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LAWSONE MOLEKÜLÜNÜN ANTİOKSİDAN AKTİVİTESİNİN, 
PHENOLİC İÇERİĞİNİN VE İNDİRGEYİCİ GÜÇ KAPASİTESİNİN 

BELİRLENMESİ  

ÖZET 

Lawsone, kına Lawsonia inermis L. yapraklarında bulunan kırmızı-turuncu renkli bir 
pigmenttir. Bu molekülün antibakteriyel, antifungal, antioksidan ve anti-inflamatuar 
özellikleri nedeniyle sağlığı korumak amaçlı uygulamaları yaygındır. Bu çalışmada 
Lawson molekülünün, L929 hücreleri üzerindeki proliferasyon etkisi incelenmiş, 
ayrıca total antioksidan kapasitesi, indirgeyici güç özelliği ve toplam fenolik madde 
içeriği belirlenmiştir. Lawson’un L929 hücre hattı üzerinde 24., 48. ve 72. saatteki 
etkileri kontrol grubuna kıyasla inhibitör etkili olduğu bulunmuştur. 24. saatteki IC50 
değeri 24.13 μM,  48. Saatteki IC50 değeri 11.55 μM ve 72. Saatteki IC50 değeri 
63.95 μM bulunmuştur. Lawsonun tüm konsantrasyonlarının, C vitamini ve troloksa 
göre kıyaslanırsa fenolik içeriğinin anlamlı bir biçimde oldukça düşük olduğu 
belirlenmiştir. Lawson’un azalan konsantrasyonda su ekstrelerinin indirgeyici 
güçlerinin doza bağlı olarak arttığı ve en yüksek indirgeyici gücün 0.625 mg/ml 
konsantrasyona ait olduğu tespit edilmiştir. Lawson’un 0.625 mg/ml 
konsantrasyonunda, en yüksek antioksidan kapasite tespit edilmiştir. En düşük 
aktivite ise 10 mg/ml’lik konsantrasyonda tespit edilmiştir. Sonuç olarak Lawson’un 
düşük dozlarda hücre canlılığı üzerinde proliferasyonu artırıcı, antioksidan kapasite 
artışı, total fenolik içeriği ve indirgeyici güç arttığı belirlenmiştir. Lawsone molekül 
in-vivo yara iyileştirme ve oksidan hasarı üzerine diğer modeller üzerine koruyucu 
potansiyel etkileri mümkün olabilir. 

Anahtar kelimeler: Lawsone, L929 hücresi, proliferasyon, antioksidan kapasite, 
indirgeyici güç, fenolik madde. 
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DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY, PHENOLIC CONTENT 
AND REDUCTIVE POWER CAPACITY OF LAWSONE MOLECULE          

 

ABSTRACT 

Lawsone molecule is a red-orange pigment found in the leaves of henna Lawsonia 
inermis L. is widely used to protect health due to its antibacterial, antifungal, 
antioxidant and anti-inflammatory properties. The proliferation effect of Lawson 
molecule on L929 cells was investigated, in addition, total antioxidant capacity, 
reducing power and total phenolic content were determined. The effects of Lawson 
on the L929 cell line at 24, 48 and 72 hours were found to be inhibitory compared to 
the control group. The IC50 value at the 24th hour was found to be 24.13 μM, the 
IC50 value at the 48th hour was 11.55 μM and the IC50 value at the 72nd hour was 
63.95 μM. It was determined that all concentrations of Lawson had significantly 
lower phenolic content when compared to vitamin C and Trolox. It was determined 
that the reducing power of Lawson's water extracts increased with decreasing 
concentration, and the highest reducing power belonged to 0.625 mg/ml 
concentration. The highest antioxidant capacity was determined at Lawson's 
concentration of 0.625 mg/ml. The lowest activity was found at a concentration of 10 
mg/ml. As a result, it was determined that Lawson increased proliferation, 
antioxidant capacity, total phenolic content and reducing power on cell viability at 
low doses. The potential protective effects of the Lawsone molecule on other models 
of in-vivo wound healing and oxidant damage may be possible.   

 

Keywords: Lawsone, L929 cell, proliferation, antioxidant capacity, reducing power, 
phenolic substance.
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1. GİRİŞ 

Kinonlar ve özellikle de 1,4-naftokinon bileşikleri, doğada yaygın olarak bulunan 

fenolik bileşiklerdir. Doğal naftokinon türevleri, fonksiyonel metabolitler olarak 

çeşitli bitkilerden, mikroorganizmalardan, deniz organizmalarından vb. geniş çapta 

tanımlanmıştır (Babula vd., 2009). Doğal naftokinonların önemli hücresel biyolojik 

ve farmakolojik özellikleri, çok sayıda çalışma ile kabul edilmiş durumdadır. 

Örneğin bitki ve bağırsak bakterileri kaynaklı vitamin K1 ve K2, kan pıhtılaşma 

tepkisinde hayati faktörlerdir ve eksikliği koagülopati riskini önemli ölçüde artırır. 

Özellikle genel olarak kullanılan bazı şifalı bitkilerde, shikonin ve plumbagin gibi 

naftokinonlar antimikrobiyal, böcek öldürücü, antiflojistik, yara iyileşmesi ve diğer 

etkileri uygulayan başlıca etkinlik bileşenleri olarak onaylanmıştır (Qiu vd., 2016; 

Raghu ve Karunagaran, 2014).  Naftokinon bakımından zengin bitki özleri, dünya 

çapında halk hekimliğinde iyi bilinen antibakteriyel ve antienflamatuar preparatlardır 

(Qiu vd., 2018). Son yıllarda, özellikle 1,4-naftokinonlara karşı artan bir ilgi söz 

konusudur. 

Lawsone, Lawsonia inermis L. (kına) yapraklarında bulunan kırmızı-turuncu renkli 

bir pigmenttir. Kına bitkisinin özleri ve saflaştırılmış bileşeni, kozmetik ve tıbbi 

alanda yaygın olarak tercih edilmektedir. Halk hekimliğinde, antibakteriyel, 

antifungal, antioksidan ve anti-inflamatuar dahil olmak üzere çeşitli aktiviteler için 

kullanılmaktadır (Pradhan vd., 2012). Farklı kanser hücre hatları üzerinde yapılan in 

vitro çalışmalar, lawson'un HCT-15'in büyümesini inhibe ettiğini göstermiştir 

(Kamei vd., 1998). Wang  ve ark. tarafından yapılan çalışmada sıçanlara 8 hafta 

süreyle ağızdan Lawson (200 mg/mL) verildiğinde, normal kolon mukozasının 

hücrelerini etkilemeden, kolon tümörlerinin hücre proliferasyonunu baskıladığını 

gösterilmiştir (Wang vd., 2017). Doğal olarak elde edilmiş Lawson'un antikanser 

aktivitesi hakkında çok az çalışma vardır. Çoğu araştırma, Lawson'un sentetik 

türevleri üzerinde yapılmakta ve çalışma sonuçları Lawson’un antikanser etkisinin 

olduğunu göstermektedir (Hamdoun vd., 2017;  Oliveira vd., 2017).  
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Lawson'un hayvan çalışmasındaki etkinliğine bakılacak olursa, Lawson 

gastrointestinal kanalda bakteri aracılı ya da spontane bozunmaktadır. Bu da 

potansiyel antikanser özellikleri olan bir ajan olabilmesine işarettir (Yang vd., 2017).   

Yapılan bazı çalışmalarda da 10-200 µM konsantrasyonlarda uygulanan Lawson’un, 

oksidatif fosforilasyon oranlarını arttırdığı bulunmuştur. Oksidasyon ve fosforilasyon 

süreçlerinin hafif ayrışmasının, ROS üretiminin sınırlandırılması nedeniyle hücreler 

için faydalı olabileceği bilinmektedir. Bu nedenle, Lawson'un antioksidan etkisi, 

ROS'un doğrudan nötralizasyonu yoluyla ve mitokondriyal ROS üretimini modüle 

ederek meydana gelebilir. Son yıllarda, saflaştırılmış naftokinonlarla ilgili çalışmalar, 

bileşiklerin antikanser aktiviteye sahip olduğunu ortaya çıkarmıştır (Majiene vd., 

2019).  

Yapılan bu çalışmada antioksidan etkileri bulunan Lawson’un L929 hücreleri 

üzerindeki etkisi incelenmiş olup Lawson’un total antioksidan kapasitesi ve 

indirgeyici gücü ile ilişkidi incelenmiştir.   
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2. LİTERATÜR ARAŞTIRMASI 

2.1. lawson molekülü  

Kinonlar doğada geniş bir dağılıma sahiptir ve sentetik ve doğal ürünlerinden bazıları 

kimya ve biyokimyanın birçok farklı alanında çok önemlidir. Solunum zincirinde 

elektron taşıyıcıları olarak birçok canlı hücrede, ayrıca kan pıhtılaşmasında ve 

glutamatların karboksilasyonunda temel bir rol oynamaktadır. Kinonlar antitümör, 

mollusisidal, antiparazitik, leishmanicidal, antiinflamatuar, antifungal, 

antimikrobiyal ve tripanosidal özellikleri nedeniyle biyoaktif bileşiklerin sentezinde 

kapsamlı bir şekilde araştırılmıştır. Çeşitli çalışmalar, bu moleküllerin biyolojik 

aktivitelerinin, in situ karşılık gelen radikal anyon veya dianyon türlerini oluşturmak 

için bir ve/veya iki elektronu (redoks döngüsü) kabul eden orto veya para-kinonoid 

gruplarından kaynaklandığını belirtmektedir. Böylece yarı kinon radikalleri, 

süperoksit anyonları üreterek hücre içi hipoksik koşulların oluşumunu hızlandırır. Bu 

mekanizma yoluyla kinonlar, muhtemelen hücrelerde DNA replikasyonu için kritik 

olan bir grup enzim olan topoizomerazlar gibi enzimleri etkileyerek memeli 

hücrelerinde sitotoksisite gösterebilir (Jordão vd., 2015).  

Kinon sınıfı, kinon halkası üzerinde bir hidroksi grubu taşıyan birkaç önemli sentetik 

ve doğal bileşik içerir. Spesifik olarak, Lawson (1) motifi ve onun izomerik formu 

olan 4-hidroksi-1,2-naftokinon, bir dizi değerli biyolojik aktiviteye sahip bileşiklerin 

ortak alt birimleridir ve örnekleri Şekil 1'de gösterilmiştir. 
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Şekil 1. Lawson fragmanını içeren doğal ve sentetik biyoaktif naftokinonlar 

Türevlerinin çoğu bitkilerde ve mantarlarda bulunan 1,4-naftokinon, insanlar 

tarafından da kullanılan bir maddedir. Örneğin, bitki metaboliti lawson (2-hidroksi-

1,4-naftokinon), kınanın sarıdan turuncuya boyama özelliklerinden sorumlu 

malzemedir (Rahmoun vd., 2012).  

Lawson (Şekil 2), 100 yılı aşkın bir süredir, çeşitli biyolojik olarak aktif bileşiklerin 

ve ilginç özelliklere sahip malzemelerin sentezi için başlangıç malzemesi olarak 

kullanılmaktadır (Jordão vd., 2015).  
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Şekil 2. Lawson molekülünün kimyasal yapısı (Jordão vd., 2015). 

2- Hidroksi-1,4-naftokinon (1) veya Lavson veya hennotannik asit, doğal olarak 

oluşan en basit naftokinonlardan biridir. Doğal Turuncu 6 (C.I. 75480) olarak 

sınıflandırılan bu kırmızı-turuncu pigment, kurutulmuş toz haline getirilmiş kına 

(Lawsonia spp., Lythraceae familyası), yani dallı bir çalı veya grimsi kahverengi 

kabuğu olan küçük bir ağacın özünden elde edilebilir. En yaygın türleri %0.5-1.5 

oranında Lawson  içeren Lawsonia alba, Lawsonia spinosa ve Lawsonia inermis 

Linn'dir (mignonette ağacı). Bu bileşik ayrıca mücevher otu Impatiens balsamina'da 

ve Juglans regia'da (veya cevizde) bulunur. Lawson’un önemli bir izomeri, Juglans 

nigra, J. cinerea ve J. regia gibi Juglandaceae familyasının çeşitli türlerinde bulunan 

doğal bir 1,4-naftokinon olan, 5-hidroksi-1,4naftokinondur (veya juglon). Bu 

bileşiklerdeki hidroksil grubunun konumu, redoks potansiyellerini ve prooksidan 

aktivitelerini etkilediği için biyolojik aktiviteleri için çok önemlidir (Jordão vd., 

2015). 

2.2. L929 Hücre Hattı 

Yapılan bilimsel deneylerde memeli canlıların kullanılmasından mümkün olduğunca 

kaçınılması gerekmektedir. Bu amaçla biyomedikal çalışmalar için pek çok farklı 

alanda hücre kültürleri geliştirilmiş ve bilimin kullanımına sunulmuştur. Hücre 

kültürleri mikrobiyoloji alanında çalışılması güç virüs gibi mikroorganizmaların 
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tanımlanması, üretilmesi virüs aşılarının geliştirilmesi için kullanılmaktadırlar. 

Günümüzde kanser araştırmaları ve ilaçlarının geliştirilmesi, etkinliğinin 

belirlenmesi için de hücre kültürleri ile yapılan çalışmalara önem verilmektedir 

(Akçalı, 2010).   

Hücrelerin kontrollü şartlar içinde yetiştirilme süreci, hücre kültürü olarak 

tanımlanmaktadır.  İnsan ve hayvanların organizmasından doku ve hücre kültürü 

yapılabilir ve kimyasal ya da mekanik işlemlerle besi agarına yerleştirilebilir. 

Hücre kültürlerinin çok geniş alanda çeşitli çalışmalarda kullanım alanları söz 

konusudur. Örnek olarak;  

• viral teşhis ve aşı üretimi

• gen ve tümör edavisi

• Hormon, monoklonal antikor, aşı, enzim, interferon, büyüme faktörü,

interlökin gibi immun sistem düzenleyicileri üretimi

• Canlı hücrelerin farklı amaçlarla kullanılması (transfüzyon amaçlı

eritrositlerin kullanılması, kemik iliği nakli, Parkinson çalışmaları için beyin

hücrelerinin kullanılması)

• Kıkırdak, yapay deri, karaciğer ve yapay pankreas, kompleks dokular üretimi

verilebilir  (Ilgım, 2011). 

2.2.1. Hücre Kültürü Şartları  

Kullanılan hücre ve kültür tipine göre Hücre kültür ortamı değişebilir. Anccak kültür 

şartlarının eksiksiz sağlanması, hücrelerin canlılığı ve çoğalması için gereklidir.   

Kültür ortamında enerji kaynağı (osmotik dengesi sağlanmış), kofaktörler, 

vitaminler, mineraller tuzlar, büyüme faktörü iz elementler ve aminoasitler 

bulunmaktadır. Bunun yanı sıra kültür ortamı üzerinde nemlilik, gaz fazı bileşenleri, 

sıcaklık, pH, ışık ve ozmolarite faktörleri doğrudan etkildir.  Hayvan hücre kültürü 

için optimum pH 7.2-7.5, sıcaklık 35-37°C ve karbondioksit gazı  % 2-5 olmalıdır. 

Tamponlayıcılar (bikarbonat gibi), glutamin, antibiyotik ve kan serumu kültür 
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ortamına sonradan eklenmelidir. Her bir hücre kültürü için farklı özelliklere sahip 

ayrı bir kültür ortamı gerekmektedir. Buna örnek olarak memeli hücre kültürü için  

optimum pH değerinini 7.4 olması gerektiği verilebilir (Ilgım, 2011).   

2.2.2. Kaynağına Göre Hücre Kültürü Sistemleri  

Bitki ya da hayvan hücreleri izole edilmesinin ardından kültüre edilirse, “primer 

kültür” elde edilmiş olur. Bu durumda hücre soyu sonsuz değildir, pasajlamaların 

sonunda hücreler yaşlanarak canlılığını yitirir, ölür. Dolayısıyla primer hücreler 

belirli sayıda pasajlanabilidiğinden, deneylerin de bu esnada yapmak önemlidir.  Bu 

hücreler pasajlamaların sonunda, ölümsüz olabilmekte ve bir hücre soyu elde 

edilebilmektedir. Hücre soyları, primer hücrelerde kendiliğinden mutasyonla elde 

edilebileceği gibi, virüsler ya da kimyasallar eklenerek veya  tümörlerden alınan 

hücrelerden oluşturulabilmektedir. Primer kültürlerden farklı olarak hücre soyları, 

kültür ortamında yoğunluğunun artması, serum ya da büyüme faktörüne daha az 

gereksinim, sonsuz çoğalma kabiliyetlerinin olması ve üremek için zemine tutunma 

ihtiyacının az olmasıdır (Ilgım, 2011).   

2.2.3. Büyüme Şekillerine Göre Hücre Kültürü Sistemleri  

Büyüme şekillerine göre hücre kültürü sistemleri  yüzeye tutunarak büyüyen ve 

süspanse hücreler olarak iki sınıfta incelenmektedir. Kemik iliği, dalak,  kan, 

kültürleri ile olgunlaşmamış hücreler bu yolla üretilmektedir. Ektoderm ve endoderm 

kökenli hücreler (epitel ve fibroblast) tutunarak büyüyen hücrelerdir.  Bu hücreler 

prroteoglikanla, kollojen, laminin benzeri makromoleküllerin karışımından oluşan 

kompleks yapı (ekstraselüler matriks) üzerinde ve bu yapının moleküler membran 

reseptörleriyle  etkileşimleri sonucu gelişmektedirler (Ilgım, 2011).   

L929 fibroblast hücreleri (Şekil 3), oksidatif stres kaynaklı sitotoksisiteyi araştırmak 

için yaygın olarak kullanılmaktadır (Anon., 2022). Bu nedenle reaktif radikal 

üretiminin inhibisyonu; onarım veya yara iyileşme sürecinin proliferatif fazını 
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başlatmak için bölgeye çekilen fibroblast alımı için önemli bir husustur (Çınar, 

2020). 

 

Şekil 3. Düşük ve yüksek yoğunluklu L929 hücreleri (Anon., 2022).   

 

2.3. Antioksidan Kapasite 

 

2.3.1. Antioksidanlar ve Etki Mekanizması 

Antioksidanlar (H2) atomu verme kabiliyetine sahip, serbest radikallerin  neden 

olduğu oksidatif stresi baskılayan bileşiklrdir (Çalışkan2020).  

Serbest radikaller, bir veya birden çok eşlenmemiş elektrona sahip oldukça kararsız 

yapıdaki bileşiklerdir. Serbest radikaller hücrelerde endojen veya eksojen olarak 

meydana gelebilen düşük molekül ağırlıklı, kısa ömürlü moleküllerdir.  

Reaktif Oksijen türleri (ROS) ile oluşan bu moleküller aerobik organizmaların 

fogositoz  ya da  elektron taşıma zinciri gibi metabolik faaliyetler sonucunda sürekli 
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oluşmakta, hidrojen peroksit (H2O2), süperoksit anyon (O2-),  hidroksil radikali 

(HO-), alkoksil radikali (RO-), hidroklorikasit (OHCl-), peroksinitri (ONOO-) 

peroksil radikali (ROO) gibi ROS’lar oluşabilmektedir.  

Antioksidanlar, serbest radikallerin organizmalarda neden olduğu oksidatif stresin 

ortadan kaldırılmasına yardımcı olan bileşiklerdir. Flavanoidler, flavonlar, 

isoflavonlar, lignanlar, antosiyaninler, kumarin, isokateşin ve kateşinler En fazla 

antioksidan kapasitesine sahip olan bileşiklerdir. En güçlü doğal antioksidanlar 

çoğunlukla  bitkisel kaynaklı olup; stibenler, alkoller, tokotrienoller ve tokoferoller 

buna örnek verilebilir. Antioksidanca zengin bitki florasına ülkemizde Karadeniz 

Bölgesi öne çıkmaktadır. Türkiye’deki tıbbi, aromatik, soğanlı  ve bitki florasının 

¾’ü Karadeniz Bölgesi’nde bulunmaktadır (Okan, vd. 2013). 

2.3.2. Antioksidanların Sınıflandırılması  

Enzimatik ve enzimatik olmayan olarak antioksidanlar iki sınıfta incelenmektedir.  

ayrılırlar. Bazı antioksidanlar, enzimatik kofaktörler gibi bazı enzimleri içeren ve 

düşük molekül ağırlığına sahiptir. Bazı antioksidanlar da enzimatik olmayıp, 

besinlerden elde polifenolik bileşenlerdir.  Ayrıca yine besin alımı ile sağlanabilen 

karotenoidler, organosülfür bileşenleri, vitaminler, ve mineraller de antioksidan 

özelliktedir.  

Antioksidanlar sentetik ve doğal olarak da bir sınıflandırılabilir. Sentetik 

antioksidanlara örnek olarak butillendirilmiş hidroksianisol (BHA), butillendirilmiş 

hidroksitoluen (BHT), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG) 

verilebilir. antioksidanlar, tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C, 

karotenoidler, polifenoller ve selenyum da en önemli doğal antioksidanlar arasında 

yer almaktadır (Madhavi, 1996). 
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2.3.3. Antioksidan Aktivitesi Ölçüm Yöntemleri 

Antioksidan aktivite ölçüm koşullarındaki basınç, sıcaklık gibi parametrelerden 

etkilenmektedir (Huang ve diğ., 2005). Ölçüm yöntemleri iki grup altında 

sınıflandırılmaktadır.  

Hidrojen Atom Transferine Dayanan Metot (HAT): Antioksidan kapasitesi (AOK), 

Serbest radikallerin antioksidan maddenin hidrojeni ile etkisiz hale gelmesinin 

ölçülmesi ile tayin edilir. 

Singlet Elektron Transferine Dayanan Metot (SET): Potansiyel antioksidanların 

elektron transfer etmesi ile metal, karbonil ve radikal içeren bileşiklerin 

indirgenmesine dayanan metotdur (Prior ve diğ., 2005).  

  

Başlıca antioksidan aktivitesi hesaplama yöntemleri  aşağıdaki gibidir.  

• Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yöntemi 

• Toplam Radikal Yakalayıcı Parametre (TRAP) Yöntemi  

• Krosin Beyazlatma Yöntemi 

• Toplam Oksiradikal Söndürme Kapasite (TOSC) Yöntemi 

• Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) Yöntemi   

• Troloks Eşiti Antioksidan Kapasite (TEAC veya ABTS) Yöntemi 

• 2.2.-Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH) Radikal Söndürücü Kapasite Yöntemi 

• Cu (II) İyonu İndirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yöntemi 

• Demir (III) İyonu İndirgeyici Antioksidan Gücü (FRAP) Yöntemi 

• Folin-Ciocalteu Ayıracı (FCR) ile Toplam Fenolik Yöntemi (Okan vd., 

2013). 

 

2.4. Fenolik Bileşikler 

Gıdalarda olan fenolik maddeler ise renk, acılık, burukluk, tat, koku veren özellikte 

maddeler olup, ürünlerin oksidatif stabilitesine etki edebilmektedir (Naczk ve 

Shahidi, 2004).  
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Fenolik bileşikler, bitkilerin sekonder metabolitleri olarak değerlendirilmektedir. 

Polifenolik bileşikler, fitokimyasallar içinde en geniş sınıflardandır. Yapılarındaki 

hidroksil grupları, fonksiyonel özellik gösteren gruplarıdır ve güçlü antioksidan 

aktivite gösterirler. Singlet oksijeni süpürücü, indirgeyici ve hidrojen atomu verici 

gibi fonksiyonlara sahiptir. Fenolikler; fenolik asitler, flavonoidler ve fenolik 

polimerler (tanenler) olara üç sınıfta incelenir (Kaya vd., 2016). 

2.4.1. Flavonoidler 

Bitkilerin ortak bileşenleri olan flavonoidler,  bitkilerin kök, tohum , yaprak, gövde 

ve meyvelerinde bulunmaktadır. Bilinen 8000'den fazla polifenolik bileşik mevcut 

olup, 4000'den fazlasını flavonoidleri içermektedir.Flavonoidlerin yapısında,15 

karbona sahip flavan bulunur. Molekül yapılarında, aromatik A halkasına birleşik 

bulunan heterosiklik C halkası ve buna 2, 3 veya 4 pozisyonundan bağlı bir aromatik 

B halkası bulunur. Söz konusu  halkalara bağlanan fenolik OH- grupları, yapının 

antioksidan aktivite göstermesini sağlar.  

Flavonoidlerin, antioksidan, antienflamatuvar yanında, farklı enzimlerin aktivitesini 

artırmak ve spesifik reseptörlerle etkileşme suretiyle insan sağlığı üzerinde olumlu 

etkileri vardır. Ayrıca flavonoidler, antiviral, antitrombotik, antialerjik ve vazodilatör 

etkilere ve bakır, demir gibi metaller ile  şelat oluşturma özelliğine sahiptirler. Bunun 

yanısıra literatürde flavonoidlerin  LDL peroksidasyonunu önlediği,  antikanserojen 

ve kalp hastalıklarını önleyici özelliğe de sahip olduğu ifade edilmektedir. 

Başlıca flavonoid bileşikleri şunlardır: flavonlar, flavononlar, flavonoller, 

izoflavonoidler, antosiyaninler,  antosiyanidinler, biflavonoidler, oligomerik 

flavonoidler, izoflavonlar), auronlar ve kalkonlar  (Kaya vd., 2016). 
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2.4.2. Fenolik Asitler 

Benzoik asiti ve sinnamik asidin hidroksi türevleri olmak üzere fenolik asitler, iki 

sınıfa ayrılır. Hidroksibenzoik asidler,  genelde bitkisel gıdalarda eser miktarda 

bulunup, C6-C1 fenilmetan yapısındadır. Hidroksisinamik asidler ise C6-C3 

fenilpropan yapısında bulunmaktadırlar. Ferulik asit, kafeik asit, o-kumarik asit ve p-

kumarik asit en yaygın bulunanlarıdır.  

Hidroksisinnamik asitler, bu iki grup arasında en fazla bulunanıdır. Bitkilerdeki 

(serbest, glukozidleri  veya esterleşmiş halde) fenolik bileşiklerin % 30’u, fenolik asit 

olarak gıdalarla alınır. Hidroksi- metoksi gruplarının çeşitleri ve yerleşimine göre 

farklı şekilde isimlendirilirler. Yapılarındaki halkaya bağlı hidroksil gruplarının 

pozisyonu ve sayısına göre antioksidan aktivitesi  ve kararlılığı değişebilmektedir. 

Fenolik asitler,  anyon radikallerini (hidroksi, peroksil, süperoksit ve  peroksinitrit) 

giderme ve  metal şelatlama etkilerine sahiptir (Kaya vd., 2016). 

 

2.4.3. Fenolik Polimerler  

Proantosiyanidinler veya tanenler yüksek molekül ağırlığına sahip, flavonoidlerin 

polimeri ya da oligomeridir. Bitkilerin sekonder metabolitleridirler ve bitkileri 

zararlılar karşısında korurlar. Bazı çilek türleri, nar suyu, elma, beyaz ve kırmızı 

üzümde, bunlardan üretilen şaraplarda, tarçın, çay, kakao ve Ginkgo bilobada bolca  

bulunur. Koyu renge ve buruk tada sahip bileşiklerdir. Bazı kanser türleri,  

enflamasyonun ve ateroskleroz üzerinde sağlık açısından olumlu etileri olduğu 

bildirilmektedir (Kaya vd., 2016). 
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal 

Bu çalışmada kullanılan Lawson molekülü ve L929 hücre hattı  American Type 

Culture  Collection (ATCC)’dan,  analizlerde kullanılan kimyasallardan gallik asit, 

folin ciocalteu, Na2CO3, sıvı azot, potasyum difosfat (KH2PO4), potasyum 

ferrisiyanid [K3Fe(CN)]6, trikloroasetik asit, linoleik asit  ve FeCl3 kimyasalları 

Sigma Aldric firmasından; etanol, metanol, asetonitril, asetik asit, demir (III) klorür, 

triloloroasetikasit, potasyum hekzasiyanoferrat, Tween 20, amonyum tiyosiyanat 

Riedel firmasından; Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil-kroman2-karboksilik asit), 

ABTS, beta karoten Fluka firmasından;  L- askorbik asit, demir (II) klorür, potasyum 

klorür ve sodyum asetat trihidrat ise Merck firmasından temin edilmiştir.  

3.2. METOT 

3.2.1. L929 Hücre Hattı  ve Lawson Molekülünün Hazırlanması, Canlılık 

Oranının Belirlenmesi 

American Type Culture Collection (ATCC)’dan Cryotube içinde temin edilen L929 

hücre hattı (Alfa Aersar (2-Hidroksi-1,4 nafatkinon) A11880, Ma=174,16 g),  sıvı 

azot tankından çıkarılarak %10 FBS içeren ve DMEM besiyeri içeren T75 cm2 flaska 

ekildikten sonra, 37°C’de etüvde (%90 nem,  %5 CO2) inkübe edildi. Hücreler ard 

arda pasajlanarak dördüncü pasajdan sonra hücre sayımı yapılarak, 96 kuyucuklu 

plakanın her bir kuyucuğuna, 5000 hücre gelecek şekilde ekim yapıldı. Hücrelerin 

kuyucuk tabanına yerleşmesi için, 24 saat boyunca CO2’li etüvde inkübe edildi. Bu 

sürenin sonunda ilaç ekimi yapılarak 24, 48, 72. saatler için MTT yöntemi ile 

mikroplak okuyucu spektrofotometre (Epoch Microplate Spectrophotometer, 

BioTek, USA) ile 570 nm absorbans değerinde ölçümleri yapıldı. Canlılık oranları 

kontrol kuyucukları ile karşılaştırılarak analiz edildi. 
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L929 hücreleri tekrar pasajlandıktan sonra H2O2’nin hücrede oluşturduğu oksidatif 

strese karşı lawsonun koruyucu etkilerinin belirlenmesi amacı ile H2O2 ‘nin (0,3, 0,4, 

0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 mM) konsantrasyonları ile lawsonun (1000 µM-1 µM) 

konsantrasyonlarının L929 hücreleri üzerindeki etkileri MTT yöntemi ile incelendi. 

96 kuyucuklu plakaya ekim yapıldı. Yirmi dört saat sonra, hücreler farklı 

konsantrasyonlardaki lawsona maruz bırakıldı ve üç saat sonra da H2O2 (0,4 mM) 

ortama ilave edildi. Sonrasında 24., 48. ve 72. saatlerde hücrelere MTT yöntemi ile 

mikroplak okuyucu spektrofotometre (Epoch Microplate Spectrophotometer, 

BioTek, USA) ile 570 nm’de absorbans ölçümleri yapıldı. Canlılık oranları kontrol 

kuyucukları ile karşılaştırılarak analiz edildi. 

Lawson molekülünün hazırlanması için, son  konsantrasyon %0.5 olacak şekilde 

DMSO içinde çözündürülmüş ve sonrasında gerekli hacimler için tamamlamalar 

DMEM besiyeri ile yapılmıştır. 

3.2.2. Total Fenolik Madde (TFM) İçeriği Belirlenmesi 

Lawson ekstraktlarındaki (0.625 -10 mg/ml) total fenolik madde (TFM) miktarı, 

standart olarak gallik asit kullanılarak belirlenmiştir (Slinkard ve Singleton, 1977). 

Gallik asit %70’lik metanol içinde (1:10 h/h) çözüldü. 10 mg Lawson ekstraktı ise, 

10 ml saf suda çözüldü. Folin ciocalteu's reaktifi: 1:10 h/h seyreltilmiş folin reaktifi 

hazırlandı. Na2CO3 çözeltisi %7.5: 7.5g Na2CO3 tartıldı ve 90ml suda çözüldü. 

Daha sonra su hacmi 100 ml’ye tamamlandı. Eppendorf tüplerinde bulunan 

ekstraktlar üzerine, tekrarlı olmak üzere Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek 

inkübasyona bırakıldı. Tüplere Na2CO3 (% 7,5) eklenerek tekrar inkübasyona 

bırakıldı ve Elisa Reader cihazı ile 765 nm'de ölçüm yapıldı. Sonuçlar, ekstraktların 

miligramı başına miligram gallik asit  (mg GAE/g lyophylisate) eşdeğeri (GAE) 

olarak ifade edildi.  
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3.2.3. İndirgeyici Güç Tayini (İGT) Tayini 

İndirgeyici güç tayini (İGT), Yen vd. (1997)  yöntemine göre belirlenmiştir.  

Lawson’un numuneleri, 10 mg ekstrakt 1 ml saf suda çözülerek ve ardışık seyreltme 

ile 0.25 mg/ml’ye kadar 5 numune hazırlandı.  Fosfat Tamponu için, 0.2M pH=6.6: 

2.72 gr KH2PO4 tartıldı ve 90 ml saf suda çözüldü. pH 6.6’ya ayarlandı ve son hacim 

100 ml’ye tamamlandı. Potasyum Ferrisiyanid %1 için, Potasyum ferrisiyanid 0.505 

g tartıldı ve 40 ml saf suda çözüldü. Son hacim 50 ml’ye tamamlandı. Trikloroasetik 

asit çözeltisi (TCA) % 10 için TCA 5 g tartılarak, 45 ml saf suda çözüldü ve  son 

hacim 100 ml’ye tamamlandı. FeCl3 % 0.1 için, 0.103 g FeCl3 tartıldı. 90 ml saf suda 

çözüldü ve son hacim 100 ml’ye tamamlandı. 

Eppendorf tüplerinde bulunan numuneler üzerine fosfat tamponu eklendi. Ardından 

eppendorf tüpler içindeki numunelere potasyum ferrisiyanid  eklenerek, inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sonrasında TCA ve FeCl3 eklenerek 700 nm’de ölçüm yapıldı. 

Reaksiyon sonucu oluşan absorbans artışı, artan indirgeme gücü olarak ifade edildi. 

3.2.4. Total Antioksidan Kapasite (TAS) Tayini 

Kuvvetli serbest radikaller karşısında vücudun total antioksidan kapasitesini ölçen ve 

tam otomatik bir metod olarak Rel Assay Diagnostics TAS kitindeki prosedürler 

doğrultusunda Total Antioksidan Kapasite (TAS) Tayini  yapıldı. Bu metotta; Fe+2 -

o-dianisidin kompleksi, hidrojen peroksid ile fenton reaksiyonu oluşturarak hidroksil 

radikalini meydana getirir. Bu kuvvetli ROT, indirgenerek düşük pH değerinde, rengi 

olmayan o-dianisidin molekülüyle etkileşime girer ve sarı-kahverengi dianisidil 

radikallerini meydana getirir. Dianisidil radikalleri, ileri oksidasyon reaksiyonlarına 

girerek, renk oluşmasını artırır. Fakat örneklerdeki antioksidanlar, oksidasyon 

reaksiyonlarını engelleyerek renk oluşumunu durdurabilmektedir. Bu reaksiyondaki 

renk değişimleri otomatik analizörde spektrofotometrik olarak ölçüldü. 
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3.2.5. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analiz ortalama ± standart sapma değerleri hesaplandı. Veri analizi 

p<0,05 önem düzeyinde, tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve Duncan testi 

kullanılarak gerçekleştirildi.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA

4.1. L929 Proliferasyonu ve Canlılık Analizi 

Lawsonun farklı konsantrasyonlarda (1000 μM -1 μM), L929 fare fibroblast hücre 

hattında hem proliferasyon hem de canlılığı üzerindeki etkisi, MTT yöntemi 

kullanılarak 24., 48. ve 72. saatlerde incelenmiştir Lawsonun tüm saatelrde doza 

bağımlı olarak, dozların azalması ile proliferatif etki ortaya çıkmıştır  (Şekil 4, Şekil 

5, Şekil 6).  Ancak, Lawson’un kontrol grubuna göre sitotoksik etkisinin olduğu 

belirlenmiştir. . Elde edilen veriler One-way Anova Duncan çoklu karşılaştırma 

testine göre p<0.05 anlam düzeyinde gerçekleştirilmiştir. Farklı harfler grupların 

birbirinden istatistiksel olarak anlamlı olduğunu göstermektedir.24., 48. ve 72. 

saatlerin tümünde Lawsonun L929 hücre hattına etkileri incelendiğinde, kontrol 

grubuna kıyasla tüm dozlarında istatistiksel olarak anlamlı bir inhibisyon 

gözlemlenmiştir. 24. Saatteki IC50 değeri 24.13 μM,  48. Saatteki IC50 değeri 11.55 

μM ve 72. Saatteki IC50 değeri 63.95 μM bulunmuştur. 

Şekil 4: Lawson’un L929 Hücreleri Üzerine 24. Saat Etkileri 
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Şekil 5: Lawson’un L929 Hücreleri Üzerine 48. Saat Testi 

 
Şekil 6: Lawson’un L929 Hücreleri Üzerine 72. Saat Testi 

4.2. Total Fenolik Madde (TFM, TFC) İçeriğinin Belirlenmesi 

Yapılan çalışmada toplam fenolik madde konsantrasyonu gallik asit eşdeğeri olarak 

hesaplanmıştır. En derişik ekstrakt olan 10 mg/ml ekstraktta, en düşük fenolik içerik 

belirlenmişken, azalan dozlarda daha yüksek fenolik içerik belirlenmiştir. Lawsonun 

tüm konsantrasyonları, C vitamini (1 mg/ml) ve troloksa (1 mg/ml) göre kıyaslanırsa, 

fenolik içeriğinin anlamlı bir biçimde oldukça düşük olduğu belirlenmiştir  (Şekil 7, 

Tablo 1) 
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Tablo 1. Örneklerin fenolik madde içeriği 

Numune        
Polifenol miktarları 

(mg/100x10-6) 

1mg/ml 20,43  ± 0,187 

2,05 mg/ml 27,92  ± 0,054 

2,9 mg/ml 34,39 ± 0,354 

4,1 mg/ml 43,29 ± 0,542 

5 mg/ml 50,05 ± 0,769 

Trolox 3724,52 

C vitamini 1460,87 

Şekil 7: Lawson’un Total Fenolik Madde İçeriği 
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4.3. İndirgeyici Güç Tayini (İGT) 

Lawsondan hazırlanan değişen konsantrasyonlardaki su ekstrelerinin indirgeyici 

güçlerine ait sonuçlar, ortalama absorbans olarak kaydedilerek, C vitamini ve 

Troloksa göre karşılaştırması yapıldı (Şekil 8, Tablo 2). Total indirgeyici güç, 

antioksidan kapasite tayininde kullanılan yöntemlerden biridir ve yüksek absorbans, 

yüksek indirgeme potansiyelini göstermektedir (Mathew ve Abraham, 2006). 

Çalışmanın sonuçlarına göre azalan konsantrasyonda, su ekstrelerinin indirgeyici 

güçlerinin, doza bağlı olarak arttığı ve en yüksek indirgeyici gücün 0.625 mg/ml 

konsantrasyona ait olduğu tespit edilmiştir. 

Tablo 2. Numunelerin İndirgeyici Güç Özelliği  

Numune  İndirgeyici Güç 

1 mg/ml ekstrakt 0,272 ± 0,070 

2,05 mg/ml ekstrakt 1,358 ± 0,101 

2,9 mg/ml ekstrakt 2,065 ± 0,046 

4,1 mg/ml ekstrakt 3,103 ± 0,215 

5 mg/ml ekstrakt 4,005 ± 0,216 

C vitamini 5,416 ±0,305 

Trolox 6,300 ±0,361 
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Şekil 8: Lawson’un İndirgeyici Güç Tayini 

4.4. Total Antioksidan Kapasite (TAS) Tayini 

Lawson’un farklı konsantrasyonlardaki su ekstrelerindeki total antioksidan 

kapasitelerini tespit etmek için, standart çözeltiler ile hazırlanılan kalibrasyon 

eğrisinden faydalanıldı. Sonuçlara göre, aktivitenin doz azalışına bağlı olduğu 

belirlenmiştir (Şekil 9, Tablo 3). Bu ekstreler içerisinde en yüksek antioksidan 

kapasite 0.625 mg/ml’lik konsantrasyon için tespit edilmiştir. En düşük aktivite ise 

10 mg/ml’lik konsantrasyon için saptanmıştır. Tüm dozlar standart çözeltiler ile 

kıyaslandığında 1.25 ve 0.625 mg/ml konsantrasyondaki ekstraktların antioksidan 

kapasitesinin, 2 mmol/L’lik standardın antioksidan kapasitesinden daha yüksek 

olduğu belirlenmiştir. 
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Tablo 3. Numunelerin antioksidan aktivitesi 

Numune Antioksidan aktivite 

1mg/ml ekstrakt 38,95 ±0,06 

2,5mg/ml ekstrakt 71,35  ±1,24 

2,9 mg/ml ekstrakt 99,22  ±0,66 

4,1 mg/ml ekstrakt 140,18  ±1,78 

5 mg/ml ekstrakt 166,50  ±0,79 

0.5 mmol/L stok 21,70  ±1,14 

1 mmol/L stok 41,25  ±2,36 

2 mmol/L stok 70,63  ±0,36 

 

 
Şekil 9: Lawson’un Total Antioksidan Kapasitesi 

Lawson’un hücre proliferasyonu üzerine etkileri değerlendirildiğinde, L929 fare 

fibroblast hücre hattı üzerinde Lawson’un en düşük konsantrasyonun etkili olması bu 

etken maddenin sitotoksisite çalışmalarında yeni bir ajan olduğuna işaret etmektedir. 

Bu sitotoksik etkinin nedenini incelemek adına fenolik bileşiklerin tayini ve 

antioksidan kapasitesi değerlendirildi. Yapılan çalışmalarda fenolik bileşiklerin 

sağlık üzerine etkilerinin incelendiği in vitro çalışmalar serbest radikal süpürücü, 
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enzimatik aktiviteyi düzenleyici, hücre proliferasyonunu inhibe edici, antibiyotik, 

antialerjik, antidiareal, antiülseratif ve antiinflamatuar etki gösterdiklerini 

belirtmektedir (Bravo, 1998).   

Bazı araştırmalar ise  diyet fenoliklerinin genel olarak kemopreventif etki 

gösterdiğini ve antikanser ajan olarak metabolizmada rol aldığını göstermektedir. 

Fenolik bileşiklerden özellikle flavanoidlerin, kolesterolden zengin beslenen ratlarda 

süperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesini düzenleyerek ve süperoksit dismutaz, 

katalaz ve glutatyon peroksidazın gen ekspresyonunu artırarak, antioksidatif 

kapasiteyi artırdığı belirtilmektedir (Jeon vd., 2001). Çalışmalarda belirlenen 

antioksidan kapasitesi, total fenolik içerik ve indirgeyici güç profilleri de hücre 

canlılık testlerini destekler niteliktedir.  

Kontol grupları, yalnızca L929 hücresi içeren lakin Lawson molekülünün 

maruziyetine bırakmadığımız gruplardır. Sağlıklı hücre grubu olarak da 

adlandırabiliriz. Tüm Lawson maruziyetine bırakılmış farklı gruplar, bu sağlıklı grup 

olarak adlandırdığımız kontrol grupları ile kıyaslandı. Sağlıklı hücredeki canlılık 

miktarları, bize normal hücre sayısındaki değişimi göstermektedir. Lawson 

maruziyetine bırakılmış gruplardaki canlılık miktarları, Lawsonun sitotoksik 

özelliğinden dolayı kontrol grubuna kıyasla daha da azalmıştır. Etki aralığında 

Lawsonun dozu önemli olmaktadır. Yaptığımız bu çalışmada Lawsonun sitotoksik 

etkili olduğu dozlar çalışılmıştır. Bu nedenledir ki kontrol grubunda proliferasyon 

daha fazladır. 

Fenolik madde içeriği, bir molekülün antioksidan kapasitesi ile kolerasyonlu bir 

değerdir. Lawsonun artan dozlarına doğru gidildikçe antioksidan kapasitesi 

azalmıştır. Bu değerler hücre proliferasyon testinde de etkisini göstermektedir. Artan 

dozlarda Lawsonun hem oksidan kapasitesi artmış böylece sitotoksik etkiside 

artmıştır. Fenolik, antioksidan ve indirgeyici güç analiz sonuçlarıda molekülün 

yüksek dozlarda biyoetkiliğinin bir sonucu olarak yüksek çıkmıştır. 
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Özetle, Lawson’un azalan dozlara doğru hücre canlılığı üzerinde proliferasyonu 

artırıcı,  antioksidan kapasite, total fenolik içeriği ve indirgeyici gücü arttığı 

belirlenerek Lawson’un düşük dozlarda antioksidan, yüksek dozlarda antitümoral bir 

bileşik olabileceği görülmüştür. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER

Bu çalışmada, antibakteriyel, antifungal, antioksidan ve anti-inflamatuar özellikleri 

nedeniyle sağlığı korumak amaçlı uygulamaları yaygın olan Lawson molekülünün, 

L929 hücreleri üzerindeki proliferasyon etkisi incelenmiş, ayrıca total antioksidan 

kapasitesi, indirgeyici güç özelliği ve toplam fenolik madde içeriği belirlenmiştir. 

Lawson’un L929 hücre hattı üzerinde 24, 48 ve 72. saatteki etkileri kontrol grubuna 

kıyasla inhibitör etkili olduğu bulunmuştur. 24. saatteki IC50 değeri 24.13 μM,  48. 

Saatteki IC50 değeri 11.55 μM ve 72. Saatteki IC50 değeri 63.95 μM bulunmuştur. 

Lawsonun tüm konsantrasyonlarının, C vitamini ve Trolox’a göre kıyaslanırsa 

fenolik içeriğinin anlamlı bir biçimde oldukça düşük olduğu belirlenmiştir. 

Lawson’un azalan konsantrasyonda su ekstrelerinin indirgeyici güçlerinin doza bağlı 

olarak arttığı ve en yüksek indirgeyici gücün 0.625 mg/ml konsantrasyona ait olduğu 

tespit edilmiştir. Lawson’un 0.625 mg/ml konsantrasyonunda, en yüksek antioksidan 

kapasite tespit edilmiştir. En düşük aktivite ise 10 mg/ml’lik konsantrasyonda tespit 

edilmiştir. 

Özetle, Lawson’un azalan dozlara doğru hücre canlılığı üzerinde proliferasyonu 

artırıcı, antioksidan kapasite, total fenolik içeriği ve indirgeyici gücü arttığı 

belirlenerek Lawson’un düşük dozlarda antioksidan, yüksek dozlarda antitümoral bir 

bileşik olabileceği görülmüştür. 
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