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ABSTRACT

Determination of Cellular Antioxidant and Antiproliferation Activities of
Sideritis perfoliataExtracts on HeLa Cells

BAGLAMA, Gizem
Ms.C. in Biology
Supervisors: Assist. Prof. Dr. Mustafa PEHLIVAN
Assist. Prof. Dr. Onder YUMRUTAS
September 2018
44 pages

In this study, we aimed to determine anticancer and antioxidant activites of methanol
extact of Sideritisperfoliata (SPM). For this aim, doses in different concentration of
SPM were applied to determine thecell viability of HeLa cells by MTT method.
After administration of SPM, apoptosis was determined byAnnexine V and
propodium iodide staining. Cytokines IL6 and IL8 levels were determined
insupernatants which taken from tubes. Antioxidant activity of SPM was observed
with DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) and DNAnicking test systems. Some of
phytochemicals of SPM were determined by LC-MS-MS. SPM inhibitedproliferation
and induced apoptosis in HeLa cells. Although IL6 and IL8 levels were increased in
doses 25,50, 100 pg/ml, they were reduced in dose 200 pg/ml of SPM. SPM showed
the DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) scavengingactivity in a dose dependent
manner. DNA protection activity was observed in all of the doses. Quercetine,
acetohydroxycinnamic  acid, vanillic acid, resvaratrol, caffeic acid,
acetohydroxycinnamic acid, alizarinand salicylic acid were determined in SPM. As a
result, it can be said that SPM has an anticancer activition HeLa cervical cancer cells

through induction of apoptosis, and is a source of natural antioxidants.

Key Words: Sideritis perfoliata, antioksidant, apoptosis, antiproliferative effect



OZET

Sideritis perfoliata'min HeLa Hiicreleri Uzerine Hiicresel Antioksidan ve
Antiproliferasyon Aktivitelerinin Belirlenmesi

BAGLAMA, Gizem
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji
Tez Damsmanlari: Dr. Ogr. Uyesi Mustafa PEHLIVAN
Dr. Ogr. Uyesi Onder YUMRUTAS
Eyliil 2018
44 Sayfa

Bu calismada, Sideritisperfoliatametanol ekstraktinin (SPM) 'nin antikanser ve
antioksidan aktivitesini belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla, MTT (3- [4,5-
dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium bromide) ydntemi ile HeLa
hiicrelerinin ~ canliligim1  belirlemek  icin  farkli  konsantrasyonlardaektrakt
uygulanmistir. SPM uygulamasindan sonra apoptoz, Annexine V ve propodium
iodide boyama yontemi ile belirlendi. Tiiplerden alinan siipernatantlarda sitokinler
IL6 ve ILS8 seviyeleri belirlendi.DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ve DN Anicking
test sistemleri ile SPM'in antioksidan aktivitesi gozlendi. SPM'nin bazi
fitokimyasallart LC-MS/MS cihaz1 ile belirlenmistir. SPM, HeLa hiicrelerinde
proliferasyon ve uyarilmig apoptozu inhibe ettigi gozlenmistir.IL6 ve IL 8 seviyeleri
25,50, 100 ug / ml SPMdozlarinda artmis olmasina ragmen, 200 ug / ml dozunda
azaltilmistir. SPM’nin, DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)siipiirme aktivitesi doza
baglh bir sekilde artis gostermistir. Ayrica tim dozlarda DNA koruma aktivitesi
gbzlenmigtir. SPM'de kuersetin, asetohidroksisinnamik asit, vanilin asit, resvaratrol,
kafeik asit, asetohidroksisinnamik asit, alizarin ve salisilik asit belirlenmistir. Sonug
olarak; SPM'nin bir anti-kanser aktivitesi olan HeLa servikal kanser hiicrelerine

apoptozisi tesvik ettigi ve dogal bir antioksidan kaynagi oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Sideritis perfoliata, antioksidan, apoptoz, antiproliferatif etki
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BOLUM 1
GIRIS

Bitkilerle tedavi, insanlik tarihi kadareski bir iyilestirme yontemidir. Hatta hastalik
etmenlerinin insanlardan ¢ok Once de diinyada var oldugu kabul edilmektedir ki; bu
durum insanlarin hastaliklarla miicadelesinin insanlik tarihi ile birlikte basladig:
anlamini tagimaktadir. Milat dncesi devirlerden kalan tapinak ve mezarlarda bulunan
resimler ile kil tabletler insanlarin bitkilerden faydalanmaya o donemlerde
basladigin1 kanitlamaktadir. Ancak milat 6ncesi devirlere ait kesin kayit ve belgeler
mevcut olmadigindan bitkilerden faydalanma yontemleriyle ilgili bilgilere
ulagilamamaktadir. Bu bilgiler yasamlarina kirsal alanlarda teknolojiden ve diger
toplumlardan uzak olarak siirdiiren ilkel topluluklarin bitkileri kullanim bigimlerinin
incelenmesi ile elde edilmeye calisilmaktadir. Bu incelemeler arkeo-botanik veya
paleo-botanik aragtirmalar1 ile arkeolojik bulgularin sentezlenmesi yoluyla

netlestirilerek tahminler yapilmaktadir(Geng, 2010; Sahin-Yigit, 2014).

Tiim bu tahminler insanlarin bitkileri kullanmaya icgiidiileriyle davranan hayvanlari
gozlemleyerek basladig1 yoniindedir. Hastaliklar ve saglikli kalma durumu hakkinda
bilimsel herhangi bir bilgiye sahip olmayan insanlar hangi hastalikta hangi bitkileri
kullanacaklarima deneme yanilma yoluyla karar vermislerdir. Bu sekilde bitkilerin
potansiyel yarar ve zararlarini belirlerken dnce az bir miktar denemis daha sonra ise
kullanilip kullanilamayacaginin anlamak i¢in bitki miktarin1 artirilarak denemeleri
tekrarlamiglardir. Bu siiregte pek ¢ok insan zarar gormiis olsa da bitkilerin sifa amaci
ile kullanimlar1 6grenilmistir. Bu bilgiye sahip olan kisilere “sifac1” denilmis ve
sifacilarin edindikleri bilgiler daha sonraki nesillerdeki sifacilara aktarilarak

giiniimiize kadar ulasmistir (Geng, 2010; Kendir ve Giiveng, 2010).

Bitkilerin kullanimi gozlemler ve denemelerle yani bilimsel yontemlerin gelismesi
ile daha akilci bir faydalanmaya doniismiistiir (Karamanoglu, 1977; Arihan, 2003).
Antik donemlerde bitkilerin dogrudan kullanimi s6z konusu iken 19. yiizyilda kimya

bilimindeki gelismelerle bitkilerin ¢esitli etken maddelerinin i¢erdigi anlagilmis ve



bu etken maddeler ve etkilerini belirleme iizerine arastirmalar baslamistir (Ulus,
2011). 20. yiizyila gelindiginde ise, bitkilerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesi ve
bitkilere ait fitokimyasallarin oOziitlenerek tanimlamasi caligmalari hizlanmistir

(Yumrutas, 2011).

Diinyada tibbi ve baharat olarak kullanilan bitkilerin sayisinin 20.000 civarinda
oldugu Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan rapor edilmistir. Bugiin dogada
yetisen 300’e yakin bitki familyasindan yaklasik 1/3’{ ugucu yag asidi icermektedir.
Lamiaceae familyasina ait bitkilerdeki (Origanum, Thymus, Ocimum, Mentha,
Rosmarinus, Sideritis, Salvia) ugucu yaglar bazi mayalar ve bakterilerin gelisimlerini
engeller ve bu Ozelliklerinden dolayr yiyeceklerin dogal koruyucusu
konumundadirlar. Bitkilerden ekstraktlar hazirlanarak ilag olarak kullanilmast,
Cin’de M.O. 2700 yillarma kadar uzanmaktadir (Benli ve Yigit, 2005; Cenet vd.,
20006).

Giliniimiizde Cin, Hindistan, Japonya ve Pakistan gibi Asya iilkeleri basta olmak
iizere diinyada bir¢ok kisi hala gerek hastalik 6ncesi korunmada gerekse de hastalikla
miicadelede tedaviyi bitkilerde aramaya devam etmektedir (Cetin vd., 2012).
Bitkilere ulasimin ilaglara oranla daha kolay ve daha ucuz olmasi, hatta cogu zaman
dogrudan dogadan toplanarak yani higbir tiicret O0demeksizin kullanilabilmesi
bitkilerin tedavi i¢in tercih edilmesinin onemli nedenleri arasindadir (Araz vd.,
2012). Yan sira, bitkilerin yan etkilerinin ¢ok az olmasi yada hi¢ olmamasi,
mikroplarin bitkilerde mevcut olan etken maddelere dayanikli irklar olusturamamasi

gibi nedenler de sayilabilir (Giildag, 2009; Kirimer, 2010).

Son yillarda sentetik ilaglarin yan etkilerinin ¢ok olmasi ve bu etkilerin kolay tolere
edilemediginin anlagilmasi tibbi bitkiler ve etken maddelerine olan ilginin katlanarak
artmasina neden olmustur. Gilinlimiizde bitkisel maddelerin sentetik ilaglarin
baslangic maddesi ve modeli oldugu bilinmektedir. Ayrica bitkisel droglar sentetik
ilaglara oranla kullanildiktan sonra viicutta daha az birikmekte ve nadiren toksik etki
olusturmaktadir. Tiim bu sayilanlara ek olarak, sentetik ilaglarin yan etkilerinin
yaninda bitkilerden elde edilen droglarin ¢ok yonlii etkiye sahip olmasi da tibbi ve
aromatik bitkilerin kullanilmasi ve tiiketilmesindeki hizli artisin nedenleri arasindadir

(Yasar, 2005; Giildas, 2009; ilhan, 2011).



Tedavide kullanilan bitkisel kaynakli bilesiklerin %75 gibi biiyilk bir oranda
geleneksel halk ilaglarinin arastirilmasi ile kesfedilmis olmasi, bu alanda yapilacak
caligmalar1 6nemli kilmaktadir (Glirsoy ve Giirsoy, 2004, Oral, 2007). Ayrica bitkisel
droglarin tedavide etkin sekilde kullanilabilmeleri i¢in farmakolojik 6zelliklerinin,
toksik etkilerinin ve klinikteki etkilerinin ¢ok iyi belirlenmesi gerekmektedir
(Hacioglu, 2005). Bu baglamda halk tarafindan yaygin sekilde kullanilan bitkilerin
tagidiklar1 etken maddelerin ve biyolojik aktivitelerinin aragtirilmasi oldukca

Onemlidir.

Yer kiire lizerinde yaklasik olarak 1.000.000 civarinda bitki tiirliniin mevcut olugu
varsayllmaktadir. Bu bitkilerin yaklasik olarak yarisi isimlendirilmis ve bilim
diinyasina kazandirilmistir (Baytop, 1999). Kiiresel bitki c¢esitliligi tizerindeki bazi
tehlikelerin var olmasi ve bunun sonucunda bitki c¢esitliliginde giderek bir diisiis

yasanmast ile biyolojik ve ekonomik kayiplarin da beraberinde geldigi bilinmektedir.

Diinya iizerinde yaklasitk 250 cins ve 3000 tiir ile temsil edilen Lamiaceae
(Labiatae=Ballibabagiller) familyasi, en yiiksek endemizm oranina (%33) sahip
familyalardan biri olma 6zelligine sahiptir. Bu familya, Tiirkiye’de 45 cins ve 247’si
endemik olmak tizere 558 tir ile temsil edilmektedir (Davis vd., 1988; Giiner

vd.,2000).

Lamiaceae familyasi, tibbi ve aromatik 6zellige sahip ekonomik acgidan degerli pek
cok tiirli barindiran oldukga genis bir familyadir. Bu familyaya ait Sideritis, Salvia,
Thymus, Origanum ve Mentha cinsinden bir¢ok bitki tlirli halk arasinda yaygin

olarak ¢ay seklinde tiiketilmektedir.

Lamiaceae familyasina ait Sideritis cinsi, 150’den fazla tiir tarafindan temsil
edilmektedir. Bu cinse ait tiirler Bahama Adalari’ndan Bati Cin’e, Almanya’dan
Fas’a Kuzey Yarimkiire’nin 1liman ve tropikal bolgelerinde yayilis
gostermektedirler. Ancak, Sideritis tirleri 6zellikle Kanarya Adalari’ndan
Kafkasya’ya kadar olan bolgeyi icine alan Akdeniz Havza’sinda bulunmaktadir. Tiir
cesitliligi bakimmdan en yogun iilkeler Tiirkiye ve Ispanya’dir. Tiirkiye’de ise,
Marmara ve Ege Bolgeleri’nde hakim durumdadirlar (Aslan vd., 2006; Logoglu vd.,
2006; Giiveng vd., 2010).



Sideritis tiirleri tek yillik ya da ¢ok yillik, aromatik 6zellige sahip, otsu ya da kisa
calims1 formda tiirlerdir. Korolla ¢ogunlukla sari, nadiren beyaz ya da kirmizi ve
kaliksten daha kisadir. Sideritis tiirleri en iyi olarak giines alan yerlerde yetisirler ve
kurakliga uyum saglamislardir. Bu tiirlere kayalik yamaclarda ve otlaklarda, deniz
seviyesinden yaklasik 5-3000 m yiikseklerde rastlamak miimkiindiir. Besince fazla
zengin olmayan biraz alkali topraklarda yetismektedirler ((a)Davis, 1982; (b)Davis
vd., 1988).

Sideritis cins ismi, Yunanca kokenli “sideros” (demir) kelimesinden gelmektedir.
Antik caglarda, bu metalden iiretilen savas aletlerinin neden oldugu yaralarin
tyilestirilmesinde g¢esitli Sideritis tiirlerinden yararlanilmasindan dolayr bu ismi
almigtir. Sideritis tiirlerinin tedavi amaciyla kullanilmalarindan bahseden ilk yazili
eser, Dioscorides’in 1. yiizyilda yazdigi “De Materia Medica” adli kitabidir (Font
Quer, 1999).Font Quer ise “El Dioscorides renovado” adli kitabinda Sideritis
angustifolia’nin 20. ylizyilin ilk yarisinda 6zellikle veterinerlikte yara iyilestirici
olarak ¢ok yaygin oldugunu ve en azindan sehir merkezinde bulunan tiim aktarlarda
“cua de gat” ismiyle satildigini belirtmistir (Gonzalez-Burgos vd. , 2009). Tiirkiye ve
Yunanistan’da “Dag cay1” ismi ile yogun bir kullanim1 ve satis1 mevcut olan cinsin
oldukca genis bir yayilis gostermesi, yiiksek endemizm oranmi1 ve yaygin kullanimi
farmakoloji ve etnobotanik caligmalarina sik¢a konu olmasina neden olmustur. Bu
caligmalar sonucunda cinse ait tiirlerin antienflamatuar, sindirimi kolaylastirici,
antiiilser ve antimikrobiyal, antialerjik, antiviral, antifungal, antikanser etkileri
oldugu tespit edilmistir (Erkan vd., 2011, Gonzalez-Burgos vd., 2011). Ayrica
Sideritis tiirlerinden izole edilen bazi bilesiklerin antiproliperatif,anti-HIV ve

antifedant etkiler gosterdigi de kaydedilmistir (Gonzélez-Burgos vd., 2011).

Tim bu biyolojik aktivitelerin Sideritis cinsine ait tiirlerin yiiksek oranda sekonder
metabolit icerige sahip olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Sekonder
metabolitler denildiginde protein, lipit, niikleik asit ve karbonhidrat gibi temel
bilesenler disindaki tiim bilesikler akla gelmektedir. Ote yandan sekonder bilesiklerin
bitkiler tarafindan maruz kalinan olumsuz kosullara kars1 savunma maksath olarak
salgilandiklar1 diisiiniilmektedir. Ayrica pek ¢ok biyolojik aktivite gosterdikleri igin
fonksiyonel bilesikler olarak da adlandirilmaktadirlar (Tepe vd., 2006). Sideritis

cinsine ait tiirlerin sekonder metabolitlerden terpenler, flavonoidler, ugucu yag,



iridoidler, kumarinler, lignanlar ve steroller gibi bircok bilesen igerdigi
belirlenmistir. Diterpenler, flavonoidler ve esansiyel yag neredeyse her tiirde
bulunmakla birlikte; aslinda farmakolojik aktivitenin baslica sorumlusu da bu
bilesenlerdir. Tiim bu bilesenler igerisinde Sideritis tlrlerinde en ¢ok bulunani
diterpenlerdir. Sideritis tiirlerinde dikkat ¢ekecek kadar yapisal degiskenlige sahip
160’dan fazla diterpen tanimlanmis ve toprak iistii kisimlardan izole edilmistir.
Diterpenler ilk olarak S. italica’ da tespit edilmis ve ilk once sideridiol ve siderol
diterpenoidleri izole edilmistir. Diterpenler bakimindan oldukca zengin olan Sideritis
tiirleri flavanoidler bakimindan da oldukca zengindir. Lamiaceae ailesi ugucu yag
icerigi bakimindan oldukc¢a zengin iken Sideritis tiirleri ugucu yag icerigi bakimindan

diger Lamiaceae liyelerine oranla fakirdir (Baki, 2009; Gonzalez-Burgos vd., 2011).

Sideritis cinci ugucu yag ve pek c¢ok sekonder metabolit tasidigi bilinen
familyalardan birisi olan Lamiaceae familyasinda yer almaktadir. Tiirkce’de
‘Ballibabagiller’ Ingilizce’de ‘Mint family’ olarak bilinen bu familya ¢ogunlukla
giizel kokulu, otsu (nadiren odunsu), tek ya da ¢ok yillik bitkilerden olusan
kozmopolit bir familyadir. Tiirkiye 6zellikle Akdeniz Havzasinda yogun bir yayilis
gosteren Lamiaceae familyast i¢in Onemli bir gen merkezi konumundadir.
Familyanin Tiirkiye’ deki endemizm oram1 %44 olup Tirkiye’de tiir cesitliligi en
zengin ligiincii familyadir. Familyaya ait taksonlarin ¢ok biiytik bir kismi1 kokulu yag
salgilayan kiiclik salgi bezleri tasidigindan 1tirli bitkilerdir ve bu durum taksonlarin
farmakoloji ve kozmetik sanayinde bolca kullanimiin yaninda etnobotanik a¢idan

da kullanimini yayginlastirmaktadir (Baki, 2009; Yumrutas, 2011).

Tiirkiye’ de yayilist bulunan 45 Lamiaceae cinsinden birisi olan Sideritis cinsine ait
tirler Yayla cayi, Dagcayi, Balbasi c¢ayi, Sivri cayr adlariyla bilinmektedir
(Yumrutag, 2001; Sahin-Yigit, 2014). Kuzey yarim kiirenin 1liman ve tropik
bolgelerinde Bahamalar’dan Bati Cin’e, Almanya’dan Fas’a kadar dagilmis 150° den
fazla taksonu kapsayan cins Tiirkiye florasinda 46 tiir, 12 alt tiir ve 2 varyete ile
temsil edilmektedir. Tiirkiye’de endemik olan 36 tiir, 10 alt tiir ve 2 varyete ile cinsin
endemizm oran1 %77 dir (Giiveng, 2005; Carike¢1, 2007; Simsek; 2013). Tiirkiye ve
Ispanya en ¢ok tiir cesitliligi gosteren iilkelerdir. Tiirkiye’ de daha ¢ok Marmara ve
Ege bolgeleri olmak tizere Akdeniz ikliminin hakim oldugu bolgelerde yayilis
gostermektedir (Gliveng, 2005).



Cokya da tek yillik olabilen otsu ya da ¢ali formundaki Sideritis cinsine ait tiirlerin
yapraklar1 sapli ya da sapsiz, opposit dizilisli, ¢ogunlukla dar, tam ya da krenat-
dentattir. Sarmallar (yalanci gevrel cicek durumu) 2 ya da ¢ok fazla ¢iceklidir.
Terminal spikada yer alan sarmallar aralikli veya sik olabilir. Brakteoller
bulunmazken kaliks tlipii 5-10 damarli, en ustteki digerlerinden biiylik ya da esit
olmak iizere 5 ya da daha fazla disli, tubullar-kampanulattir. Korolla genellikle sari,
nadiren beyaz ya da kirmizi ve kaliksten kisadir. Nutlet seklinde olan meyveler
ovoid, ii¢ kenarli, uglart obtus yada yuvarlak, tliysliz ve piiriizslizdiir. Deniz
seviyesinden baslayarak 3000 metreye kadar yetisebilen cinse ait bitkiler cogunlukla
besince zengin ve hafif alkalin topraklar1 tercih eder. Habitat olarak kayalik yamaglar
ya da otlaklarda rastlanabilen cinse ait tiirler su bakimindan oldukga iyi kosullardan
kurak kosullara kadar yetisebilmektedir. Optimum gelisimi tam giin glines alan

alanlarda gerceklestirmektedir (Davis, 1982; Davis vd., 1988).

Halk arasinda ylizyillardir tibbi ve aromatik o6zelliklerinden dolay1 Sideritis
tirlerinden yararlanilmaktadir. Gilinlimiizde ozellikle toprak iistli kisimlart halk
arasinda gastrit, gastrik iilser, mukoz membran inflamasyonu, hipertansiyon, yaniklar
ve yaralanmalarda kullanilmaktadir. Sideritis tiirlerinin toprak Ustli kisimlar1 anti-
inflamatuvar,  anti-iilseratif,  antimikrobiyal, antioksidan, antikolinesteraz,
antispazmodik, analjezik (agr1 kesici) ve karminatif (karin gazi giderici) etkiye
sahiptir. Bu amagla, demleme veya kaynatma seklinde hazirlanip hem oral yolla hem
de topikal olarak uygulanmaktadir. Ayrica, Sideritis tiirlerinin sahip oldugu baz1 aktif
maddelerin antiproliferatif, anti-HIV ya da antifeedant (istah kesici) 6zelliklere sahip
olduklar tespit edilmistir (Zarzuelo vd., 1993; Bondi vd., 2000; Bruno vd., 2002;
Hernéndez- Pérez vd., 2004; Tunalier vd., 2004; Diilger vd., 2005; Giirbiiz vd., 2005;
Ozkan vd., 2005; Diilger vd., 2006; Demirtas vd., 2009; Ertas vd., 2009; Brankovic
vd., 2011; Gonzalez-Burgos vd., 2011).

Tiirkiye’de “dag cayi, yayla ¢ayi, ada cay1” olarak bilinen Sideritis tiirleri,
ciceklenme doneminde (Temmuz-Agustos) toplanip c¢ok cesitli rahatsizliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kazdaglar1 endemik tiirii Sideritis
trojana, en fazla talep edilen ve tiiketilen tibbi bitkilerden birisidir. Yerli halk
tarafindan toplanarak pazarlarda satilmaktadir. Bu tiir, 6zellikle bogaz agrisi,

hazimsizlik, go6glis rahatsizliklar1 tedavisinde kullanilan ve aranmilan bir bitkidir



(Celik vd., 2008). Diinya iizerinde sadece Tiirkiye’nin Kazdaglari ile Yunanistan’in
Athoa Dagi’nda yayilis gosteren Sideritis athoa bitkisi de, halk arasinda basta soguk
algmmhigr olmak iizere gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir

(Baser vd., 1986; Polat ve Satil, 2012).

Sideritis cinsinin karakteristik bir 6zelligi de tiirler arasinda hibritlesme oraninin ¢ok
yiiksek olmasidir. Hibridizasyonun bir sonucu olarak, Sideritis tiirlerinin sistematik
siniflandirilmasinda giicliik ¢ekilmektedir. Bu nedenle bu cinsin smiflandirilmasi,
morfolojik 6zellikleri ile birlikte i¢erdigi sekonder metabolitlerin analizi g6z oniinde

tutularak yapilmaktadir (Gonzalez-Burgos vd., 2011).

Sideritis cinsinin 6nemli bir 06zelligi de endemizm oraninin oldukg¢a yiiksek
olmasidir. Tiirkiye’de yetisen 46 tlirlin 36°s1, 12 alttiirin 10’u ve 2 varyete

endemiktir (Cariker vd., 2007).

Sideritis cinsinde terpenler, flavonoidler, ugucu yaglar, iridoidler, kumarinler,
lignanlar ve steroller gibi pek ¢cok kimyasal bilesen tanimlanmistir (Gonzalez-Burgos

vd., 2011).

Sideritis tirleri ile yapilan fitokimyasal analiz ¢aligmalar1 sonucunda diterpenler,
ucucu yaglar, flavonoid ve feniletanoid glikozitleri bakimindan zengin igerige sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Bu fitokimyasallar, Sideritis cinsinin sahip oldugu
farmakolojik aktivitelerden sorumlu biyoaktif bilesenler olarak gdosterilmektedir
(Venturella vd., 1975; Gonzalez vd., 1978; Fernandez vd., 1986; Fraga vd., 1987;
Fernandez vd., 1988; Ezer vd., 1992; Ezer ve Akcos, 1995; Baser vd., 1996; Ezer
vd., 1996; Topcu vd., 1999, 2002; Sahin vd., 2004; Piozzi vd., 2006; Carik¢1 vd.,
2007; Fraga vd., 2009; Kili¢ vd., 2009; Gonzélez-Burgos vd., 2011; Kirmizibekmez
vd., 2012).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar neticesinde, Sideritis cinsine ait tiirlerin i¢erdikleri
metabolitler arasinda a-pinen, B-pinen, siderol, sideridiol, sabinen, linearol, foliol ve
epicandicandiol bulundugu belirlenmistir (Piozzi vd., 1968; Kirmmer vd., 2001; Iscan

vd., 2005; Ertas vd., 2009).

Tibbi bitkilerin dogal antioksidan kaynaklar olarak kullanimlarini arastiran

caligmalarin sayist da giin gectikce artmaktadir. Bitki ugucu yag ve bilesenlerinin



farmakolojik 6zellikleri incelenerek tip, kozmetik ve endiistriyel alanlarda
kullanilabilme imkanlarinin yararli olabilecegi belirtilmektedir. Serbest radikaller
pek cok hastaligin ortaya c¢ikisinda oldukc¢a 6nemli bir etkendir. Bu radikallerin
temizlenmesinde canli organizmalar cesitli savunma mekanizmalar1 gelistirmis
olmakla birlikte; bazi durumlarda bu mekanizmalar yetersiz kalmaktadir. Ulkemizde
dogal olarak S. perfoliata’nin antikanser ve antioksidan 6zelliklerinin arastirilmasi bu

acidan onemlidir.

Aromatik bitkiler agisindan olduk¢a zengin olan Labiatae familyasinda yer alan
Sideritis cinsinin Tiirkiye florasindaki revizyonu, A. Huber-Morath tarafindan
yapimistir. Bu familyanin {yelerinden Sideritis cinsi, 46 tir 53 taksondan
olusmaktadir. Icerdigi taksonlardan 39 tanesi endemik olan bu cins, % 78.2’lik
endemizm orani ile Tiirkiye Florasi’nda oldukca dikkat cekici bir 6zellige sahiptir.
Sideritis tiirlerinin toprak istii kisimlar1 ¢ay ve halk ilaci olarak eski yillardan beri
kullanilmaktadir. Bu tiirlerin antispazmodik, antifeedant (istah kesici), karminatif,
analjezik, sinir sistemi stimulani, sedatif, antitussif ve antikonvulzan etkilere sahip
oldugu kayithdir. Ayrica halk arasinda genellikle “Dag ¢ay1, Yayla cayr” olarak
isimlendiren bu tiirlerden hazirlanan g¢aylar soguk alginligi, oksiiriik ve sindirim
sistemi rahatsizliklarda kullanilmakta ve bal yapici 6zelliklerinden dolay1 arilarca da
tercih edilmektedir. Bu tiirler fitokimyasal olarak bir¢cok arastirmaci tarafindan
incelenmis ve ugucu yag, diterpenoid, yag asidi, kumarin ve flavonoit grubu
bilesiklerin varliklar1 rapor edilmistir. S. phlomoides’in Nigde dolaylarinda cay
olarak kullanildig1, S. scardica’nin ise dekoksiyon halinde Bulgaristan, Arnavutluk,

Makedonya ve Rusya’da kullanildig1 kayitlidir (Tunalier, vd.,2002).

Sentetik antioksidanlarin gidalardaki kullanimi 19401 yillardaBHA (biitillendirilmis
hidroksianisol )ve gallik asidin esterlerinin oksidasyonu 6nlediklerinin anlagilmasiyla
baglamigtir. Demir ve bakir gibi transisyon metallerinin zararli etkileri CA (sitrik
asit) , EDTA (etilendiamintetraasetikasit) veya onlarin tiirevlerine metal deaktivator
veya kelat ajan1 olarak etki ettikleri ondan sonra bulunmustur. 1954'te ABD'de BHT
(biitillendirilmis hidroksitoluen)'nin gidalarda kullanilmasina miisaade edilmistir.
TBHQ (tersiyer biitil hidrokinon) 1972'de ticari Ol¢lide kullanilmaya baglamistir.
Sentetik antioksidanlarin muhtemel karsinojenik etkileri biiyiiyen bir tepkiye neden

olmaktadir. Boylece Japonya ve c¢ok sayidaki diger iilkeBHA(biitillendirilmis



hidroksianisol) 'nin gidalarda kullanilmasina izin vermemektedir. TBHQ (tersiyer
biitil hidrokinon)'nun da Kanada, Japonya ve Avrupa iilkelerinde kullanimina izin
verilmemektedir. Bu yiizden sentetik antioksidanlarin yerine dogal antioksidanlarin
kullanimt i¢in genel bir istek mevcuttur. Fenolik maddeler dogal antioksidantlarin en
onemli gruplarini olustururlar. Bunlar bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik
bilesenlerdir, en yaygin bitkisel fenolik antioksidanlar flavonoitler, sinnamik asit
tiirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir. Bu maddelerin, besinlerde
bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklari
bilinmektedir. Bu nedenle uzun yillardir besinlerin koku ve tat gibi 6zelliklerini
arttirmak i¢in katki olarak kullanilan baharat ve aromatik bitkiler giderek onem

kazanmaktadir (Payan, 2007).

Canlilarda normal metabolik faaliyetler sirasinda radyasyon, stres, ¢evresel ve dis
faktorlerin etkisiyle serbest radikaller olusmaktadir. Bu serbest radikaller birer
oksijen tiirevleri olarak bilinirler. Bunlar kisa 6miirlii ve kararsiz olmalarindan dolay1
karbonhidrat, lipit, protein ve niikleik asitlerle kolaylikla reaksiyona girebilir ve
bunun sonucunda yaslanma, kanserler, immiin hastaliklar ve karaciger rahatsizliklar
gibi bir¢cok hataligin sebebi olabilirler (Halliwell vd.,1990; Serteserve Gok vd.,
2003). Bunun disinda; insan viicudunda olusan serbest radikaller bir¢ok enzimatik
veya enzimatik olmayan savunma mekanzmalari bulunmaktadir. Antioksidan
maddeler ise, bu serbest radikalleri ortadan kaldiric1 olarak bilinmektedir. Ayrica
insan viiciidunda bu serbest radikallerden korunmak i¢in dogal bitkilerin i¢erdikleri
flavonoidler, antioksidan maddeler ve fenolik bilesenler oldugu belirtilmistir

(Kahkonen vd., 1999).

Genel olarak bitki fenolikleri dogal antioksidan kaynakalrini olusturmaktadir (Atoui
vd., 2005; Huang vd., 2005; Mathew ve Abraham, 2006; Skerget vd., 2005). Fenolik
bilesenlerin antioksidan aktiviteleri molekiillerin i¢inde yer alan hidroksil grubu ile

iligkilidir (Raven vd., 1999; Ziakova ve Brandsteterova, 2003).

Oksidatif ve serbest radikaller somatik hiicrelerde DNA  mutasyonunu
gerceklestirerek (baslangig asamasi), tlimorjenik hiicrelerin yayilmasini hizlandirarak
(gelisme asamasi) ve malin tiimorleri kansere c¢evirerek (ilerleme asamasi) tiim
asamalarda kanser olusumunu ve gelisimini tetiklerler(Halliwell ve Gutteridge,1999).

Reaktif oksijen tiirlerinin kanserin baglangicinda, gelismesinde ve metastazinda

9



bircok etkisinin oldugu, kanser tedavisi ve kanserin Onlenmesinde antioksidant
kullaniminin etkisini arastiran klinik ¢aligmalarda belirtilmektedir. Hiicre ¢ogalmasi
ve Olimii arasindaki dengeyi saglamak ig¢in ROS(rosmarinik asit) seviyesinin
diizenlenmesi gerekir. Asir1 antioksidan tliketimi de dengeyi bozup istenmeyen
etkilerin meydana gelmesine neden olabilir. Baz1 kemoterapi ilaglar1 ve radyoterapi,
yiiksek seviyede ROS (rosmarinik asit) lireterek kanser hiicrelerini 6ldiiriir, bundan
dolay1 antioksidant kullanimi baz1 kanser tedavilerini engelleyebilir. Bununla birlikte
baz1 sonuglar antioksidant kullanimimin kemoterapide yan etkileri engelledigini ve
uzun siireli tedaviyi gerektirdigini goOstermistir. Karsinogenezin ilk basamagi,
DNA’nin doniistimsiiz hasari ile baslar. DNA’nin oksidatif hasar1 kimyasal veya
yapisal olabilir. Hidroksil radikali DNA molekiiliiniin tim komponentlerine,
deoksiriboz omurgasina, piirin ve piirimidin bazlarina saldirir. Hidroksi radikallerinin
deoksiriboz ile kimyasal reaksiyonu sonucu piirin ve piirimidin bazlar1 agiga ¢ikar.
Bu DNA baz iirtinleri DNA’da mutajenik bolge meydana getirirler. En yaygin
oksidatif DNA baz1 8- hidroksideoksiguanozindir. Normal insan hiicrelerinde
yaklasik olarak 105 guanidin kalintisindan bir tanesi 8-hidroksideoksiguanozine
doniisiir. 8- hidroksideoksiguanozin-deoksiadenozin hatali ¢iftlesmesi sonucu olarak
GC (guanin-sitozin) baz ¢ifti, TA (timin-adenin) baz ¢iftine doniisiir. Yiiksek
konsantirasyonlarda intraseelliiler Ca2+, proteinkinaz C ve S6-kinaz gibi diger
protein kinazlar1 aktive eder. Hem protein kinaz hem de S6 kinaz cesitli fosforilasyon
olaylarinda transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu diizenlerler ve bunun
sonucunda hiicre cogalmasini etkilerler. Karsinogenezin son basamaginda kontrolsiiz
biiytime, bagisiklik denetiminden kurtulma, doku istilas1 ve metastazi gibi malignnat

ozellikler gelisir(Valko vd. 2006).

Hiicre hasar1 hizi, reaktif oksijen radikallerinin {iretim hizi, bunlarin ortamdan atilma
hiz1 ve hasar tamir hizina baghdir. Oksidatif hasar hiz1 arttikgca da yasam siiresi
azalir. Mitokondride antioksidant korunmanin artmasi yaslanma islemlerini
geciktirir. Mitokondrial DNA mutasyonunun Onlenmesi hiicrenin solunum
kapasitesini korur ve yaslanmanin gecikmesi i¢in avantaj olusturur. Ayrica serbest
radikal tepkimelerinin yasa bagli olarak kardiyovaskiiler ve sinir sisteminde dnemli
bozulmalara neden oldugu kabul edilir. O halde radikal olusturucu ve oksidatif hasar
yapict etken ve maddelerin ortamdan uzaklastirilmasi ile viicutta radikaller ve

bunlarin sebep oldugu hasarlar azaltilarak, yasam stiresi artirilabilir. Dolayisiyla,
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ozellikle dogal antioksidan kaynaklar1 olan tibbi ve aromatik bitkilerin bu anlamda
degerlendirilmesi ve biyoaktif 6zelliklerinin ortaya konmast son derece dnemlidir.
Bu amagcla yapilmasi diisiiniilen bu calismada da Sideritis perfoliata tiiriiniin
antioksidan ve antikanser etkisinin ortaya konmasi amagclanarak bitkinin
fitokimyasal, antioksidan Ozellikleri ile antiproliferatif etkisi ortaya konmaya

calisilacaktir.

11



BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

Dinger vd. (2017),Sideritis lycia ve Sideritis libanotica subsp. linearis taksonlarinin
yabani formalar1 ve kiiltiir formalarin1 fenolik igerikleri ve antioksidan aktiviteleri
bakimindan karsilastirdiklar1 c¢alismada yabani formlarin flavanoid igeriklerinin
kiiltiir formalarindan daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Fenolik icerik
bakimindan ana bilesenlerin p-kumarik asit, kafeik ve ferulik asit oldugunu
bildirmislerdir. Flavaoidlerde ise, ana bilesenlerin quersetin, morin ve apigenin

oldugunu tespit etmislerdir.

Faiella vd. (2014),Sideritis pullulan’n diterpen ve fenolik igeriklerini belirledikleri
calismada fenolik bilesikler, flavanol glikozitleri, iridoidler, diterpenler,
seskiterpenler, ligninler, kumarinler ve fenilpropanoidlerden olusan 12 bilesigi izole
etmis, tanimlamis ve tiim diterpenlerin sitotoksik aktivitelerini aragtirmiglardir.
Sitotoksik etki ¢alismalarin1 HeLa ve PC-3 kanser hiicre hatlarina karsi inceledikleri
calismada izole edilen tiim bilesiklerin IC50 degerinin 100 uM’ nin iizerinde

oldugunu bulmuslardir.

Todorova ve Trendafilova (2014), bir Balkan endemigi olan Sideritis scardica
Griseb.’in geleneksel kullanimi, kimyasal kompozisyonu, biyolojik aktivitesi ve
kiiltiire alinmasini ele aldiklar1 derleme ¢alismada taksonun yabani formu ile kiiltiir
formunu karsilastirmiglardir. Taksona dair literatiirde yer alan fitokimyasal icerigi,
ucucu yag bilesenleri ve biyolojik aktivitelerini tartigmiglardir. Avrupa’ da oldukca
yaygin bir kullanimi olan taksonun literatiirde kayithi 6zelliklerinin bir kisminin
calisilmis oldugunu belirttikleri bu ¢aligmada taksonun kullanimina dayali olasi yan

etkilerin tespiti i¢in daha fazla ¢caligma yapilmasi gerekliligini bildirmislerdir.

Demirtas vd. (2011),Sideritis libanotica subsp. linearismetanol ekstraktinin in vitro
olarak antiproliferatif etkisini Afrika yesil maymun bobrek hiicreleri (Vero), insan
servikal karsinoma (HeLa) ve sigan beyin tiimor hiicreleri (C6) iizerinde calisarak

ekstarktin hiicre hatlarina karsi sitotoksik etki gosterdigini tespit etmislerdir.
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Erkan vd. (2011), HPLC-DAD (yliksek basingli sivi kromatografisi-diode array
dedector) yontemiile Sideritis congesta Davis et Huber-Morath ve Sideritis arguta
Boiss et Heldr.’in farkli solvent ekstaktlarmin igerdikleri serbest flavonidler ve
sinnamik asit tiirevlerini tanimlamislardir. Bitki ektraktlarinin ve izole edilen
bilesiklerin DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ve ABTS+ (2,2-Azino-bis3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) yontemleri ile antioksidan aktivitelerini de
belirledikleri ¢aligmada S. arguta ekstarktinin antioksidan igeriginin zenginligi
dolayis1 ile daha yiliksek antioksidan aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.
Yaptiklar1 ¢aligmada bitki ekstraktlarinin toplam fenolik icerikleri ile antioksidan

aktivite arasinda dogrudan bir korelasyon tespit edememislerdir.

Gonzalez-Burgos vd. (2011), yaptiklar1 derleme ¢alismasinda Sideritis cinsine air
tirlerin botanik 06zelelikleri, kullanimi, farmasotik o6zellikleri ve fitokimyasal
icerigini arastirmiglardir. Cinse ait tiirlerin ¢cay ve aroma verici olarak kullaniminin
yan1 sira geleneksel tipta da antienflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan, gaz
giderici, iilsere karsi, agr1 kesici, karminatif, yara ilact ve antikonviilsan olarak
kullanildigint belirtmislerdir. Ayrica cinse ait tiilerin terpenler, flavonoidler, ugucu
yag, iridoidler, kumarinler, ligninler ve sterolleri icerdigi bildirmiglerdir. Cinsin sahip
oldugu farmasotik etkilerin hemen her tiirde bulunan diterpenler, flavanoidler ve

ucucu yag oldugunu ileri siirmiislerdir.

Odabas1 Kose vd. (2010), Tiirkiye endemigi olan Sideritis erythrantha var.
erythrantha (SE) ve Sideritis erythrantha var. cedretorum (SC) ugucu yaglarinin
kimyasal bilesimlerini, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini tespit etmeye
caligmiglardir. Hidrodistilasyon yontemi ile elde ettikleri ugucu yaglarin GC-MS (gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi) analizi sonucunda her iki taksonunda ugucu
yaglarinin ana bilesenini a-pinen olarak tespit etmislerdir. Her iki taksonun ugucu
yaglar1 da metsilin direngli Staphylococcusaureus (MRSA), vancomisin direncli
Enterococcus faecalis (VRE) ve amfisilin direngli Haemophilus influenzae karst
etkili oldugunu belirlemislerdir. Her iki taksonun ugucu yaglarinin antioksidan
aktivitesi; DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) yontemi ile belirlenmeye calisilmis ve

diistik antioksidan aktivite gdosterdikleri tespit etmislerdir.

Charami vd. (2008), Sideritis perfoliata subsp. perfoliata min kloroform, metanol ve

petrol eteri ekstraksiyonlarini kullandiklar1 ¢aligmada 4 flavonozit, 4 fenilproponoit
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glikoziti, kafeik asit ve bir iridoid olan ajugozit izole etmislerdir. Antioksidan
aktivite i¢in DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal siipiiriici etki ile
Titobarbitiirik asit (TBA) lipit peroksidasyon testlerini uygulayarak biitlin
ektraktlarin ve izole edilen bilesiklerin belirgin antioksidan aktivite gosterdigini

tespit etmislerdir.

Kirimer vd. (2008),Sideritis perfoliata ve S. trojana ugucu yaglarinin antimikrobiyal
ozelliklerini inceledikleri calismada S. perfoliata ugucu yaginin Candida albicans
disindaki mikroorganizmalar lizerinde S. trojana ugucu yagina kiyasla daha diisiik bir

etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Loizzo vd. (2007), yaptiklar1 calismada S. perfoliata ugucu yagi ile 1,8-sineol,
limonen, linalool, trans-karyofillen ve a-humulen bilesiklerinin sitotoksik etkisini
incelemislerdir. Sitotoksik aktivite testlerini amelanotik melanom (C32), renal
adenokarsinoma (ACHN), hormon-bagimli prostat adenokarsinom (LNCaP) ve
MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 ile sulforhodamin B (SRB) test metodu ile
belirlemeye calismislardir. Melanotik melanoma ve renal adenokarsinoma hiicre
hatlarinda en yiiksek sitotoksik etkiyi linalool ve trans-karyofillen’ in gosterdigini, S.
perfoliata ugucu yaginin ise C32 ve ACHN hiicre hatlarina yiiksek derecede etki
ettigini, tespit etmislerdir. Dolayisiyla S. perfoliata ugucu yagimin insan timor

hiicresi biiylimesini inhibe edebilecegini bildirmislerdir.

Gliveng vd. (2005), yaptiklar1 calismada Akdeniz bolgesinde yayilis gosteren
Sideritis tiirlerinin antioksidan aktivitelerini tespit etmislerdir. 17 taksonla
yiriittiikleri ¢aligmada su ekstarktlarinin antioksidan aktivitesini DPPH (1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil)yontemi ile belirlerken, lizozomlardaki antioksidan aktiviteyi de
Titobarbitiirik asit (TBA) metodu ile tespit etmiglerdir. Tiim taksonlar yiiksek
derecede antioksidan aktivite gosterdigini belirledikleri calismada, en yliksek
antioksidan aktiviteyi S. brevibracteata, S.condensata ve S.serratifoliackstrelerinin

gosterdigini bildirmislerdir.

Kilig (2002),Sideritis lycia ve S. leptocla’da hekzan ve aseton aktraktlarindan bilinen
13 kauren tipi diterpen bilesigi izole ederek bu bilesiklerden 7-epikandikandiol,
sidol, siderol, sideridiol, linearol ve S. lycia metanol ekstraktinin kanser hiicre

hatlarina kars1 sitotoksik aktivitesini inlemistir. Hiicre hatt1 olarak A2780 (insan
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ovaryum kanseri), LUl (insan akciger kanseri), COL-2 (insan kolon kanseri), KB
(insan epidermo kanseri), LNcap (insan prostat kanseri) ve P-388 (fare 16semisi)
hiicre hatlarmi kullandig1 calismada 7- epikandikandiol’iin kolon kanser hiicre
hattina orta derece aktivite gosterdigi diger kanser hiicre hatlarindan {igline ise zay1f

etki gosterdigini tespit etmistir.

Tunalier vd. (2002), yaptiklar1 ¢alismada Tiirkiye’ de yayilis gosteren 10 Sideritis
tiiriiniin antioksidan aktiviteleri ile fenolik iceriklerini incelemislerdir. Fenolik
igerikleri HPLC ile belirledikleri calismada S. scardica, S. ciliciaca ve S.
germanicopolitana subsp. germanicopolitana taksonlarinin diger taksonlara oranla
daha zengin fenolik icerige sahip oldugunu tespit etmislerdir. Antioksidan aktiviteyi
belirlemek i¢in Ransimat metodu, lipit peroksidayson yontemi ve DPPH (1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil) metodunu kullandiklar1 ¢alismada toplam fenolik i¢erik bakimindan
zengin olan 3 taksonun serbest radikal siipiiriicii bakimindan ilk 3 sirada yer aldigini
belirlemislerdir. Bu 4 takson disinda kalan taksonlarin sentetik bir antioksidan olan

BHT’ ye yakin etki gosterdigini bildirmislerdir.

Bondi vd.(2000), Tiirkiye’ de yayilis gosteren Sideritis akmaniiZ. Aytag, M. Ekici ve
A. Dénmez, S. niveotomentosa Huber-Morath, S. brevidens P. H. Davis, S. rubriyora
Huber-Morath, S. gulendamii H. Duman et F.A. Karaveliogullari tiirlerinin
icerdikleri diterpen cesitlerini ve bu diterpenlerin antifeedant etkilerini inceledikleri
calismada Sideritis tiirlerini diterpenler ve flavanoidler agisindan oldukg¢a zengin
oldugunu bildirmiglerdir. Calisilan taksonlarin aseton ekstarktlarini  kolon
krogmatografisi ve radial kromatografi ile analiz ederek konvensiyonel yontemlerle
tanimlanmis olan 8 diterpen izole etmiglerdir. Bu diterpenlerin iskelet yapilarini
karsilastirdiklar1 calismada S. perfoliata’ nin digerlerinden farkli manoyloxide iskelet
yapisinda bir diterpen igerdigini belirtmislerdir. Cografi dagilim diterpen c¢esitliligini
etkiledigini belirtmislerdir. Calisilan 5 tiirden izole edilen diterpenlerin antifeedant
aktivite bakimindan fark gosterdigini tespit etmisler ve bu diterpenlerden sideroxol’
iin  Spodoptera frugiperda karsisinda Onemli derecede etki goOsterdigini

bildirmislerdir.

Yesilada vd. (1989), Antalya ve civarindan topladiklar1 Sideritis congesta, S. arguta,
S. pisidica, S. argyrea, S. libanotica subsp. linearis ve S. perfolita taksonlarinin

etanol Oziitlerinin antienflamatuar etkilerini tespit etmeyi hedefledikleri ¢alismada
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karagen nedenli fare arka penge 6demi testi yontemini kullanmiglardir. S. congesta
disindaki tim taksonlarin ekstraktlarinin 6dem olusumuna 6nemli derecede etki

ettigini tespit etmiglerdir.

Sungur (2014), canli bakteri hiicrelerinin HeLa hiicre hatti {izerine antiproliferatif
etkisinin incelendigi ¢aligmada, Antiproliferatif etki HeLa hiicrelerinin 6liimii esas
alinarak tespit edilmis olup, denenen 10 farkli canli bakteri hiicresinin ikisi harig
hepsinin kanser hiicresini Oldiirerek antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir.
Sonuglar farkli bakteri suslarina gore farklilik gostermektedir. Bu sonuglara gore L.
gasseri H15 susunun, canli hiicreden olusan pelletinin % 77 hiicre 6limii gosterdigi

tespit edilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD
3.1 Materyal

Calismanin ana materyaliniSideritis perfoliata tiirii olusturmaktadir. Bu nedenle
oncelikle mevcut kayitlar 15181nda tiir tespit edildikge ilgili habitatlardan ¢iceklenme
donemlerinde bitki ornekleri alinarak laboratuvar ortamina getirilerek caligmalara
baslanmustir. Tiir 2017 yili haziran ayinda Gaziantep ili Islahiye ilgesi Koklii kdyii
cevresinden toplanmistir. Toplanan bitki ornekleri, teshis edilerek Gaziantep
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiiniin ve Adiyaman Universitesi,
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim dalinin ilgili laboratuvarinda deney calismasi
yapilmustir.

3.1.1 Bitkilerde Analiz Edilen Fitokimyasal ve Biyoaktivite Parametreleri ve

Yontemleri
3.1.1.1 Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bitki Ornekleri tiirlin tespit edildigi habitatlardan alinmis olup, miimkiin mertebe
biyotik veya abiyotik herhangi bir zarar gérmemis Orneklerden segilmistir.
Fitokimyasal, antioksidan ve antiproliferasyon analizlerinde kullanilacak ornekler
soguk ortamda muhafaza edilerek laboratuvara getirilmistir. Bu 6rnekler 6nce ¢cesme
suyu ardindan distile su ile yikanmistir. Taze olarak kullanilacak kisimlar i¢in analiz
asamasina gecilmistir. Analiz asamasina ge¢meden Once bu oOrnekler havanda
ogitiilmistiir. Biyoaktif madde analizleri i¢in ise bitki kurutma kagidi lizerinde, acik

havada ve giines 1sinlarindan uzak bir ortamda kurutulmustur.
3.1.1.2 Fenolik Bilesiklerin Belirlenmesi

Bitki 6rneklerinin toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesi Ratkevicius vd. (2003)’ne
gore yapilmistir. Homojenize edilecek 6rnekler 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij

edilmistir. Sonra siipernatanttan 50 pl alinarak son hacim 1 ml olacak sekilde %
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3’lik sodyum karbonat ve 0,3 N Folin-Ciocalteau eklenerek oda sicakliginda 2 saat
bekletilmistir. Daha sonra bu ornekler spektrofotometrede 765 nm’de okunmustur.

Standart olarak gallik asit kullanilmustir.
3.2 Bitki Orneklerinin Fitokimyasal Analizleri
3.2.1 Bitkinin Kurutulmasi

Kullanilacak bitkinin 6ziitleme islemlerine gec¢ilmeden once camurlu kisimlarin
uzaklagtirmak icin distile sudan gecirilmistir. Daha sonra bitki, kurutma kagidi
iizerinde, acik havada ve giines 1sinlarindan uzak bir ortamda kurutulmustur.
Bitkilerin toprak tstli kisimlart (6zellikle yaprak ve ¢icek) bir parcalayici yardimi ile

iyice toz haline getirilmistir.

Bu asamadan sonra, proje kapsaminda, toz haline getirilen bitkisel materyalden her

birinden 40 g aliarak seliiloz Soxhlet kartuslarina doldurulmustur.
3.2.2 Metanol Oziitlerinin Eldesi

Metanol ekstraksiyonu i¢in toz haline getirilen bitki Ornekleri seliiloz bitki
kartuslarima yerlestirilerek 6 saat siiresince ve 50°C’de metanol ile Oziitleme
yapilmistir. Elde edilen 6ziitten metanol evaporator (50°C’de) cihazinda ve basing
altinda uzaklagtinlmigtir. Son olarak 6ziit +4°C’de kullanilacak testler icin

beklemeye alinmustir.
3.3 Antikanser Testleri
3.3.1 Anti-proliferasyon Aktivitenin Belirlenmesi

Prostat kanser hiicre kiiltiirleri 12 kuyucuklu platelerde %70-80 oraninda konfluansa
hazir hale geldiklerinde SF ortaminda 24 saat tutulduktan sonra bitki ekstrakti ve
fenolik asitlerin farkli diliisyonlar ile 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Pozitif
kontrol olarak %10 FCS(fetal sigir serumu) i¢inde bekletilen hiicreler kullanilmistir.
Hiicrelerin canliligt MTT (3- [4,5- dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium
bromide) yontemi ile degerlendirilmistir. Kiiltiir vasatt 1 mg/ml MTT(3- [4,5-
dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium bromide, Sigma) igeren SF vasati
ile degistirilerek 37°C’ de 15 dk siire ile inkiibe edilmistir. Daha sonra MTT(3- [4,5-
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dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium bromide) soliisyonu dokiilecek ve
hiicrelerin iizerine dimetil sulfoksit (DMSO, Sigma) konmustur. Renkteki degisim

kolorometrik bir okuyucu ile (spektrofotometre) 550 nm’de okunmustur.
3.3.2 Apoptozun Belirlenmesi

Kanser hiicresinde apoptozun belirlenmesi i¢in 75¢cm?’lik flasklara5000 hiicre/ml
olacak sekilde ekim yapilmigtir. Belirlenen dozlarin hiicreler {izerine 24 saat
uygulamasi sonrasinda hiicreler Annexine V ve propodium idodiir iceren kit

kullanilarak iiretici firmanin protokoliine gére deney gerceklestirilmistir.
3.3.3 Immiinostiimiilantlarin Belirlenmesi

Kanser hiicrelerine ekstrakt uygulamasi sonucunda 24 saat inkiibasyon sonrasinda
hiicrelerin yetistikleri ortamlar alinmistir. Daha sonra immiinostimulant Interldkin 6
(IL6) ve Interlokin 8 (IL8) seviyeleri uygun eliza kitleri ile iiretici firmanin

protokiilene gore belirlenmistir.
3.4 Antioksidan Testleri
3.4.1 DPPH Serbest Anyon Radikal Temizleme Aktivitesinin Belirlenmesi

Fenolik asit ve ekstraktlarin DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest anyon radikal
temizleme aktiviteleri Gaulejac vd. (1998)’nin uyguladigi metoda gore belirlenmistir.
Standart soliisyonlarin 0,1 ml’si alinarak ayr1 bir test tiipiine konulmus ve {izerine 2,9
ml 6 x 10-5. Daha sonra hazirlanan soliisyon 60 dakika karanlikta ve oda
sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede 517 nm’ de okunmustur.

Deneyler ti¢ tekrarli 61¢iim yapilmstir.
3.4.2 Hiicresel Antioksidan Aktivite (HAA) Deneyi

HeLa Hiicreleri, tam bir biiylime ortaminda 37° C de % 5 CO; igeren nemlendirilmis
inkiibatorde yetistirilmistir. Fenolik asit ve ekstraktlar HeLa kanser hiicreleri ile ortak
kiiltiire alinmigtir. Daha sonrasinda, bu deney Xu ve Chang (2010)’in metoduna gore
Ol¢iilmiigtiir. Bunun icin 100 mikrolitre besi yeri bulunan kanser hiicreleri 96
kuyucuk ortamina ekilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra PBS(fosfat tamponlu

salin) ile yikanmistir. Daha sonra {iizerine DCFH-DA(diklorofloresin-diasetat)
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eklenmistir. Bu asamadan sonra belirlenen ekstrakt dozlar1 kuyucuklara aktarilmistir.
Daha sonra PBS(fosfat tamponlu salin) ile yikanmis ve iizerine ABAB (2,2 '-
Azobis ( 2 - metilpropionamidin ) dihidrokloriir) soliisyonu eklenmistir. Emisyon
538 eksitasyon 485 nm’ de 60 dk siiresince floresan-liiminisans mikroplate

okuyucuda ol¢lilmiistiir.
3.5 LC-MS Analizi

Kullanilan cihaz: Cift MS cihazina baglanmis Nexera Shimadzu UHPLC.

Ekipmanlart: LC-20AD ki adet pompa, DGU-20A3R degaser, CTO-10ASVP kolon
firin1, SIL-20AC autosampler.

Kolan Bilgileri: C-18 Intersil ODS-4 (3.0mm x 100mm, 2um) analitik kolon
Kolon sicakligi: 40°C
Mobil faz: A(Su, %0,1 Formik asit), B(Metanol, %0,1 Formik asit)

Gradient pragrami: Akis 0.3ml/dk ve enjeksiyon hacmi 2uL.

t(zaman) Mobil Faz | Mobil Faz
A B

0 95 5

4 5 95

7 5 95

7,01 95 5
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BOLUM 4
BULGULAR VE TARTISMA
4.1 DPPH Serbest Radikal Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi

Sideritis perfoliata ekstraktinin doza bagl artigina paralel olarak DPPH (1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil)yakalama aktivitesi gosterdigi belirlenmigtir. Ekstraktin 2 mg/ml
dozunda % 43,6 oraninda radikalin temizlendigi belirlenmistir. Deneyde pozitif
kontrol olarak askorbik asit kulanilmig olup, ekstraktin kontrole goére zayif

antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

100 © %

90
80
70

60
50 wp=S-MeOH

40 ~= Askorbik asit

30
20
10

0
0,25 0,5 1 2

mikrogram/ml

Sekil 4.1 Sideritis perfoliata ekstraktlarin farkli dozlarinin DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) etkisi

Erkan vd. (2011) Sideritis congesta ve Sideritis arguta tiirleri hakkinda yaptiklar
calismada bu tiirlerin metanol, etanol ve etilasetat ekstraktinin DPPH (1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil)aktivtesi belirlenmistir. Sideritis congesta nin ii¢ farkli ekstrakti
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icerinde en yliksek antioksidan aktiviteyi metanol ekstraktinin,Sideritis arguta da ise
etil asetat ekstraktinin yiiksek DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) aktivtesi gosterdigi
belirlenmistir. Bir bagka calismada Zengin vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada Sideritis
galatica'dan farkli solvent oOziitlerinin (petrol eteri, etil asetat, metanol ve su)
antioksidan ve enzim inhibitdr potansiyeli degerlendirmistir. Arastirmacilarin
caligmasima gore; Metanol ve su ekstraktlar1 daha yiiksek fenolik igerik,ve fakat
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ve ABTS (2,2-Azino-bis3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit) slipirme aktivitesi ve gii¢ aktivitelerini azaltirken, petrol eteri ve etil

asetat ekstrakti enzimler iizerinde en yiiksek inhibisyon kabiliyetine sahiptir.

4.2 Hiicresel Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Reaktif oksijen tiirleri, protein oksidasyonunu, lipid peroksidasyonunu ve DNA
hasarin1 tesvik ederek dogrudan hiicresel hasara neden olabilir.Bu radikallerin
fizyoloji ve metabolik olarak pek ¢ok hastaliga neden olabilirler. Elde edilen kanitlar,
insan viicudunda bulunan baslica ROS(rosmarinik asit) 'un hidrojen peroksidinin,
Alzheimer hastaligi dahil olmak {izere cesitli tiplerde demansta oksidatif stresin
hiicre 6liimiine neden oldugu molekiiler mekanizmalarda rol oynadigini gostermistir
(Tabner vd., 2005). Hidrojen peroksit sitotoksisitesi Fenol tipi tepkimeye kadar en
zararl serbest radikali hidroksil radikallerine doniistiiriir (Jellinger, 2009). Hidrojen
peroksit kolayca hiicre membranlar1 boyunca yayilir, bircok substrat-hedefe ulagir ve
hiicresel hasarini1 uzatir (Halliwell vd., 2000). Demanstan muzdarip olan hastalara ait
postmortem insan beyin dokulari iizerinde yapilan patolojik ¢aligmalar, bu
ROS(rosmarinik asit) 'un patolojik roliinii ndronal yaralanmanin bir sonucu ya da
keskin bir sonucu olarak destekleyen asir1t HoO»miktar1 oldugunu saptamistir (Tabner
vd., 2001, 2002). Antioksidan 6zelliklere sahip fitokimyasal bilesikler, H>O> aracili
oksidatif stresi azaltmak i¢in umut verici bir koruyucu veya tedavi edici strateji
olarak diistiniilmektedir (Speciale vd., 2011). Sentetik kimyasallar ile yapilan in vitro
antioksidan testler ile bir molekiiliin antioksidan potansiyelini degerlendirilmesi
siirli kalmaktadir. Bunun i¢in hiicresel diizeyde gelistirilen antioksidan modeller
hem hizli hem de daha giiglii degerlendirmeye olanak saglamaktadir. Hiicresel
antioksidan aktivite testi Wolfe vd. (2008) tarafindan gelistirilen metot ile
degerlendirilmektedir. Antioksidan bir molekiill ya da ekstrakt DFCH2
oksidasyonunu engellemekte vebodylece floresan seviyesinde ya dogrudan ROO

(peroksil radikali) ile ya da dolayli olarak ROS (rosmarinik asit) ile reaksiyona
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girerek bir azalma meydana gelmektedir(Sekil 4.2) (Lopez-Alarcon vd. 2013). Bu
calismada Hiicresel Antioksidan Aktivite (HAA) HeLa hiicrelerinin intraseliiler
alandaki olusan serbest radikal seviyeleri Sideritis perfoliataekstraktlarin 25, 50, 100
ve200 pg/ml dozlarinin uygulanmasi sonrasina ol¢lilmiistiir. Sekil 4.3 incelendiginde
sadece 200 pg/ml ekstraktin HAA  (hiicresel antioksidan aktivite)sergiledigi
gorlilmektedir. 25, 50, ve 100 pg/ml dozlarin ise kontrol DMSO (dimetil siilfoksit)ile
yakin aktiviteler sergiledigi goriilmektedir.Gonzales-Burgos vd. (2013) yaptiklar
calismada; farkli Sideritis tiirlerinden izole diterpenoidlerin, mitokondriyal
biitiinliiglin ve aktivitenin yan1 sira hiicre zar1 biitlinligiinin ve morfolojik
degisimlerin iyilesmesi ile artan H>O» (hidrojen peroksit)'ye karsi koruyucu bir etki
uyguladigin1 gdstermektedir. Ayrica, bu diterpenoidler, hiicre i¢ci ROS (rosmarinik
asit) iiretimini ve lipid peroksidasyonunu inhibe ederek ve GSH / GSSG (Azaltilmis
glutatyon / oksitlenmis glutatyon) rasyonundaki degisikliklere karsi koymak suretiyle
H>Os(hidrojen peroksit)kaynakli oksidatif hasar1 azaltmistir. Bu sonuglara bakilarak
metanol Oziitiiniin kimyasal fitokimyasal gesitliliginin fazlaligindan dolay1 hiicresel

antioksidan aktivte gosterdigi diistiniilmektedir.

ocon

© Antiox — %
e [ d | m

Sekil 4.2 Hiicresel antioksidan aktivite temelli mekanizmanin sematik gosterimi

(Lopez-Alarcon vd. 2013)
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Sekil 4.3 Ekstrakt uygulamasi sonrasinda HeLa hiicrelerinde intraseliiler radikal

icerikleri
4.3 Antiproliferatif Aktivite

Sekil 4.4 de Sideritis perfoliataMeOH ekstraktinin antiproliferatif etkileri
gorlilmektedir. Sekil incelendiginde doz artisina paralel olarak HeLa hiicrelerinin

proliferasyonunun engelledigi belirlenmistir.

Demirtas vd. (2009) yaptiklar1 calismaya gore; Sideritis libanotica ssp. linearis, ig
insan hiicre hattinda, Vero hiicrelerine (Afrika yesil maymunu bobregi), C6
hiicrelerine (sican beyin tiimori hiicreleri) ve HeLa hiicrelerine (insan uterus
karsinomasi1) karst Onemli bir antiproliferatif aktivite gostermistir. Metanolik
ekstrelerin, bu hiicre dizilerinin proliferasyonunu doza bagli bir sekilde (25 ug / mL

ila 250 ug / mL) inhibe ettigi gézlenmistir.

Sideritis floridana rizomlarindan elde edilen ve ramnoz, glukuronik asit,
galakturonik asit, glukoz, galaktoz ve arabinozdan olusan bir polisakkarit fraksiyonu,
bir zaman ve konsantrasyonda insan kolon kanseri HT29 hiicre hattinin ¢ogalmasini

ve biiyiimesini inhibe ettigini gostermistir (Ma vd., 2013).
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Sekil 4.4 Sideritis perfoliata MeOH ekstraktinin antiproliferatif etkileri
4.4 Apoptozun Belirlenmesi

Apoptosis yada programli hiicre 6liimii genetik olarak kodlanmig bir hiicre 6lim
programidir (Vermes vd., 2000). Apoptosis hiicre kromatininin par¢alanmasi, hiicre
iskeletinin pargalanmasindan dolay1 hiicre hacminin kaybi1 ve hiicre membraninin
kabarcik seklinde yapilar gostermesi ile iliskilidir (Kerr vd., 1994). Bir kanser
hiicresinin devre dis1 birakilmasi i¢in en 6nemli yolarlardan birisi apoptozun aktif
hale getirilmesidir (Johnstone vd., 2002). Calismamizda MTT (3- [4,5-
dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium bromide)testinde hiicre canliligin
azalmasi referans alarak bu azalmada apoptozun aktif hale gelip gelmedigi test
edilmistir. Bu baglamda,Sideritis perfoliatackstraktinin en diisiik uygulama dozu (25
pg/ml) ve en yiiksek uygulama dozu (200 pg/ml) HeLa hiicrelerine verilerek FACS
(flow stometri) hiicre sayim cihazinda apoptoz acisindan degerlendirilmistir. Bu teste
prensip olarak apoptotik hiicrelerin zarinda fosfotidil serin birikir. Floresan boyalarla
hiicrelerin boyanma islemi yapildiktan sonra FACS(flow sitometri) hiicre sayim
cihazinda hiicrelerin erken apoptotik, ge¢ apoptotik veya nekrotik olarak hangi 6lim
yolagina girdigi belirlenir. Calismamizda 24 saat siiresince ekstraktlar ile uygulama
sonrasinda hiicrelerin DMSO(dimetil siilfoksit) kontrol hiicrelerinde erken apoptotik

hiicreler % 29.36 iken 25 ve 200 pg/ml doz uygulanan gruplarda erken apoptotik
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faza giren hiicre oranlar sirasiyla % 34.66 ve %36.20 oldugu belirlenmistir. Geg
apoptoz agisindan incelendiginde ekstrakt uygulama gruplarinda kontrole gore
onemli bir artis gozlenmistir (Sekil 4.5). Sonug olarak hiicrelerin ekstrakt uygulamasi

sonrasi apoptotik yolagi tercih ederek canliligini kaybettigi belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Ekstrakt uygulamasi sonucunda HeLa hiicrelerinde apoptozun belirlenmesi

Sezer ve Uysal (2018)’1n Sideritis oztirkii’in DLD1 kolorektal kanser hiicre soyunda
yaptig1 c¢alismada, bu bitkinin farkli kisimlarina ait ekstraktlarin (¢icek ve yaprak)
DLDI1 hiicrelerine uygulanmasi sonucunda apoptotik bazi genlerin (APAF, BAX,
P53, TNF, HRK ve Kaspaz3) ekspresyonlarinin arttigi ve antiapoptotik genin
(BCL2) ekspresyon seviyesinin azaldigi belirlemis olup 6liim yolunun apoptotik
oldugunu rapor edilmistir. Calismamizda gen ve protein diizeyinde bir belirleme
yapilmamistir ancak floresan isaretleme ile yapilan dlgiimler sonucunda elde edilen

datalarimizin literatiirle uyustugu sdylenebilmektedir.
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4.5 Hidroksil Radikaline Karsi pBR322 DNA Koruma Aktivitesinin

Belirlenmesi

Serbest radikallerin hiicrelerde karbonhidrat, yag, protein ve niikleik asitler iizerine
yikici etkileri bilinmektedir. Bu radikallerden Hidroksil radikali DNA {izerinde seker
fosfat omurgasina baglanarak DNA’y1 pargalar. Eger ortamda koruyucu bir ajan
olarak bir antioksidan molekiil bulunursa hidroksil radikali, DNA’ya zarar veremez
ve DNA korunur. Sekil 4.6 de in vitro ortamda eckstraktin farkli dozlarinin
uygulanmast sonucunda pBR322 plazmid DNA iizerine hidroksil radikalinin etkileri
gorlilmektedir. Sekil4.6 incelendiginde kullanilan dozlarmmin hi¢ birinin DNA

koruyucu aktivite gostermedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.6 Hidroksil radikaline karst DNA koruma aktiviteleri. Ros: Rosmarinik asit
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4.6 IL6 ve IL-8 Seviyelerinin Belirlenmesi

Inflamasyon, patojenler, ksenobiyotikler zarar gérmiis hiicreler gibi etmenlere karsi
dokular1 korumak i¢in dogal olarak kullanilan fizyolojik bir siirectir (Barajas-Gomez
vd., 2017). Bu siire¢ 6nemli molekiiler yolaklarin devreye girmesi ile aktif hale
gelmektedir. Aktif hale gelen bu siirecin ana amaci; baslangic hiicresel lezyonari
elemine etmek ve zarar gormiis hiicreleri ¢ikarmak ve uygun bir mikro ¢evrenin
olusmasin1 saglamaktir (Barajas-Gomez vd., 2017). inflamasyonun bu pozitif
etkilerinin diizenleyici rollerine ragmen, kronik inflamasyon durumlarinda kanser
gibi baz1 hastaliklarin ortaya ¢ikmasi tesvik edilmektedir. Inflamasyon TNF-alfa gibi
reaktif oksijen tiirlerini uyarabilen sitokinlerin artisi ile karakterize edilmektedir. IL6
ve IL8 kanserin gelsimi ve ilerlemesi ile iliskili inflamatuar cevabin
komponentleridir. IL6 artisinin hiicre dongiisii progresyonunu siklin D1 gibi
proteinlerin iizerine etki ederek artirdirdigi rapor edilmistir (Sasser vd., 2007). Buna
ek olarak IL8’in kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, invazyonu ve metestasi
artirdig1 da bildirilmistir (Palena vd., 2012). Calismamizda IL6 ve IL8’in seviyeleri
HeLa hiicrelerinde belirlenmis olup 25, 50 ve 100 mg/ml konsantirasyonlarda doz
artisina bagl olarak artmis olmasina ragmen; 200 mg/ml dozda her iki sitokininde

seviyeleri onemli derecede azalmstir.

Farkli dozda ekstraktin uygulandigi hiicrelerin siipernatantlar1 alinmig ve bu
orneklerde stokininlerden Interlokiin 6 ve 8 seviyeleri belirlenmistir. Sekil 4.7
incelendiginde 25, 50 ve 100 mg/ml uygulama gruplarinda IL-6 ve IL-8 in 6nemli
derecede arttig1 belirlenmistir. Ancak 200 mg/ml dozda hem IL-6 hem de IL-8 in

onemli derecede seviyelerinin azaldig1 tespit edilmistir.
4.7 Fitokimyasal Iceriklerinin Belirlenmesi

LC-MS-MS(s1v1 kromatografi-kiitle spektrometri sistemi) ile metanol ekstraktlari
fitokimyasallar1 i¢in taranmistir. Elde edilen maddeler ve miktarlar1 Tablo 4.1°de
verilmektedir. Yapilan taramada 9 bilesigin tanimlamasi1 yapilmistir. Miktar olarak
vanilik asit ve hidroksisinnamik asiten yiiksek bilesikler olarak belirlenmistir. En az1

ise, kuersetin ve asetohidroksiamikasit asit olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7 Ekstrakt uygulamasi sonrasinda HeLa hiicre slipernatantlarinda IL-6 ve IL-

8 seviyeleri

Tablo 4.1 LC-MS-MS (s1v1 kromatografi-kiitle spektrometri sistemi) tarama

sonuglari

NO Bilesik Miktar (mg/L)
1 Kuersetin 0,89

2 Asetohidroksiamikasit 1,35

3 Vanilik asit 961,03
4 Resveratrol 4433
5 Kafeik asit 3,61

6 Hidroksisinnamik asit 185,91
7 Alizarin 56,53
8 Hidoksibenzoik asit 5,13

9 Salisilik asit 15,81

Sagdi¢ vd. (2007)’de yaptiklar1 calismada, S. caesareaekstresinin toplam fenolik ve
toplam flavonol igerigi S. ozturkiiekstresinden daha yiiksek oldugunu bildirmisler ve
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)radikal siipiiriicii  sistem ile test edilen
ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri sirasiyla S. ozturkii ve S. caesarea 6zlerinin 100

ppm konsantrasyonunda% 41.68 + 1.96 ve% 72.47 + 0.73 olarak bulmuglardir. Bu
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sonuclardan ilki ¢alismamizda kullanilan Sideritis perfoliatadzittiniin DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) aktivitesine yakin olarak ortaya ¢ikmistir. Sideritis cinsine ait
diger bir tiir olan Sideritis scardica’nin antioksidan etkisi iizerine yapilan calismada
tiiriin yiiksek radikal stipiiriicii etkisi (%94.1-94.4) tespit edilmistir (Todorova ve
Trendafilova, 2014). Bu sonuglar Sideritis cinsine ait tiirlerin DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) etkisi agisindan ¢ok genis bir bantta degisiklik gosterdigini ortaya
koymaktadir.

Sideritis scardica, Avrupa'da ¢ok popiiler ve yaygin olarak tanitilan bitki haline
gelmistir. Etnobotanik kullanimlarin bir kismi in vitro deneylerle kanitlanmis olsa da,
farmakolojik etkilerden ve etki mekanizmalarindan sorumlu bilesiklerin veya
kimyasal bilesik smiflarinin daha ileri c¢aligmalar1 gereklidir. Ayrica, Sideritis
scardica kullaniminin yan sira; klinik yollar gibi toksisite ve yan etkilere de dikkat
edilmesi gerekmektedir. Kokiine bagli olarak bu tibbi bitkinin kimyasal
bilesimindeki degiskenlik, standardizasyonu icin bir protokol gelistirilmesini
gerektirir. Uygulama i¢in, biyolojik olarak aktif bilesiklerin birikimini arttirmak ve
bitkiyi kalict ve iyi kalitede elde etmek icin yetistirme kosullarmi iyilestirmek
onemlidir (Todorova ve Trendafilova, 2014). Bu nedenle 6zellikle tibbi ve aromatik
amagla halk arasinda ge¢misten giiniimiize kadar tiiketilen birgok bitkinin bu
kullaniminin yaninda, kullanim sekli, kullanilan kismi, dozu, bitkinin yetistigi ortam
gibi kosullar bilinmelidir. Ancak tiim bunlarin yaninda kullanilan bu bitkilerin saglik
acisindan insanlar iizerinde ne gibi pozitif veya negatif etkilerinin oldugunu ortaya
koymak; hem bilingli tliketim hem de bu bitkilerden modern farmakolojide

faydalanma yoniiyle 6nemli avantajlar saglayacaktir.

Ayrica, ¢calismamizin konusu olan S. perfoliata bitkisinin bir¢ok biyoaktivite 6zelligi
ortaya konmus ve bunlardan bir kismi1 6zellikle insan saglig1 yoniinden pozitif etkiler
gosterirken; diger bazi degerler yoniinden nétr etkiler gostermistir. Yine de bu
caligmalarin ilerleyen basamaklarinda tiiriin farkli ortamlardan toplanmis olani,
toplanma donemi farkli olani, farkli ekstraksiyon metodu kullanilarak alinan oziitii
ve/veya calisilan parametrelerin arttirllmasi gibi degiskenlerin arastirilmast bu

bitkiden istifadeyi en iist diizeye ¢ikaracak verilerin ortaya konmasini saglayabilir.
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