Cizelge 4.11 Bitki oziitlerinin GPx enzimi lizerinde doza bagli % inhibisyon degerleri

Bitki Oziitlerinin GPx Enzimi Uzerinde Doza Bagh % Inhibisyon Degerleri
DOZ(ng/mL) D. tenuifolia R.lutea R.lutea E.campestre E.campestre
yaprak cicek yaprak cicek yaprak
23.81
18 16 - 15 13
11.90 11 11 - 16 4
5.95 10 11 - - -
2.97 6 7 - - -
1.48 0.6 6 - - -
20

GPx Enzimi Uzerinde Doza Bagh % Inhibisyon Grafigi

% Inhibisyon

23.8

11.9

5.95

2.97

Konsantrasyon (ug/mL)

1.48

u D.tenuifolia y.
M R.lutea ¢.
H E.campestre ¢.

E.campestre y.

Sekil 4.15 Bitki 6ziitlerinin GPx enzimi lizerinde doza bagli % inhibisyon grafigi
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4.8 Bitki Oziitlerinin Katalaz Enzimi Uzerinde Olan Etkileri

Bitki oziitlerinin katalaz (KAT) enzim aktivitesi lizerinde olan etkilerini belirlemek i¢in
diger enzim aktivite tayinlerinde oldugu gibi, katalaz aktivite tayini yapilmistir. Bu
enzimin hidrojen peroksiti suya katalizledigi reaksiyon spektorofotometrik olarak 520
nm’de peroksit miktarindaki diislise bagli olarak absorbsiyondaki goriilen azalmanin
takibiyle gerceklestirilmistir.Bitki 6ziitleri olmadan sadece KAT enziminin olusturdugu
aktivite degeri 4.53 mg/mL saf enzim icin Olgiilen 100.1 pmol/min/mL olarak
hesaplanmistir. Bu deger % 100 enzim aktivitesi olarak kabul edilmis ve bitki
oziitlerinin KAT enzim aktivitesi iizerine etkileri bu degerle kiyaslanarak belirlenmistir.
KAT enziminin aktivitesi sekil 4.16’da gosterildigi gibi H,O, kalibrasyon egrisine gore
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi i¢in HyO,-den hazirlanmis olan farkl
konsantrasyonlardan olusan soliisyonlardan elde edilen absorbans degerlerine gore

cizilmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 H,0; tayini i¢in elde edilen absorbans degerleri

H,0, H,0, Final
Konsantrasyon | Konsantrasyon Absorbans Degerleri (520nm)
(mM) (mM)
0 0 0 0
0.1 0.0096 0.0869 0.0861
0.2 0.0192 0.1422 0.1506
0.4 0.0384 0.2723 0.2609
0.8 0.0769 0.4942 0.6551
1.6 0.1538 0.9870 0.9929
3.2 0.3076 1.9444 1.8522
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H,0O, Kalibrasyon Egrisi y = 5.9771x + 0,054

2 /. R?=0,9901

O T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Absorbans (520 nm)

H,0, Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.16 H,0; kalibrasyon egrisi

KAT enzim aktivitesi hesabi yapildiktan sonra; Diplotaxis tenuifolia yaprak oziitii,
Reseda lutea ve Eryngium campestre ¢igek ve yaprak Oziitlerinin 6n tarama c¢aligmasi
yapilmigtir. Yapilan bu 6n tarama sonucunda sadece Diplotaxis tenuifolia bitkisinin
yaprak oziiti ve Reseda lutea bitkisinin ¢igek ve yaprak oziitlerinin KAT enzim
aktivitesine olan etkilerine bakilmak iizere karar verilmistir. %100 enzim aktivitesine
dayanilarak enzimin inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Cizilen egim grafikleri, 6ziit
konsantrasyonlarinin % inhibisyon degerlerine karsilik gelen doz-cevap grafiginde
sadece R. lutea bitkisinin ¢igek Oziitiiniin KAT enzimine karsi inhibisyon etkisi
gosterilmis sekil 4.17°de gosterilmis olup ayrica bitki Oziitlerinin KAT enzimi
tizerindeki etkilerinin doza bagli % inhibisyon degerleri karsilastirmali olarak cizelge

4.13 ve sekil 4.18’de sunulmustur.
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Sekil 4.17 R.lutea L. bitki ¢i¢ek oziitiinlin katalaz enzim aktivitesi tizerine etkisi

izelge 4.13 Bitki o6ziitlerinin KAT enzimi lizerinde doza bagli % inhibisyon degerleri
g g y g

Bitki Oziitlerinin Katalaz Enzimi Uzerinde Doza Bagh % Inhibisyon Degerleri

DOZ D. tenuifolia R.lutea R.lutea
(ng/mL) yaprak cicek yaprak
11.90 9.94 - 11
5.95 10.12 13 10
2.97 10.18 4.2 9.75
1.48 10.49 1 9.25
0.74 10.86 5 10
0.37 10.43 3 9.80
0.186 10.55 - 9.70
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KAT Enzimi Uzerinde Doza Bagh % Inhibisyon Grafigi

14
m D.tenuifolia y.
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11.9 5.95 2.97 1.48 0.74 0.371 0.186
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.18 Bitki oziitlerinin KAT enzimi lizerinde doza bagli %inhibisyon grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerde bulunan sekonder metabolitlerin insan sagliginda kritik bir rol
iistlenebilecekleri ve o©nemli besin kaynagi olarak kullanilabilecekleri yapilan
aragtirmalarda kanitlanmistir. (Asami vd. 2003). Biitiin bitki metabolizmalarinda,
sekonder metabolit olarak bulunan ve bitkilerin kendilerini bazi zararlilara karsi
korumada rolleri oldugu diisiiniilen ¢ok sayida farkli nitelik ve miktarlarda gesitli
fenolik bilesikler bulunmaktadir (Saldamli1 2007). Hiicrelerde dogal metabolik yollarla
serbest radikaller olusmaktaancak olusan bu radikaller ortamdan antioksidan sistemler
araciligi ile kaldirildigindan, herhangi bir sitotoksite ortaya ¢ikmamaktadir. Ancak bu
isleyisin radikaller lehine bozuldugu durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya
cikmaktadir (Yen ve Wu 1999). Viicutta olusan bu serbest radikallere karsi bitkilerde
yaygin olarak bulunan fenolik bilesikler, son yillarda, bircok alanda insan sagligi

tizerine olan yararl etkilerinden dolayi biiyiik bir ilgi gormektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, Ankara’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan ve potansiyel
tibbi bitki olduklar1 olduklari1 bilinen Diplotaxis tenuifolia’nin yaprak kismi, Reseda
lutea ve Eryngium campestre’nin gicek ve yaprak kisimlarindan elde edilen oziitlerin
antimikrobiyal etkileri arastirilmis ve gesitli biyokimyasal 6zellikleri bazi antioksidan
enzimlerin (GST, GPx ve KAT) aktivitelerine olan etkileri araciligi ile incelenmistir.
Calismanin antimikrobiyal kisminda, metanol ile 6ziitlenen bitkilerin 5 farkli bakteri ve
maya susu lzerine olan etkileri incelenmis olup, yine bu Oziitlerin biyokimyasal
caligmalarinda toplam protein, polifenol ve flavonoid miktarlart invitro metodlar
kullanilarak tespit edilmistir. Ayrica c¢alismada, metanolle elde edilmis bu bitki
Oziitlerinin antioksidan savunma sistemlerinde gorev alan enzimler (GST, GPx ve KAT)

tizerine etkileri doz- cevap analizleri ile incelenmistir.

Tez c¢alismasinda, D.tenuifolia'min yapragi, R.lutea ve E.campestre c¢icek ve
yapragindan elde edilen metanollii 6ziitlerin Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli bakterileri ve bir maya susu olan Candida
albicans iizerine olan etkileri incelenmek iizere disk difiizyon yontemi kullanilmustir.

Bitki kisimlarindan elde edilen metanollii 6ziitler 5 pL ve 20 pL olmak {izere 6mm’lik
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disklere emdirilmistir. Yalniz, 5 pL 6ziit emdirilen hi¢ bir bitki 6rneginin diskleri
cevresinde Onemli 6lgiide zon gozlemlenememistir. Sonuglar incelendiginde her bir
bitki 6ziitii en az bir mikroorganizma susu iizerinde inhibitor etki gostermistir (Cizelge

4.3).

D. tenuifolia bitki yapragindan elde edilen 6ziitlerin antimikrobiyal aktivite sonuglari
cizelge 4.3’te goriildigi gibi, B. subtilis {izerinde 10 mm, E. coli {izerinde 13mm,
S.aureus lizerinde 12 mm zon ¢ap1 olusturdugu gozlemlenmistir. Bir maya susu olan
C.albicans tizerinde ise herhangi bir zon ¢ap1 olusturmamustir .D. tenuifolia ile ilgili az
antimikrobiyal ¢alisma olmakla birlikte, Rodriquez vd. 2005 yilinda yaptiklar
calismada D. tenuifolia bitkisinin yaprak, govde ve ¢icek kisimlarindan GC-MS metodu
kullanarak bazi nitril tiirevlerini izole etmislerdir. Bitkiden elde edilen nitril tiirevlerinin
cesitli funguslar {izerinde MIC metodu kullanarak test etmislerdir. Sonuglara
bakildiginda, D. tenuifolia’nin potansiyel anti-fungal kaynak olarak kullanilacag: tespit

edilmistir.

Ayni zamanda Atta vd. 2011 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada Diplotaxis cinsine
ait Diplotaxis harra bitkisinin metanollii 6ziitlerinin gram pozitif (Bacillus subtilis ve
Staphylococcus aureus) ve gram negatif bakterilere (Pseudomonas auregenosa,
Echerichia coli, Enterobacter sp, Salmonella typhi) kars1 ilimli antimikrobiyal aktivite

gosterdigini tespit etmiglerdir.

R.lutea bitkisinin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen 6ziitlerin antimikrobiyal
aktivite sonuglar incelendiginde (Cizelge 4.3), R.lutea ¢igek Oziitii sadece S.aereus
tizerinde 10 mm zon ¢ap1 olusurken, yaprak oziitii E.coli {izerinde 10 mm, P.aeruginosa
ve S.aereus iizerinde 13mm zon ¢ap1 olugsmustur. Bitki C.albicans tizerinde ise herhangi
bir zon ¢ap1 olusturmamistir. R. lutea ile yapilan diger literatiir arastirmalarina
bakildiginda, Kumarasamy vd. 2002 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda, i¢lerinde R. lutea
bitkisininde bulundugu toplam 21 tane, Iskogya’nin gesitli yerlerinden topladiklari
potansiyel tibbi bitkilerin, 3 farkli ¢dzgen (n-hekzan, diklorometan ve metanol) ile
tohumlarinin  Oziitlerini elde ederek, 11 adet patojenik bakteri susuna kars

antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Calismalarinda metot olarak MIC testi
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kullanmiglardir. Sonuglar degerlendirildiginde R.lutea bitkisinden elde edilen n-hekzan
ve diklorometan oOziitlerinin herhangi bir antimikrobiyal aktivite gdstermezken,
metanollii oziitlerin 6zellikle S.aureus susuna karsi yiiksek oranda direng gosterdigi

tespit etmislerdir. (MIC=0.0001 mg/ml).

E.campestre bitkisinin ¢icek ve yaprak oziitlerinin antimikrobiyal aktivite sonuglart
incelendiginde, bitkinin ¢igek 06ziitli sadece B.subtilis ve S.aureus iizerinde zon ¢ap1
gostermistir.. Degerler sirasiyla 7 mm ve 10 mm olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).
Bitkinin yaprak oziitii ise P. aeruginosa tizerinde ve S aureus tizerinde 8 mm ‘lik zon
capt olusmustur. E. campestre’nin ¢igek ve yaprak oOziitleri, C.albicans ftizerinde
herhangi bir zon ¢ap1 olugturmamistir. E. campestre ile ilgili diger ¢alismalarla sonuglar
Karsilastirildiginda Thiem vd. 2010 yilinda, igerisinde E.campestre 'nin de bulundugu {i¢
adet Eryngium tiiriiniin antimikrobiyal (antibakteriyal ve antifungal) aktivitelerini igeren
calisma yapmislardir. Calismalarinda bitkilerin etanol ile elde edilmis yaprak ve kok
Oziitlerinin, 2 tane bakteri susu (S.aerus, B.subtilis) ve 3 tane fungus
(C.albicans,A.niger, T.mentagrophytes) susu olmak iizere bu mikroorganizmalar
tizerindeki etkilerini MIC testini kullanarak arastirmislardir. Sonuglar incelendiginde
her ii¢ tiirde bakteri suslarina sadece S.aerus i¢in ¢ok hafif bir antimikrobiyal bir etki
gosterirken buna karsin, bu {i¢ tiiriin etanollii yaprak ve kok kisimlart funguslara karsi

(6zellikle T. mentagrophytes) yiiksek miktarda anti-mikotik etki gostermistir.

E.campestre hakkinda literatiirde ¢ok az antimikrobiyal aktivite ile ilgili bilgi
bulundugu i¢in yine ayni aileye (Apiceae) ait farkli tiirdeki Eryngium cinsi bitkilerinin

antimikrobiyal aktiviteleri karsilagtiriimistir.

Meot-Duros vd. (2008) Apiceae familyasina ait baska bir Eryngium tiiriiniin
(E.maritumum) metanollii yaprak oziitlerinin, 12 farkli bakteri susu ve 1 maya susu
izerinde, antimikrobiyal etkilerini MIC testi kullanarak incelemisler. Sonuglarinda ise
E.maritimum apolar fraksiyonundan elde edilmis O6ziitlerin toplam 9 mikroorganizmay1

inhibe ettigi gdzlemlenmistir.
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Marcetic vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada 2007 Nisan ayinda Dogu Sirbistan bolgesinden
topladiklar1 yine Apiceae familyasina ait olan Eryngium palmatum tiiriiniin methanol ve
kloroform kullanarak elde ettikleri ¢icek ve yaprak oziitlerini MIC testi kullanarak 8
farkli bakteri susu ve 1 tane maya susu lizerinde etkilerine bakmiglardir. Sonug¢ olarak
ozellikle metanollii 6ziitlerin yiiksek seviyede antimikrobiyal aktivite (3.5-15.6 pg/mL
araliginda) gosterdigi tespit edilmistir.

Tez calismasinda antimikrobiyal ¢alismalarin sonucunda,en disiik aktivite
E.campsetre’nin ¢iceginden hazirlanan Oziitte gozlemlenmistir. E.campsetre’nin
ciceginden elde edilen 6ziit sadece B.subtilis {izerinde 7 mm’lik zon olusturarak en
diisiik antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Ayrica antimikrobiyal deneylerde kullanilan
ve tek maya susu olan C.albicans tizerinde hi¢ bir bitki 6ziiti herhangi bir etki

gostermemistir. Yani C.albicans tiim bitki 6ziitlerine kars1 direng gostemistir.

Fenolik bilesikler, bitkilerde dogal olarak bulunan ve antioksidan 6zellige sahip ¢ok
onemli sekonder metabolitlerdir. Cogunlukla suda ¢oziiniir ve aromatik zincir halkasina
bagli bir veya daha fazla sayida hidroksil grubu igeren, basit fenolik bilesiklerden,
yiiksek oranda polimerize olmus ¢ok sayida fenolik maddeleri iceren genis bir gruptur

(Balasundram vd. 2006).

Tez caligmasinda bitki Oziitlerinin toplam protein madde miktar: tayini i¢cin Lowry
yontemi, toplam fenolik madde miktarini tespit etmek amaciyla Folin-Ciocalteu (FCR)
yontemi,toplam flavonoid madde tayini i¢in ise aliiminyiim kloriir klorometrik yontemi

kullanilmastir.

D. tenuifolia bitkisinin yaprak oziitiiniin toplam protein madde miktar1 21.29 mg/mL,
fenolik madde miktar1 144.49 mg/mL, toplam flavonoid madde miktari ise 250 pg/mL
olarak bulunmustur.D. tenuifolia yaprak oziitii toplam fenolik ve flavonoid madde
miktar1 bakimindan diger bitkilere gore en yiiksek icerige sahip oldugu tespit
edilmistir.D.tenuifolia bitkisi ile yapilan diger calismalara bakildiginda Martinez-
Sanchez vd. (2008) yaptiklar1 bir arastirmada, Brassicaceac familyasina ait {i¢ tiiriin

(Nastirtium officinale, Diplotaxis tenuifolia ve Eruca vesicaria), yapraklarinin toplam
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flavonoid, C vitamini igeriklerini ve antioksidan Ozelliklerini karsilastirmislardir.
Calismada flavonoid ve C vitamini igerikleri HPLC ile incelenirken, antioksidan
aktiviteleri ABTS, DPPH ve FRAP metotlar1 karsilastirmali olarak kullanilmistir.
Sonuglara bakildiginda, D.tenuifolia bitkisinde, kuersetin, kaemferol ve isohamnetin
flavonolleri bulunmus fakat ana flavonol olarak kuersetin tespit edimistir. C vitaminleri
ozellikleri incelenirken askorbik asit (AA) ve dehidroaskorbik asit (DHAA) standart
alinarak Olg¢lilmiis ve D. tenuifolia diger 2 bitkinin arasinda bir C vitamini igerigi
gostermistir. Calismanin sonununda arastirmacilar bitkilerdeki antioksidan o6zelligin
yapraklardaki flavonoid ve C vitamini igerikleri ile dogru orantili oldugunu sdylerek, D.

tenuifoia’nin iyi bir antioksidan 6zellik gosterdigini tespit etmislerdir.

Baska bir ¢alismada Conforti vd. 2010 yilinda italya’nin giineyinden topladiklar: ve
iclerinde D. tenuifolia bitkisininde bulundugu toplam 18 bitkinin toplam fenolik madde
miktari, antioksidan aktiviteleri ve NO inhibisyon 0&zelliklerini arastirmislardir.
Arastirmada fenolik madde igerikleri tespit edilirken Folin-Ciocalteu kimyasali,
Klorojenik asit ise standart olarak kullanilmigtir. Antioksidan aktivite tayininde DPPH
yontemi kullanilmistir. Arastirmanin sonuglar1 degerlendirildiginde D.tenuifolia’nin
hidroalkolik yaprak oziitlerinin fenolik madde igerigi 29.0 mg/g olarak tespit edilmis ve
diger bitkiler arasinda ¢ok diisiik bir deger olarak bulunmustur. DPPH analiz
sonuglarina bakildiginda D.tenuifolia’nin herhangi bir sonug goéstermedigi tespit
edilmistir. Calismada bitkilerin en iyi antioksidan kapasite Ozelliklerinin en yiiksek
polifenol icerikleri ile dogru orantili bir iliskide olduklar1 tespit edilmis.Bu sonuca gore
de D. tenuifolia’nin NO inhibisyonunun diger bitkilere gbre ¢ok az oldugu tespit

edilmistir.

Durazzo vd. 2013 yilinda yaptiklari ¢aligmada, D.tenuifolia bitkisini iki farkli kosulda
yetistirerek, C vitamini, karetenoid, antioksidan Ozelliklerini ve insan kolon
adenokarsinoma hiicrelerine (Caco-2) karsi anti-proliferatif etkisine bakmislardir.
Calismada karetenoid igerikleri Shapless ve arkadaslarinin kullandigr metod ile tespit
edilirken, C vitamini igerigi HPLC ile tayin edilmistir. Antioksidan kapasitesini
belirlemede ise FRAP yontemi kullanilmistir. Sonuglar degerlendirilginde D.tenuifolia

bitkisinin fitokimyasal icerikleri cevresel faktorlere karsi bagimli oldugu, iyi bir
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antioksidan o6zellige sahip oldugu, polifenol 6ziitlerinin apoptotik ve anti-proliferatif

etki gosterdigi bulunmustur.

Bennett vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, iginde D.tenuifolia’ninda bulundugu 4 bitkinin
ontogenetik agidan, glukosinat, flavonoid ve diger sekonder metabolitlerinin ayrintili
olarak profillerini arastirmiglar. Calismanin sounucunda bu dort bitkinin icerdigi bu
bilesiklerin, bitkininin yasina ve incelendigi kisima gore oldukca farkli sonuglar

gosterdigi tespit edilmistir.

R. lutea bitkisinin ¢i¢ek ve yaprak Oziitlerinin toplam protein madde miktari sirasiyla
33.74 mg/mL ve 17.74 mg/mL, fenolik madde miktari sirasiyla 109.01 mg/mL ve
133.52 mg/mL, toplam flavonoid madde miktar1 ise sirasiyla 78.72 pug/mL ve 196.81
ug/mL olarak bulunmustur.R. lutea ¢igek 6ziitiinde tespit edilen toplam protein miktari,
tez calismasinda incelenen diger bitki ve kisimlarina gore en yiiksek orana sahip oldugu
tespit edilmistir.Yapilan diger ¢aligmalara bakildiginda, Tawaha vd. (2007) yaptiklari
bir ¢alismada igerisinde R.lutea bitkisininde oldugu cesitli bitkilerin kisimlarini toz
haline getirerek sulu ve metanollii oziitler elde etmislerdir. Calismalarinda bitkilerin
toplam antioksidan aktivitelerini, ABTS metodu ile belirlerken, toplam fenolik madde
igeriklerini  Folin-Ciocalteu kolorimetrik metodu (standart olarak gallik asit
kullanilmustir) ile tespit etmislerdir. Calismanin sonuglarinda R.lutea bitkisinin toplam
antioksidan aktivitesi sulu ve metandllii 6ziitleri sirasiyla 70.8 ve 116.0 umol TEu/g
bulunurken, toplam fenolik madde igerigi sulu ve metandllii 6ziitlerin sirasiyla 17.7 ve

15.1 mg GAE/g olarak bulunmusgtur.

Literatiir taramalarinda, R. lutea bitkisi ile ilgili toplam protein, fenolik ve flavonoid
madde igerigi ile ilgili kisitli bilgi oldugundan dolayi, R. lutea bitkisi ile yapilan diger

biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar: arastirilmistir.

Bedoya vd. 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada igerisinde R.lutea bitkisininde bulundugu
15 tibbi bitkinin etanol ve sulu ¢ozeltileri ile hazirladiklart o6ziitlerin anti-HIV
aktivitelerine bakmuslardir. Ozellikler R.lutea bitkisinin sulu ¢dzeltisinin giiclii anti-HIV

ozellikte oldugu tespit edilmistir.
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Radulovic vd. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada R. lutea bitkisinin kok, ¢icek ve meyve
kisimlarinin insan A375 melanoma ve MRCS5 fibroblast kanser hiicrelerinin tizerindeki
sitotoksik etkilerine bakmuslardir. Ozellikle R .lutea kok ve ¢icek kisimlarmin giiclii

sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

E. campestre bitkisinin ¢icek ve yaprak Oziitlerinin toplam protein madde miktar
strastyla 15.95 mg/mL ve 13.93 mg/mL, fenolik madde miktar1 sirastyla 109.62 mg/mL
ve 116.69 mg/mL, toplam flavonoid madde miktar1 ise sirasiyla 110.59 pg/mL ve
108.37 pg/mL olarak bulunmustur.E. campestre ile ilgili yapilan c¢alismalara
bakildiginda Suciu ve Parvu (2012) calismalarinda 3 farkli eryngium tiirtinden
(E.planum, E.campestre, E.maritimum) elde ettikleri %70’lik etanollii Oziitlerin
farelerde akut inflamasyon da nasil rol aldiklarini karsilastirmali olarak arastirmislardir.
Fareler oncelikle 3 gruba ayrilmis ve bu {i¢ gruba {i¢ farkli eryngium tiirii intraperitonel
yolla verilmistir. Bunun Oncesinde farelere inflamasyonu arttirici ‘turpentine oil’
bilesigi yine aymi yolla enjekde edilmis. Sonuglar degerlendirildiginde farelerin kan
degerlerinde, serum nitrit-nitrat, toplam oksidadif durum (TOS), toplam antioksidan
aktivite (TAR), oksidatif stres indeksi (OSI) ve toplam I6kosit sayr degerlerine
bakilmistir. Tiim bitki 6ziitleri 6nemli derecede oksidadif stresi azalttigi ve etkili bir

anti-inflamatuar ajan olduklar1 yapilan ¢alismada gosterilmistir.

Tez ¢alismasinda kullanilan bitkilerin, toplam protein, fenolik ve flavonoid madde
igeriklerinin sonuglar1 karsilagtirildiginda en yiiksek protein miktar igerigi 33.74 mg/mL
ile R.lutea bitki ciceginde tespit edilmisken en diisiikk protein miktari ise 13.93 mg/mL
ile E.campestre yaprak oziitinde tespit edilmistir.En yiiksek fenolik madde igerigi ise
144.49 mg/mL ile D.tenuifolia yaprak oziitiinde tespit edilirken en diisiik fenolik
madde igerigi R.lutea gicek oziitiinde ve 109.01 mg/mL olarak bulunmustur.En yiiksek
toplam flavonoid madde miktar1 250.485 pg/mL ile D.tenuifolia yapraginda
gozlemlenirken, en diisiik toplam flavonoid miktar1 ise 78.724 pg/mL ile R.lutea yaprak

Oziitiinde bulunmustur.

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri, insan viicudunda hiicre metabolizmasi

sirasinda, yan iiriinler gibi siirekli olarak tiretilirler. Bu zararli yan tirlinler eger hizl bir

65



seklide ortamdan uzaklastirilmasi ise DNA, proteinler ve lipitler gibi fonksiyonel
makromolekiillerde oksidatif hasara neden olurlar (Apel ve Hirt 2004). ROT’larin
zararl etkilerine kars1 kendilerini korumak i¢in, tiim hiicre kompartanlarinda ve ayrica
ekstraseliiler kisimda fazla olan ROT’lara karsi, acorobik organizmalar ¢esitli savunma
ve korunma mekanizmalart gelistirmislerdir (Jakobisiak vd. 2003). Normal fiziyolojik
sartlarda olusan hiicre i¢i ROT’larin detoksifikasyonu antioksidan savunma sistemi
tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu sistem bilindigi gibi GST, GPx ve KAT gibi
antioksidan enzimleri kapsamaktadir. Hiicresel ROT diizeyindeki artisin  hiicre
dongiisiinii  yavaglatmasi  sebebiyle kanser kemoterapdtiklerinin — etkinliklerini
disiirdiigii, kaspaz aktivitesinin inhibisyonunu yaparak ve Oliim reseptorlerini
inaktiflestirerek terapdtik aracilikli apoptozu engelledigi ve bunun sonucunda bazi
kemoterapoétiklerin etkinligini disiirdiigii gosterilmektedir (Conklin 2004). Yine yapilan
diger arastirmalarda antioksidan savunma sistemlerinde yer alan enzimlerin agiri
ekspresyonu, tiimor hiicrelerinde ¢oklu ilag direncine neden oldugu belirtilmistir
(Salinas ve Wong 1999, Zanden vd. 2003). Bundan dolayr kemoterapétik etki
mekanizmasi g6z oniine alinarak, ROT detoksifikasyon mekanizmasinin kontroliiniin ve
bu enzimlerin aktivitesini inhibitorler araciligi ile modiile etmek ilag ve dolayisiyla

tedavi etkinligini arttiracagi diistiniilmektedir.

D. tenuifolia, R. lutea ve E.campestre bitkilerinden elde edilen 6ziitlerin daha Gnce
antioksidan sistemlerde yer alan antioksidan enzimler iizerinde herhangi bir ¢alisma
yapilmamuistir. Bitki 6ziitlerinin GST, GPx ve KAT enzim aktiviteleri tizerine etkileri ilk

defa bu tez ¢alismasinda yapilmstir.

Tez c¢alismast kapsaminda kullanilan bitkilerin ¢esitli  kisimlarindan elde edilen
metanolli 6ziitlerin glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPy), katalaz
(KAT), gibi antioksidan savunma sistemlerinde yer alan enzimlerin aktivitlerine olan
etkileri arastirilmistir. Bu amacla bitki 6ziitlerinin konsantrasyonlar1 bitkilerin toplam
fenolik madde miktarina gore standardize edilmis olup % inhibisyon grafikleri
olusturularak degerlendirilmistir. Inhibisyon gosteren bitki &rnekleri oziitlerinin %
inhibisyon yapan konsantrasyonlart (ICsp), bu standardize degerler iizerinden pg/mL

olarak hesaplanmistir. Toplam fenolik bilesik miktarina goére konsantrasyonlart en
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yiikksek (23.81 pg/mL) ve en diisiik (0.186 pg/mL) olarak standardize edilmis, bitki

oOziitleri 1/2 oraninda 8 doza seyreltilmisti.

GST enzim deneyi ¢alismasinda, bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilmis Oziitlerin,
GST enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini incelenmistir. Habig vd. (1974) tarafindan
gelistirilmis metot, modifiye edilmis ve mikroplaka uygulamalar1 i¢in minyatiirize
edilmistir. Baslangigta, toplam fenolik madde miktarina gore standardize edilmis
konsantrasyonlar 7 dozda (0.372-23.81 pg/mL) hazirlanmistir. Mikroplaka diizeyinde
uygulamak amaciyla ilk olarak, bitki 6ziitleri olmadan sigir karacigerinden kismen izole
edilen GST enzimi, icerdigi protein miktarina gore 4.069, 5.94, 1.252 ve 0.782 mg/mL
olmak {izere enzim kalibrasyonu yapilmistir. Her protein konsantrasyon igin ayri ayri
grafik egrileri ¢izilmistir. Cizilen grafik sonuglarina gére en iyi enzim aktivitesi grafik
egrisi 0.782 mg/mL konsantrasyonuna ait oldugu igin tim GST deneyi boyunca
kullanilan sitozol miktar1 0.782 mg/mL olarak tespit edilmistir. Ayrica, bu deger i¢in
Olgiilen enzim aktivitesi 1.721 pmol/min/mLolarak hesaplanmistir. Budeger %100
enzim aktivitesi olarak kabul edilmis ve bitki 6ziitlerinin GST enzim aktivitesi iizerine

etkileri bu deger ile kiyaslanarak belirlenmistir.

Tez calismasinda kullanilan bitkilerin GST enzim deneyi sonuglari degerlendirildiginde
D. tenuifolia bitkisinin yaprak oziitii en yiiksek dozda en fazla %28 inhibisyon yaptigi
goriilmektedir, ICsp degeri ise 1.210ug/mL bulunmustur. R.lutea bitkisinin ¢igek ve
yaprak kisimlarindan elde edilen o6ziitteen yiiksek dozda sirasiyla %64 ve %30 GST
enzimi lizerine inhibitor etki gosterdikleri bulunmustur. Ayrica 1Csp degerleri sirasiyla
0.149ug/mL ve 0.403ug/mL olarak bulunmustur. E.campestre’nin ¢igek ve yaprak
kisimlarindan elde edilen oziitte sirasiyla % 50 ve % 30 oraninda GST enzim
inhibisyonu gosterdigi bulunmustur, 1Csp degerleri ise sirasiyla 0.36 pg/mL ve 1.22
pg/mL’dir.

GST enzim deneyi sonuglari, tez caligmasinda kullanilan bitkilerin kendi aralarinda
karsilastirildiginda R. lutea ve E. campestre bitkilerinin gigek 6ziitleri sirasiyla % 64 ve

% 50 inhibisyon orant ile iyi birer GST enzim inhibitorii oldugunu gostermektedir. Tez
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calismasinda en az inhibisyon, 1.210 pg/mL 1Csy degeri ile D.tenuifolia nin

yapragindan elde edilen 6ziitte gdziikmiistiir.

Calismada bitkilerin ¢esitli kisimlarindan elde edilen 6ziitlerin glutatyon peroksidaz
(GPy) enzim aktivitesi tizerindeki etkilerini tespit etmek amaciyla Plaben vd. (1982)
gelistirmis oldugu metot modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, ilk
olarak enzim kalibrasyonu yapmak i¢in sigir karaciger dokusundan kismen saflagtirilan
GPyx enzimi, igerdigi protein miktarina gore 5 dozda (0.464, 0.928, 1.856, 3.713 ve
7.426 mg/mL) kullanmilmistir. Her protein konsantrasyonu i¢in ayri1 ayr1 grafikler
cizilmigtir. Bu deger i¢in oOlgiilen enzim aktivitesi 0.045 mmol/min/mL olarak
hesaplanmistir. Bu deger %100 enzim aktivitesi olarak kabul edilmis ve bitki

oziitlerinin GPyx enzim aktivitesi iizerine etkileri bu deger ile kiyaslanarak belirlenmistir.

Bitki 6ziitlerinin GPy enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla deneyde
toplam fenolik madde miktarina gére standardize edilmis konsantrasyonlardan 5 doz
(23.81- 1.48 pg/mL) kullanilmistir. GPx enzim aktivite tayini, glutatyon rediiktaz (GR)
iceren indirek Ol¢im metoduyla gerceklestirilmistir. Calismada GPy enziminin
substratlari olarak tanmnan hidrojen peroksit, kumil hidroperoksit ve tert-butil
hidroperoksit maddelerinin GPyx enzim aktivitesi {izerinde olan etkileri arastirilmistir.
Kullanilan her substrat i¢in ayr1 ayrt GPy enzim aktivite hesaplamasi yapilmistir. Elde
edilen sonuclarda, GPyx deneyinde kullanilmak {izere en 1iyi substratin kumil

hidroperoksit oldugu tespit edilmistir.

Tez calismasinda elde edilen doz-cevap egrilerinin sonuglari degerlendirildiginde,
D.tenuifolia bitki yapragindan elde edilen 6ziit 0.14 pg/mL ICsy degeri ile % 18
oraninda GPx enzim inhibisyonu yaptigi goziikmektedir .R. lutea bitkisinin ¢igek
oziitlinde en yiiksek dozda en fazla % 16 inhibisyon yaptig1 gézlemlenmistir, ICso degeri
ise 0.49 pg/mL ‘dir. R.lutea bitkisinin yaprak Oziitiinde herhangi bir GPx enzim
inhibisyonu goziikmemistir. E. campestre bitkisinin c¢icek ve yaprak Oziitlerinin
sonuglarina bakildiginda en yiiksek dozda en fazla sirasiyla % 15 ve % 13 GPx enzim
inhibisyonu yaptig1 bulunmustur. 1Csq degerleri ise sirasiyla 2.31 pg/mL ve 0.11 ng/mL

olarak tespit edilmistir.
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Tez calismasinda kullanilan bitkilerin GPx enzim deneyi sonuglari kendi aralarinda
karsilagtirildiginda en yiiksek GPx inhibisyonu D. tenuifolia yaprak oziitiiniin 0.14
pg/mL 1Cso degeri % 18 inhibisyon yaptigi, en diisiik GPx inhibisyonu ise E.campestre
yaprak oziitiinlin 0.11 pg/mL ICsy degeri ile % 13 inhibisyon yaptig1r goziikmektedir.
R.lutea bitki yaprak oziitinde ise GPx enzimi iizerine herhangi bir inhibisyon

gozlenmemistir.

Bitki Oziitlerinin katalaz enzim aktivitesi lizerindeki etkilerini incelemek amaciyla Aebi
(1997) tarafindan gelistirilmis metot modifiye edilmis ve mikroplaka uygulamalar1 i¢in
minyatilirize edilmistir. Calismada sigir karacigerinden elde edilen sitozoliin katalaz
enzimi igermedigi arastirma sonucunda bulunduktan sonra tiim deneylerde ticari olarak
temin edilen saf katalaz kullanilmistir. Calismanin devaminda bitki 6ziitlerinin katalaz
enzim aktivitesi tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in, toplam fenolik madde miktarina
gorebitki 6ziitlerinin en yiiksek dozu D.tenuifolia ve R.lutea yaprak oziitleri i¢in 11.90
ug/mL iken R.lutea ¢igek Oziitii i¢in en yiiksek doz 5.95 ug/mL’dir. En diisik doz
hepsinde ayni olmak iizere 0.186 pg/mL stok soliisyonlar1 1:2 oraninda DMSO ile seri
seyreltmeyle hazirlanmistir Daha sonra substrat olarak kullanilan H,O; molekiiliiniin
kalibrasyonu yapilmstir. Ticari olarak temin edilen saf katalaz enzimi kromojen olarak

kullanilan 4.AP ve DHBS konsantrasyonlari ile kalibre edilmistir

Katalaz enzimi ¢alismasinda, Oncelikle bitkilerin ¢esitli kisimlarindan elde edilen
Oziitlerin On taramasi yapilarak hangi Oziitleri kullanicagimiz tespit edilmistir. Bu
tarama sonucunda, D.tenuifolia bitki yaprak 6ziitii, R.lutea bitki ¢icek ve yaprak kismi
katalaz enzim calismasinda kullanilmak iizere secilmistir. Doz-cevap egrilerine gore
sonuglar degerlendirildiginde D.tenuifolia bitkisi yaprak oziitii KAT enzimi iizerinde
yaklasik % 10 inhibisyon etki yaptigi saptanmistir. R.lutea bitkisinin ¢igek ve yaprak

oOziti ise sirasiyla % 13 ve % 11 inhibisyon gosterdigi kaydedilmistir.

Sonug olarak bitki floras1 bakimindan zengin olan iilkemizde, ayrica bir¢ogu endemik
olan bu bitkilerin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi ileride
birgok alanda biiylik 6nem tagimaktadir. Kanser gibi proliferatif hastaliklarda kullanilan

kemoterapoétiklerin etkinliklerini arttirmak ve tiimor hiicrelerinde yukarida bahsedilen
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nedenlerden dolay1 olusan ¢oklu direnci engellemek igin bitkiler gibi dogal kaynaklara
dayali bilesiklerin tespit edilmesi gerekmektedir. Sonraki ¢aligsmalarda bitki 6ziitlerinin
hedef fraksiyon ¢alismalar1 yapilip hangi molekiilin daha etkin olabilecegi

arastirilabilir.
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