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LAWSONE MOLEKULUNUN ANTIiOKSIDAN AKTIVITESININ,
PHENOLIC iCERIGININ VE INDIRGEYIiCi GUC KAPASITESININ
BELIRLENMESI

OZET

Lawsone, kina Lawsonia inermis L. yapraklarinda bulunan kirmizi-turuncu renkli bir
pigmenttir. Bu molekiliin antibakteriyel, antifungal, antioksidan ve anti-inflamatuar
ozellikleri nedeniyle sagligi korumak amagli uygulamalar1 yaygindir. Bu calismada
Lawson molekultnun, L929 hicreleri (zerindeki proliferasyon etkisi incelenmis,
ayrica total antioksidan kapasitesi, indirgeyici giic 6zelligi ve toplam fenolik madde
icerigi belirlenmistir. Lawson’un 1929 hiicre hatt1 {izerinde 24., 48. ve 72. saatteki
etkileri kontrol grubuna kiyasla inhibitor etkili oldugu bulunmustur. 24. saatteki IC50
degeri 24.13 uM, 48. Saatteki IC50 degeri 11.55 puM ve 72. Saatteki IC50 degeri
63.95 uM bulunmustur. Lawsonun tiim konsantrasyonlarinin, C vitamini ve troloksa
gore kiyaslanirsa fenolik igeriginin anlamli bir bicimde oldukga diisiik oldugu
belirlenmistir. Lawson’un azalan konsantrasyonda su ekstrelerinin indirgeyici
giiclerinin doza bagh olarak arttig1 ve en yiiksek indirgeyici giiciin 0.625 mg/ml
konsantrasyona ait oldugu tespit edilmistir. Lawson’un 0.625 mg/ml
konsantrasyonunda, en yiiksek antioksidan kapasite tespit edilmistir. En diisiik
aktivite ise 10 mg/ml’lik konsantrasyonda tespit edilmistir. Sonug olarak Lawson’un
diisiik dozlarda hiicre canlilig1 iizerinde proliferasyonu artirici, antioksidan kapasite
artigi, total fenolik igerigi ve indirgeyici gii¢ arttig1 belirlenmistir. Lawsone molekiil
in-vivo yara iyilestirme ve oksidan hasari lizerine diger modeller iizerine koruyucu
potansiyel etkileri mimkdin olabilir.

Anahtar kelimeler: Lawsone, L929 hiicresi, proliferasyon, antioksidan kapasite,
indirgeyici gug, 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 uM, the
IC50 value at the 48th hour was 11.55 uM and the IC50 value at the 72nd hour was
63.95 uM. 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.



1. GIRIS

Kinonlar ve ¢zellikle de 1,4-naftokinon bilesikleri, dogada yaygin olarak bulunan
fenolik bilesiklerdir. Dogal naftokinon tiirevleri, fonksiyonel metabolitler olarak
cesitli bitkilerden, mikroorganizmalardan, deniz organizmalarindan vb. genis capta
tamimlanmustir (Babula vd., 2009). Dogal naftokinonlarin 6nemli hiicresel biyolojik
ve farmakolojik Ozellikleri, ¢ok sayida calisma ile kabul edilmis durumdadir.
Ornegin bitki ve bagirsak bakterileri kaynakli vitamin K1 ve K2, kan pihtilagma
tepkisinde hayati faktorlerdir ve eksikligi koagiilopati riskini énemli 6l¢iide artirir.
Ozellikle genel olarak kullanilan bazi sifali bitkilerde, shikonin ve plumbagin gibi
naftokinonlar antimikrobiyal, bocek oldiiriicli, antiflojistik, yara iyilesmesi ve diger
etkileri uygulayan baslica etkinlik bilesenleri olarak onaylanmistir (Qiu vd., 2016;
Raghu ve Karunagaran, 2014). Naftokinon bakimindan zengin bitki 6zleri, diinya
capinda halk hekimliginde iyi bilinen antibakteriyel ve antienflamatuar preparatlardir
(Qiu vd., 2018). Son yillarda, 6zellikle 1,4-naftokinonlara karsi artan bir ilgi s6z

konusudur.

Lawsone, Lawsonia inermis L. (kina) yapraklarinda bulunan kirmizi-turuncu renkli
bir pigmenttir. Kina bitkisinin 6zleri ve saflastirilmis bileseni, kozmetik ve tibbi
alanda yaygin olarak tercih edilmektedir. Halk hekimliginde, antibakteriyel,
antifungal, antioksidan ve anti-inflamatuar dahil olmak tizere gesitli aktiviteler igin
kullanilmaktadir (Pradhan vd., 2012). Farkli kanser hiicre hatlar1 {izerinde yapilan in
vitro c¢alismalar, lawson'un HCT-15'in biiylimesini inhibe ettigini gostermistir
(Kamei vd., 1998). Wang ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada sicanlara 8 hafta
sireyle agizdan Lawson (200 mg/mL) verildiginde, normal kolon mukozasinin
hiicrelerini etkilemeden, kolon tiimérlerinin hiicre proliferasyonunu baskiladigini
gosterilmistir (Wang vd., 2017). Dogal olarak elde edilmis Lawson'un antikanser
aktivitesi hakkinda ¢ok az calisma vardir. Cogu arastirma, Lawson'un sentetik
tirevleri tlizerinde yapilmakta ve ¢alisma sonuglart Lawson’un antikanser etkisinin

oldugunu gostermektedir (Hamdoun vd., 2017; Oliveira vd., 2017).



Lawson'un hayvan c¢alismasindaki etkinligine bakilacak olursa, Lawson
gastrointestinal kanalda bakteri aracili ya da spontane bozunmaktadir. Bu da

potansiyel antikanser 6zellikleri olan bir ajan olabilmesine isarettir (Yang vd., 2017).

Yapilan bazi ¢aligmalarda da 10-200 pM konsantrasyonlarda uygulanan Lawson’un,
oksidatif fosforilasyon oranlarini arttirdigi bulunmustur. Oksidasyon ve fosforilasyon
stireclerinin hafif ayrigmasinin, ROS {iretiminin sinirlandirilmasi nedeniyle hiicreler
icin faydali olabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, Lawson'un antioksidan etkisi,
ROS'un dogrudan nétralizasyonu yoluyla ve mitokondriyal ROS {iretimini modiile
ederek meydana gelebilir. Son yillarda, saflagtirilmis naftokinonlarla ilgili ¢alismalar,
bilesiklerin antikanser aktiviteye sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Majiene vd.,
2019).

Yapilan bu caligmada antioksidan etkileri bulunan Lawson’un L1929 hiicreleri
tizerindeki etkisi incelenmis olup Lawson’un total antioksidan kapasitesi ve

indirgeyici guc ile iliskidi incelenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. lawson molekult

Kinonlar dogada genis bir dagilima sahiptir ve sentetik ve dogal iirlinlerinden bazilar
kimya ve biyokimyanin bir¢cok farkli alaninda ¢ok 6nemlidir. Solunum zincirinde
elektron tasiyicilar1 olarak bir¢ok canli hiicrede, ayrica kan pihtilasmasinda ve
glutamatlarin karboksilasyonunda temel bir rol oynamaktadir. Kinonlar antitiimér,
mollusisidal, antiparazitik, leishmanicidal, antiinflamatuar, antifungal,
antimikrobiyal ve tripanosidal ozellikleri nedeniyle biyoaktif bilesiklerin sentezinde
kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Cesitli ¢alismalar, bu molekiillerin biyolojik
aktivitelerinin, in situ karsilik gelen radikal anyon veya dianyon tiirlerini olusturmak
icin bir ve/veya iki elektronu (redoks dongist) kabul eden orto veya para-kinonoid
gruplarindan kaynaklandigin1  belirtmektedir. Boylece yar1 kinon radikalleri,
stiperoksit anyonlari tireterek hiicre i¢i hipoksik kosullarin olusumunu hizlandirir. Bu
mekanizma yoluyla kinonlar, muhtemelen hiicrelerde DNA replikasyonu igin Kkritik
olan bir grup enzim olan topoizomerazlar gibi enzimleri etkileyerek memeli

hicrelerinde sitotoksisite gosterebilir (Jordéo vd., 2015).

Kinon simifi, kinon halkasi iizerinde bir hidroksi grubu tasiyan birka¢ 6nemli sentetik
ve dogal bilesik icerir. Spesifik olarak, Lawson (1) motifi ve onun izomerik formu
olan 4-hidroksi-1,2-naftokinon, bir dizi degerli biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin

ortak alt birimleridir ve drnekleri Sekil 1'de gosterilmistir.



iT < lapachal, 2 atovaquone, 3 c parvaquone, 4

lawsone, 1

i-lapachone, "6 M-lapachone, T

Sekil 1. Lawson fragmanini igeren dogal ve sentetik biyoaktif naftokinonlar

Tiirevlerinin ¢ogu bitkilerde ve mantarlarda bulunan 1,4-naftokinon, insanlar
tarafindan da kullamlan bir maddedir. Ornegin, bitki metaboliti lawson (2-hidroksi-
1,4-naftokinon), kinanin saridan turuncuya boyama oOzelliklerinden sorumlu

malzemedir (Rahmoun vd., 2012).

Lawson (Sekil 2), 100 yil1 agkin bir siiredir, ¢esitli biyolojik olarak aktif bilesiklerin
ve ilging Ozelliklere sahip malzemelerin sentezi icin baslangi¢ malzemesi olarak
kullanilmaktadir (Jorddo vd., 2015).
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Sekil 2. Lawson molekiiliiniin kimyasal yapisi (Jorddo vd., 2015).

2- Hidroksi-1,4-naftokinon (1) veya Lavson veya hennotannik asit, dogal olarak
olusan en basit naftokinonlardan biridir. Dogal Turuncu 6 (C.I. 75480) olarak
siiflandirilan bu kirmizi-turuncu pigment, kurutulmus toz haline getirilmis kina
(Lawsonia spp., Lythraceae familyasi), yani dalli bir ¢ali veya grimsi kahverengi
kabugu olan kiiclik bir agacin 6ziinden elde edilebilir. En yaygin tirleri %0.5-1.5
oraninda Lawson igeren Lawsonia alba, Lawsonia spinosa ve Lawsonia inermis
Linn'dir (mignonette agac1). Bu bilesik ayrica miicevher otu Impatiens balsamina'da
ve Juglans regia‘da (veya cevizde) bulunur. Lawson’un dnemli bir izomeri, Juglans
nigra, J. cinerea ve J. regia gibi Juglandaceae familyasinin ¢esitli tiirlerinde bulunan
dogal bir 1,4-naftokinon olan, 5-hidroksi-1,4naftokinondur (veya juglon). Bu
bilesiklerdeki hidroksil grubunun konumu, redoks potansiyellerini ve prooksidan
aktivitelerini etkiledigi i¢in biyolojik aktiviteleri i¢in ¢ok onemlidir (Jorddo vd.,
2015).

2.2. 1929 Hiicre Hatt1

Yapilan bilimsel deneylerde memeli canlilarin kullanilmasindan miimkiin oldugunca
kaginilmasi gerekmektedir. Bu amagla biyomedikal ¢alismalar i¢in pek ¢ok farkl
alanda hiicre kiiltiirleri gelistirilmis ve bilimin kullanimimna sunulmustur. Hicre

kilturleri mikrobiyoloji alaninda ¢alisilmas1 gii¢ viriis gibi mikroorganizmalarin



tanimlanmasi, 0retilmesi viriis asilarmin  gelistirilmesi i¢in  kullanilmaktadirlar.
Glinlimiizde kanser arastirmalarn1 ve ilaglarimin  gelistirilmesi, etkinliginin
belirlenmesi icin de htcre kultlrleri ile yapilan g¢aligmalara 6énem verilmektedir
(Akgal, 2010).

Hucrelerin kontrolli sartlar iginde yetistirilme siireci, hiicre kiiltiiri olarak
tanimlanmaktadir. Insan ve hayvanlarin organizmasindan doku ve hiicre Kiiltir(
yapilabilir ve kimyasal ya da mekanik islemlerle besi agarina yerlestirilebilir.
Hiicre kiiltiirlerinin ¢ok genis alanda ¢esitli ¢alismalarda kullanim alanlari sz
konusudur. Ornek olarak;
e viral teshis ve as1 Uiretimi
e gen ve tumor edavisi
e Hormon, monoklonal antikor, asi, enzim, interferon, biiylime faktor,
interl6kin gibi immun sistem diizenleyicileri Uretimi
e Canli hiicrelerin farkli amaglarla kullanilmas1 (transfiizyon amach
eritrositlerin kullanilmasi, kemik iligi nakli, Parkinson ¢aligsmalar1 i¢in beyin
hiicrelerinin kullanilmast)
e Kikirdak, yapay deri, karaciger ve yapay pankreas, kompleks dokular Gretimi
verilebilir (Tlgim, 2011).

2.2.1. Hicre Kaltlrd Sartlan
Kullanilan hiicre ve kiltir tipine gore Hiicre kiiltiir ortamu1 degisebilir. Anccak kiiltiir

sartlarinin eksiksiz saglanmasi, hlcrelerin canliligi ve ¢ogalmasi igin gereklidir.

Kiiltir ortaminda enerji  kaynagi (osmotik dengesi saglanmis), kofaktorler,
vitaminler, mineraller tuzlar, buyime faktorii iz elementler ve aminoasitler
bulunmaktadir. Bunun yan sira kiiltiir ortami {izerinde nemlilik, gaz fazi bilesenleri,
sicaklik, pH, 151k ve ozmolarite faktorleri dogrudan etkildir. Hayvan hiicre kultlr
icin optimum pH 7.2-7.5, sicaklik 35-37°C ve karbondioksit gazi % 2-5 olmalidir.

Tamponlayicilar (bikarbonat gibi), glutamin, antibiyotik ve kan serumu kiltur



ortamina sonradan eklenmelidir. Her bir hiicre kiiltiirii i¢in farkli 6zelliklere sahip
ayr1 bir kiiltiir ortam1 gerekmektedir. Buna ornek olarak memeli hiicre kilturd igin

optimum pH degerinini 7.4 olmasi1 gerektigi verilebilir (Ilgim, 2011).

2.2.2. Kaynagimma Gore Hicre Kalturi Sistemleri

Bitki ya da hayvan hicreleri izole edilmesinin ardindan kiltire edilirse, “primer
kultdr” elde edilmis olur. Bu durumda hiicre soyu sonsuz degildir, pasajlamalarin
sonunda hiicreler yaslanarak canliligimi yitirir, 6liir. Dolayisiyla primer hcreler
belirli sayida pasajlanabilidiginden, deneylerin de bu esnada yapmak dnemlidir. Bu
hlcreler pasajlamalarin sonunda, 6limsiz olabilmekte ve bir hiicre soyu elde
edilebilmektedir. Hiicre soylari, primer hiicrelerde kendiliginden mutasyonla elde
edilebilecegi gibi, virusler ya da kimyasallar eklenerek veya tumorlerden alinan
hicrelerden olusturulabilmektedir. Primer kiiltiirlerden farkli olarak hiicre soylari,
kiiltiir ortaminda yogunlugunun artmasi, serum ya da biyime faktérine daha az
gereksinim, sonsuz ¢ogalma kabiliyetlerinin olmasi ve tiremek i¢in zemine tutunma

ihtiyacinin az olmasidir (Ilgim, 2011).

2.2.3. Blyume Sekillerine Gore Hicre Kalttrt Sistemleri

Biiylime sekillerine gore hiicre kiiltiirii sistemleri ylzeye tutunarak bulyilyen ve
stispanse hucreler olarak iki smifta incelenmektedir. Kemik iligi, dalak, kan,
kiltdrleri ile olgunlagsmamis hiicreler bu yolla tretilmektedir. Ektoderm ve endoderm
kokenli hiicreler (epitel ve fibroblast) tutunarak biylyen hucrelerdir. Bu hucreler
prroteoglikanla, kollojen, laminin benzeri makromolekiillerin karisimindan olusan
kompleks yap1 (ekstraseliiler matriks) tzerinde ve bu yapinin molekiiler membran

reseptorleriyle etkilesimleri sonucu gelismektedirler (Ilgim, 2011).

L929 fibroblast hicreleri (Sekil 3), oksidatif stres kaynakli sitotoksisiteyi arastirmak
icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Anon., 2022). Bu nedenle reaktif radikal

liretiminin inhibisyonu; onarim veya yara iyilesme siirecinin proliferatif fazini
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baslatmak icin bolgeye ¢ekilen fibroblast alimi i¢in 6nemli bir husustur (Cinar,

2020).

ATCC Number: €CL-1
Designation: NCTC clone 929

Lioraw D.nmn-, Sculs Bar = 100um High Domll'r Seals Bar = 100um

Sekil 3. Diisiik ve yiiksek yogunluklu L929 hicreleri (Anon., 2022).

2.3. Antioksidan Kapasite

2.3.1. Antioksidanlar ve Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar (H;) atomu verme kabiliyetine sahip, serbest radikallerin neden
oldugu oksidatif stresi baskilayan bilesiklrdir (Caliskan2020).

Serbest radikaller, bir veya birden ¢ok eslenmemis elektrona sahip oldukca kararsiz
yapidaki bilesiklerdir. Serbest radikaller hiicrelerde endojen veya eksojen olarak

meydana gelebilen diisiik molekiil agirlikli, kisa dmiirlii molekiillerdir.

Reaktif Oksijen tiirleri (ROS) ile olusan bu molekiiller aerobik organizmalarin

fogositoz ya da elektron tasima zinciri gibi metabolik faaliyetler sonucunda siirekli



olugmakta, hidrojen peroksit (H202), siiperoksit anyon (O2-), hidroksil radikali
(HO-), alkoksil radikali (RO-), hidroklorikasit (OHCI-), peroksinitri (ONOO-)
peroksil radikali (ROO) gibi ROS’lar olusabilmektedir.

Antioksidanlar, serbest radikallerin organizmalarda neden oldugu oksidatif stresin
ortadan kaldirilmasina yardimci olan bilesiklerdir. Flavanoidler, flavonlar,
isoflavonlar, lignanlar, antosiyaninler, kumarin, isokatesin ve katesinler En fazla
antioksidan kapasitesine sahip olan bilesiklerdir. En gii¢lii dogal antioksidanlar
cogunlukla bitkisel kaynakli olup; stibenler, alkoller, tokotrienoller ve tokoferoller
buna 6rnek verilebilir. Antioksidanca zengin bitki florasina lilkemizde Karadeniz
Bolgesi one ¢ikmaktadir. Tiirkiye’deki tibbi, aromatik, soganlt ve bitki florasinin

¥’ Karadeniz Bolgesi’nde bulunmaktadir (Okan, vd. 2013).

2.3.2. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Enzimatik ve enzimatik olmayan olarak antioksidanlar iki sinifta incelenmektedir.
ayrilirlar. Bazi antioksidanlar, enzimatik kofaktorler gibi bazi enzimleri igeren ve
diistik molekiil agirligina sahiptir. Bazi1 antioksidanlar da enzimatik olmayip,
besinlerden elde polifenolik bilesenlerdir. Ayrica yine besin alimi ile saglanabilen
karotenoidler, organosiilfiir bilesenleri, vitaminler, ve mineraller de antioksidan

Ozelliktedir.

Antioksidanlar sentetik ve dogal olarak da bir smiflandirilabilir. Sentetik
antioksidanlara ornek olarak butillendirilmis hidroksianisol (BHA), butillendirilmis
hidroksitoluen (BHT), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG)
verilebilir. antioksidanlar, tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C,
karotenoidler, polifenoller ve selenyum da en 6nemli dogal antioksidanlar arasinda

yer almaktadir (Madhavi, 1996).



2.3.3. Antioksidan Aktivitesi Olgiim Yoéntemleri

Antioksidan aktivite Ol¢iim kosullarindaki basing, sicaklik gibi parametrelerden
etkilenmektedir (Huang ve dig., 2005). Olgiim yéntemleri iki grup altinda

siiflandirilmaktadir.

Hidrojen Atom Transferine Dayanan Metot (HAT): Antioksidan kapasitesi (AOK),
Serbest radikallerin antioksidan maddenin hidrojeni ile etkisiz hale gelmesinin
Olctlmesi ile tayin edilir.

Singlet Elektron Transferine Dayanan Metot (SET): Potansiyel antioksidanlarin
elektron transfer etmesi ile metal, karbonil ve radikal igeren bilesiklerin

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

Baslica antioksidan aktivitesi hesaplama yontemleri asagidaki gibidir.
e Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi
e Toplam Radikal Yakalayict Parametre (TRAP) Yontemi
e Krosin Beyazlatma Yontemi
e Toplam Oksiradikal Sondiirme Kapasite (TOSC) Yontemi
e Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) Y 6ntemi
e Troloks Esiti Antioksidan Kapasite (TEAC veya ABTS) Yontemi
e 2.2.-Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH) Radikal Sondiiriicii Kapasite Ydntemi
e Cu (II) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Y6ntemi
e Demir (III) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP) Yontemi
e Folin-Ciocalteu Ayiract (FCR) ile Toplam Fenolik Yo6ntemi (Okan vd.,
2013).

2.4. Fenolik Bilesikler

Gidalarda olan fenolik maddeler ise renk, acilik, burukluk, tat, koku veren dzellikte
maddeler olup, Urlnlerin oksidatif stabilitesine etki edebilmektedir (Naczk ve
Shahidi, 2004).
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Fenolik bilesikler, bitkilerin sekonder metabolitleri olarak degerlendirilmektedir.
Polifenolik bilesikler, fitokimyasallar icinde en genis siniflardandir. Yapilarindaki
hidroksil gruplari, fonksiyonel 6zellik gosteren gruplaridir ve giiglii antioksidan
aktivite gosterirler. Singlet oksijeni supirucd, indirgeyici ve hidrojen atomu verici
gibi fonksiyonlara sahiptir. Fenolikler; fenolik asitler, flavonoidler ve fenolik

polimerler (tanenler) olara ti¢ sinifta incelenir (Kaya vd., 2016).

2.4.1. Flavonoidler

Bitkilerin ortak bilesenleri olan flavonoidler, bitkilerin kok, tohum , yaprak, govde
ve meyvelerinde bulunmaktadir. Bilinen 8000'den fazla polifenolik bilesik mevcut
olup, 4000'den fazlasin1 flavonoidleri i¢ermektedir.Flavonoidlerin yapisinda,15
karbona sahip flavan bulunur. Molekiil yapilarinda, aromatik A halkasina birlesik
bulunan heterosiklik C halkasi ve buna 2, 3 veya 4 pozisyonundan bagl bir aromatik
B halkas1 bulunur. S6z konusu halkalara baglanan fenolik OH™ gruplari, yapinin

antioksidan aktivite gostermesini saglar.

Flavonoidlerin, antioksidan, antienflamatuvar yaninda, farkli enzimlerin aktivitesini
artirmak ve spesifik reseptorlerle etkilesme suretiyle insan sagligi lizerinde olumlu
etkileri vardir. Ayrica flavonoidler, antiviral, antitrombotik, antialerjik ve vazodilator
etkilere ve bakir, demir gibi metaller ile selat olusturma 6zelligine sahiptirler. Bunun
yanisira literatlirde flavonoidlerin LDL peroksidasyonunu 6nledigi, antikanserojen

ve kalp hastaliklarini 6nleyici 6zellige de sahip oldugu ifade edilmektedir.

Baslica flavonoid bilesikleri sunlardir: 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 turevleri olmak Utzere fenolik asitler, iki
simnifa ayrilir. Hidroksibenzoik asidler, genelde bitkisel gidalarda eser miktarda
bulunup, C6-C1 fenilmetan yapisindadir. Hidroksisinamik asidler ise C6-C3
fenilpropan yapisinda bulunmaktadirlar. Ferulik asit, kafeik asit, o-kumarik asit ve p-

kumarik asit en yaygin bulunanlaridir.

Hidroksisinnamik asitler, bu iki grup arasinda en fazla bulunanidir. Bitkilerdeki
(serbest, glukozidleri veya esterlesmis halde) fenolik bilesiklerin % 30’u, fenolik asit
olarak gidalarla alinir. Hidroksi- metoksi gruplarinin gesitleri ve yerlesimine gore
farkli sekilde isimlendirilirler. Yapilarindaki halkaya bagli hidroksil gruplarinin
pozisyonu ve sayisina gore antioksidan aktivitesi ve kararliligi degisebilmektedir.
Fenolik asitler, anyon radikallerini (hidroksi, peroksil, siiperoksit ve peroksinitrit)

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

2.4.3. Fenolik Polimerler

Proantosiyanidinler veya tanenler yliksek molekiil agirligina sahip, flavonoidlerin
polimeri ya da oligomeridir. Bitkilerin sekonder metabolitleridirler ve bitkileri
zararhlar karsisinda korurlar. Bazi ¢ilek tiirleri, nar suyu, elma, beyaz ve kirmizi
Uztimde, bunlardan Uretilen saraplarda, tar¢in, ¢ay, kakao ve Ginkgo bilobada bolca
bulunur. Koyu renge ve buruk tada sahip bilesiklerdir. Bazi kanser tiirleri,
enflamasyonun ve ateroskleroz iizerinde saglik agisindan olumlu etileri oldugu

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

3.1. Materyal

Bu calismada kullanilan Lawson molekiilii ve 1929 hiicre hattt American Type
Culture Collection (ATCC)’dan, analizlerde kullanilan kimyasallardan gallik asit,
folin ciocalteu, Na,COs, sivi azot, potasyum difosfat (KH,PQO,), potasyum
ferrisiyanid [KsFe(CN)]e, trikloroasetik asit, linoleik asit ve FeCl; kimyasallari
Sigma Aldric firmasindan; etanol, metanol, asetonitril, asetik asit, demir (111) klorir,
triloloroasetikasit, potasyum hekzasiyanoferrat, Tween 20, amonyum tiyosiyanat
Riedel firmasindan; Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil-kroman2-karboksilik asit),
ABTS, beta karoten Fluka firmasindan; L- askorbik asit, demir (I1) klorir, potasyum

klorir ve sodyum asetat trihidrat ise Merck firmasindan temin edilmistir.
3.2. METOT

3.2.1. L929 Hiicre Hatti ve Lawson Molekilinin Hazirlanmasi, Canhhk

Oraninin Belirlenmesi

American Type Culture Collection (ATCC)’dan Cryotube icinde temin edilen L929
hiicre hatt1 (Alfa Aersar (2-Hidroksi-1,4 nafatkinon) A11880, Ma=174,16 g), sivi
azot tankindan ¢ikarilarak %10 FBS i¢eren ve DMEM besiyeri iceren T75 cm? flaska
ekildikten sonra, 37°C’de etlivde (%90 nem, %5 CO,) inkube edildi. Hucreler ard
arda pasajlanarak dordiincli pasajdan sonra hiicre sayimi yapilarak, 96 kuyucuklu
plakanin her bir kuyucuguna, 5000 hiicre gelecek sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin
kuyucuk tabanina yerlesmesi i¢in, 24 saat boyunca CO;’li etiivde inkibe edildi. Bu
siirenin sonunda ilag ekimi yapilarak 24, 48, 72. saatler i¢in MTT yontemi ile
mikroplak okuyucu spektrofotometre (Epoch Microplate Spectrophotometer,
BioTek, USA) ile 570 nm absorbans degerinde dl¢timleri yapildi. Canlilik oranlari

kontrol kuyucuklari ile karsilastirilarak analiz edildi.
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L.929 hiicreleri tekrar pasajlandiktan sonra H,O,’nin hiicrede olusturdugu oksidatif
strese kars1 lawsonun koruyucu etkilerinin belirlenmesi amaci ile H,0, “nin (0,3, 0,4,
0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 mM) konsantrasyonlar1 ile lawsonun (1000 pM-1 pM)
konsantrasyonlarinin L929 hiicreleri {lizerindeki etkileri MTT yontemi ile incelendi.
96 kuyucuklu plakaya ekim yapildi. Yirmi dort saat sonra, hiicreler farkh
konsantrasyonlardaki lawsona maruz birakildi ve {i¢ saat sonra da H,O, (0,4 mM)
ortama ilave edildi. Sonrasinda 24., 48. ve 72. saatlerde hiicrelere MTT yontemi ile
mikroplak okuyucu spektrofotometre (Epoch Microplate Spectrophotometer,
BioTek, USA) ile 570 nm’de absorbans dl¢timleri yapildi. Canlilik oranlar1 kontrol

kuyucuklar ile karsilastirilarak analiz edildi.

Lawson molekiiliinlin hazirlanmasi i¢in, son konsantrasyon %0.5 olacak sekilde
DMSO iginde ¢oziindiiriilmiis ve sonrasinda gerekli hacimler i¢in tamamlamalar

DMEM besiyeri ile yapilmstir.
3.2.2. Total Fenolik Madde (TFM) icerigi Belirlenmesi

Lawson ekstraktlarindaki (0.625 -10 mg/ml) total fenolik madde (TFM) miktari,
standart olarak gallik asit kullanilarak belirlenmistir (Slinkard ve Singleton, 1977).
Gallik asit %70’lik metanol iginde (1:10 h/h) ¢6ziildii. 10 mg Lawson ekstrakti ise,
10 ml saf suda ¢6zildul. Folin ciocalteu's reaktifi: 1:10 h/h seyreltilmis folin reaktifi
hazirlandi. Na2CO3 ¢ozeltisi %7.5: 7.5g Na2CO3 tartildi ve 90ml suda ¢oziildii.
Daha sonra su hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Eppendorf tiiplerinde bulunan
ekstraktlar tzerine, tekrarli olmak {izere Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek
inkiibasyona birakildi. Tiiplere Na,COs3 (% 7,5) eklenerek tekrar inkiibasyona
birakildi ve Elisa Reader cihazi ile 765 nm'de 6l¢iim yapildi. Sonuglar, ekstraktlarin
miligrami bagina miligram gallik asit (mg GAE/g lyophylisate) esdegeri (GAE)

olarak ifade edildi.
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3.2.3. Indirgeyici Gii¢ Tayini (IGT) Tayini

Indirgeyici gii¢ tayini (IGT), Yen vd. (1997) ydntemine gdre belirlenmistir.
Lawson’un numuneleri, 10 mg ekstrakt 1 ml saf suda ¢Ozilerek ve ardisik seyreltme
ile 0.25 mg/ml’ye kadar 5 numune hazirlandi. Fosfat Tamponu icin, 0.2M pH=6.6:
2.72 gr KH,POq4 tartildi ve 90 ml saf suda ¢6ziildii. pH 6.6’ya ayarlandi ve son hacim
100 ml’ye tamamlandi. Potasyum Ferrisiyanid %1 i¢in, Potasyum ferrisiyanid 0.505
g tartild1 ve 40 ml saf suda ¢o6ziildii. Son hacim 50 ml’ye tamamlandi. Trikloroasetik
asit ¢ozeltisi (TCA) % 10 i¢in TCA 5 g tartilarak, 45 ml saf suda ¢oziildii ve son
hacim 100 ml’ye tamamlandi. FeCl; % 0.1 icin, 0.103 g FeClj tartildi. 90 ml saf suda

¢ozuldu ve son hacim 100 m1’ye tamamlandi.

Eppendorf tuplerinde bulunan numuneler zerine fosfat tamponu eklendi. Ardindan
eppendorf tipler icindeki numunelere potasyum ferrisiyanid eklenerek, inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda TCA ve FeCls eklenerek 700 nm’de 6l¢iim yapilds.

Reaksiyon sonucu olusan absorbans artis1, artan indirgeme guci olarak ifade edildi.
3.2.4. Total Antioksidan Kapasite (TAS) Tayini

Kuvvetli serbest radikaller karsisinda viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen ve
tam otomatik bir metod olarak Rel Assay Diagnostics TAS kitindeki prosedirler
dogrultusunda Total Antioksidan Kapasite (TAS) Tayini yapildi. Bu metotta; Fe* -
o-dianisidin kompleksi, hidrojen peroksid ile fenton reaksiyonu olusturarak hidroksil
radikalini meydana getirir. Bu kuvvetli ROT, indirgenerek diisiik pH degerinde, rengi
olmayan o-dianisidin molekiiliiyle etkilesime girer ve sari-kahverengi dianisidil
radikallerini meydana getirir. Dianisidil radikalleri, ileri oksidasyon reaksiyonlarina
girerek, renk olusmasini artirir. Fakat Orneklerdeki antioksidanlar, oksidasyon
reaksiyonlarii engelleyerek renk olusumunu durdurabilmektedir. Bu reaksiyondaki

renk degisimleri otomatik analizérde spektrofotometrik olarak élgulda.
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3.2.5. istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz ortalama + standart sapma degerleri hesaplandi. Veri analizi
p<0,05 6nem duzeyinde, tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve Duncan testi

kullanilarak gergeklestirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. 1929 Proliferasyonu ve Canlhilik Analizi

Lawsonun farkli konsantrasyonlarda (1000 uM -1 uM), L929 fare fibroblast hiicre
hattinda hem proliferasyon hem de canliligi {iizerindeki etkisi, MTT ydntemi
kullanilarak 24., 48. ve 72. saatlerde incelenmistir Lawsonun tiim saatelrde doza
bagimli olarak, dozlarin azalmasi ile proliferatif etki ortaya ¢ikmustir (Sekil 4, Sekil
5, Sekil 6). Ancak, Lawson’un kontrol grubuna gore sitotoksik etkisinin oldugu
belirlenmistir. . Elde edilen veriler One-way Anova Duncan ¢oklu karsilagtirma
testine gore p<0.05 anlam diizeyinde gerceklestirilmistir. Farkli harfler gruplarin
birbirinden istatistiksel olarak anlamli oldugunu go0stermektedir.24., 48. ve 72.
saatlerin tiimiinde Lawsonun L929 hiicre hattina etkileri incelendiginde, kontrol
grubuna kiyasla tiim dozlarinda istatistiksel olarak anlamli bir inhibisyon
gozlemlenmistir. 24. Saatteki IC50 degeri 24.13 uM, 48. Saatteki IC50 degeri 11.55
uM ve 72. Saatteki IC50 degeri 63.95 pM bulunmustur.

LAWSON'UN L929 HUCRE HATTINA 24. SAAT ETKILERI
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Sekil 4: Lawson’un L929 Hiicreleri Uzerine 24. Saat Etkileri
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LAWSON'UN L929 HUCRE HATTINA 48. SAAT ETKILERI
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Sekil 5: Lawson’un L929 Hiicreleri Uzerine 48. Saat Testi

LAWSON'UN L929 HUCRE HATTINA 72. SAAT ETKILERI
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Sekil 6: Lawson’un L929 Hiicreleri Uzerine 72. Saat Testi
4.2. Total Fenolik Madde (TFM, TFC) igeriginin Belirlenmesi

Yapilan caligmada toplam fenolik madde konsantrasyonu gallik asit esdegeri olarak
hesaplanmistir. En derisik ekstrakt olan 10 mg/ml ekstraktta, en diisiik fenolik icerik
belirlenmigken, azalan dozlarda daha yiiksek fenolik igerik belirlenmistir. Lawsonun
tiim konsantrasyonlari, C vitamini (1 mg/ml) ve troloksa (1 mg/ml) gore kiyaslanirsa,

fenolik iceriginin anlamli bir bicimde oldukc¢a diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 7,
Tablo 1)
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Tablo 1. Orneklerin fenolik madde igerigi

Polifenol miktarlari
Numune 6
(mg/100x10™)

Img/mi 20,43 +0,187

2,05 mg/ml 27,92 +0,054

2,9 mg/mi 34,39 + 0,354

4,1 mg/ml 43,29 + 0,542

5 mg/mi 50,05 + 0,769

Trolox 3724,52

C vitamini 1460,87

TFC (mg GAE/g ekstrakt)
4000
I
3500
3000
2500
2000
1500 =
1000
500 .
- I
0 - I
10 mg/ml 5 mg/ml 2,5 mg/ml 1,25mg/ml 0,625 mg/ml  CVITAMINI TROLOX
ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt

Sekil 7: Lawson’un Total Fenolik Madde Icerigi
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4.3. Indirgeyici Gii¢ Tayini (IGT)

Lawsondan hazirlanan degisen konsantrasyonlardaki su ekstrelerinin indirgeyici
guclerine ait sonuclar, ortalama absorbans olarak kaydedilerek, C vitamini ve
Troloksa gore karsilastirmasi yapildi (Sekil 8, Tablo 2). Total indirgeyici gcg,
antioksidan kapasite tayininde kullanilan yontemlerden biridir ve yiiksek absorbans,
yuksek indirgeme potansiyelini gostermektedir (Mathew ve Abraham, 2006).
Calismanin sonucglarina gore azalan konsantrasyonda, su ekstrelerinin indirgeyici
giiclerinin, doza bagl olarak arttig1 ve en yiiksek indirgeyici giiciin 0.625 mg/ml

konsantrasyona ait oldugu tespit edilmistir.

Tablo 2. Numunelerin Indirgeyici Giig Ozelligi

Numune Indirgeyici Giig
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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iIGT

10mg/ml 5mg/mlekstrakt 2,5 mg/ml 1,25 mg/ml 0,625 mg/ml C VITAMINI TROLOX
ekstrakt ekstrakt ekstrakt ekstrakt

Sekil 8: Lawson’un Indirgeyici Gii¢ Tayini

4.4. Total Antioksidan Kapasite (TAS) Tayini

Lawson’un farkli konsantrasyonlardaki su ekstrelerindeki total antioksidan
kapasitelerini tespit etmek icin, standart ¢Ozeltiler ile hazirlanilan kalibrasyon
egrisinden faydalanildi. Sonuclara gore, aktivitenin doz azalisina bagli oldugu
belirlenmistir (Sekil 9, Tablo 3). Bu ekstreler icerisinde en yiksek antioksidan
kapasite 0.625 mg/ml’lik konsantrasyon igin tespit edilmistir. En diisiik aktivite ise
10 mg/ml’lik konsantrasyon ig¢in saptanmistir. TUm dozlar standart ¢Ozeltiler ile
kiyaslandiginda 1.25 ve 0.625 mg/ml konsantrasyondaki ekstraktlarin antioksidan
kapasitesinin, 2 mmol/L’lik standardin antioksidan kapasitesinden daha yiksek

oldugu belirlenmistir.
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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

2,500

2,000

1,500

0,500

0,000
10 mg/ml 5 mg/ml
ekstrakt ekstrakt

TOTAL ANTIOKSIDAN KAPASITE (TAS)

2,5 mg/ml 1,25mg/ml 0,625 mg/ml 0.5 mmol/L 1 mmol/L 2 mmol/L
ekstrakt ekstrakt ekstrakt STANDART STANDART STANDART

Sekil 9: Lawson’un Total Antioksidan Kapasitesi

Lawson’un hiicre proliferasyonu lizerine etkileri degerlendirildiginde, 1.929 fare

fibroblast hiicre hatt1 izerinde Lawson’un en diisiik konsantrasyonun etkili olmasi bu

etken maddenin sitotoksisite ¢aligmalarinda yeni bir ajan olduguna isaret etmektedir.

Bu sitotoksik etkinin nedenini incelemek adina fenolik bilesiklerin tayini ve

antioksidan kapasitesi degerlendirildi. Yapilan ¢alismalarda fenolik bilegiklerin

saglik tizerine etkilerinin incelendigi in vitro ¢alismalar serbest radikal siipiiriici,
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enzimatik aktiviteyi dizenleyici, hiicre proliferasyonunu inhibe edici, antibiyotik,
antialerjik, antidiareal, antillseratif ve antiinflamatuar etki gosterdiklerini
belirtmektedir (Bravo, 1998).

Bazi aragtirmalar ise  diyet fenoliklerinin genel olarak kemopreventif etki
gosterdigini ve antikanser ajan olarak metabolizmada rol aldigimi gostermektedir.
Fenolik bilesiklerden 6zellikle flavanoidlerin, kolesterolden zengin beslenen ratlarda
stperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesini diizenleyerek ve superoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidazin gen ekspresyonunu artirarak, antioksidatif
kapasiteyi artirdigi belirtilmektedir (Jeon vd., 2001). Calismalarda belirlenen
antioksidan kapasitesi, total fenolik icerik ve indirgeyici gic profilleri de hicre

canlilik testlerini destekler niteliktedir.

Kontol gruplari, yalnizca 1929 hiicresi igeren lakin Lawson molekiiliiniin
maruziyetine birakmadigimiz gruplardir. Saglikli  hiicre grubu olarak da
adlandirabiliriz. Tiim Lawson maruziyetine birakilmis farkli gruplar, bu saglikli grup
olarak adlandirdigimiz kontrol gruplar ile kiyaslandi. Saglikli hiicredeki canlilik
miktarlari, bize normal hiicre sayisindaki degisimi gostermektedir. Lawson
maruziyetine birakilmis gruplardaki canlilik miktarlari, Lawsonun sitotoksik
ozelliginden dolay1 kontrol grubuna kiyasla daha da azalmistir. Etki araliginda
Lawsonun dozu 6nemli olmaktadir. Yaptigimiz bu ¢alismada Lawsonun sitotoksik
etkili oldugu dozlar ¢alisilmigtir. Bu nedenledir ki kontrol grubunda proliferasyon

daha fazladir.

Fenolik madde igerigi, bir molekiiliin antioksidan kapasitesi ile kolerasyonlu bir
degerdir. Lawsonun artan dozlarmma dogru gidildikge antioksidan kapasitesi
azalmistir. Bu degerler hiicre proliferasyon testinde de etkisini gostermektedir. Artan
dozlarda Lawsonun hem oksidan kapasitesi artmis bodylece sitotoksik etkiside
artmistir. Fenolik, antioksidan ve indirgeyici giic analiz sonuglarida molekiiliin

yuksek dozlarda biyoetkiliginin bir sonucu olarak yiiksek ¢ikmustir.
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Ozetle, Lawson’un azalan dozlara dogru hiicre canlihg: iizerinde proliferasyonu
artirici, antioksidan kapasite, total fenolik icerigi ve indirgeyici giicli arttigi
belirlenerek Lawson’un diisiik dozlarda antioksidan, yiiksek dozlarda antitiimoral bir

bilesik olabilecegi goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, antibakteriyel, antifungal, antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri
nedeniyle sagligi korumak amacgli uygulamalar1 yaygin olan Lawson molekiiliiniin,
L929 hiicreleri iizerindeki proliferasyon etkisi incelenmis, ayrica total antioksidan
kapasitesi, indirgeyici giic 6zelligi ve toplam fenolik madde igerigi belirlenmistir.
Lawson’un 1929 hiicre hatt1 tizerinde 24, 48 ve 72. saatteki etkileri kontrol grubuna
kiyasla inhibitor etkili oldugu bulunmustur. 24. saatteki IC50 degeri 24.13 uM, 48.
Saatteki IC50 degeri 11.55 uM ve 72. Saatteki IC50 degeri 63.95 uM bulunmustur.
Lawsonun tiim konsantrasyonlarinin, C vitamini ve Trolox’a gore kiyaslanirsa
fenolik igeriginin anlamli bir bicimde olduk¢a diisiik oldugu belirlenmistir.
Lawson’un azalan konsantrasyonda su ekstrelerinin indirgeyici gii¢lerinin doza baglh
olarak arttig1 ve en yliksek indirgeyici giiciin 0.625 mg/ml konsantrasyona ait oldugu
tespit edilmistir. Lawson’un 0.625 mg/ml konsantrasyonunda, en yiiksek antioksidan
kapasite tespit edilmistir. En diisiik aktivite ise 10 mg/ml’lik konsantrasyonda tespit

edilmistir.

Ozetle, Lawson’un azalan dozlara dogru hiicre canlilif1 iizerinde proliferasyonu
artirict, antioksidan kapasite, total fenolik icerigi ve indirgeyici giicii arttig
belirlenerek Lawson’un diisiik dozlarda antioksidan, yiiksek dozlarda antitlimoral bir

bilesik olabilecegi goriilmiistiir.
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