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Uvez (Sorbus domestica L.) meyvesi iilkemizin ¢ogu bdlgesinde yetisebilen ve sifal
olduguna inanilan bir meyvedir. Bu ¢alismada, {livezin igeriginde bulunan serbest radikal
stiptiriicii antioksidan maddelerin etkinligi ve antikolinerjik olarak enzim inhibisyonu
aragtirilmigtir. Antioksidan kapasitesi bakir iyonlarini indirgeme (Cu?*) (CUPRAC) testi,
antikolinerjik etkinligi ise Asetilkolinesteraz (AChE) ve Biitirilkolinesteraz (BChE)
enzimleri lizerindeki inhibisyonu ile belirlenmistir. Ayrica tibbi agidan koruyucu ya da
iyilestirici 6zelligi olabilecek bu meyvenin muhtemel sitotoksik ve genotoksik etkileri in
vitro ortamda insan meme kanseri hiicre kiiltiirti (MCF-7) tizerinde galisilmistir. Sitotoksik

etkinligi WST-1 testi ile incelenmistir. Genotoksik etkinigi ise Komet testi ile arastirilmistir.

CUPRAC testi ile livez meyvesinin sulu ekstrasiyonuna ait farkli konsantrasyonlarin
(5,10,15,20,25,30 pg/mL) etkinligi incelendiginde standart antiosidanlara gore (a-Tokoferol
ve Trolox) daha yiiksek oldugu bulunmustur. Antikolinerjik aktivitesi incelendiginde ise
Kolinesteraz enziminin standart inhibitorii olan Takrin’e kars1 oldukca yiiksek akviteye

sahip oldugu goriilmistiir. Sitotoksik etkinlik WST-1 ile incelendiginde hiicre kiiltiirii



tizerinde %50 inhibisyon konsantrasyounun (ICsp) en yiiksek ekstraksiyon (500000 ppm)
oraninda dahil elde edilemedigi belirlenmistir. Komet testi ile genotoksisite aktivitesi

arastirilmis ve az miktarda da olsa genotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Antikolinerjik, Fitoterapi, Genotoksisite, MCF-7, Sorbus
domestica L., Sitotoksisite.
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Rowan (Sorbus domestica L.) fruit is a fruit that can be grown in most regions of our country
and is believed to be medicinal. In this study, the effectiveness of free radical scavenging
antioxidants in rowan content and enzyme inhibition as anticholinergic were investigated.
Its antioxidant capacity was determined by the reduction of copper ions (Cu?*) (CUPRAC)
test, and its anticholinergic activity was determined by inhibition of Acetylcholinesterase
(AChE) and Butyrylcholinesterase (BChE) enzymes. In addition, the possible cytotoxic and
genotoxic effects of this fruit, which may have medicinal or curative properties, were studied
in vitro on human breast cancer cell culture (MCF-7). Its cytotoxic activity was examined
by the WST-1 test. Its genotoxic effect was investigated by the Comet test.

When the efficacy of different concentrations (5,10,15,20,25,30 pg/mL) of the aqueous
extraction of rowan fruit was examined with the CUPRAC test, it was found that it was
higher than the standard antioxidants (a-Tocopherol and Trolox). When its anticholinergic
activity was examined, it was observed that it had a very high activity against Tacrine, the

standard inhibitor of the Cholinesterase enzyme. When the cytotoxic activity was examined

vii



with WST-1, it was determined that 50% inhibition concentration (IC50) on cell culture
could not be obtained even at the highest extraction rate (50000 ppm). Genotoxicity activity
was investigated with the comet test and it was observed that it had a small amount of

genotoxic effect.

Keywords: Antioxidant, Anticholinergic, Phytotherapy, Genotoxicity, MCF-7, Sorbus

domestica L., Cytotoxicity.
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1. GIRIS

Insanlar eski c¢aglardan beri bitkileri gida temini ve hastaliklarin tedavisi igin
kullanmislardir. insanlar ve bitkiler arasinda siiregelen baglant1 etnobotanik alanin ortaya
citkmasma neden olmustur (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011). Etnobotanik, yillarin
birikimiyle bitkilerin bilimsel olarak arastirilmasina, tipta ve g¢esitli alanlarda kullanilmasina

katki saglamistir (Kogyigit, 2005).

Yiizyillardir gida, baharat, ¢esni, tedavi gibi bir¢cok alanda kullanilan Tibbi ve Aromatik
Bitkilerin 6nemi ve kullanim miktar1 her gegen giin artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
verileri, diinyada yaklagik 21.000 bitki tiiriniin tibbi amaclh kullanildigini bildirmektedir.
Bugiin tibbi bitki pazarinin yillik 100 milyar dolar civarinda oldugu tahmin ediliyor.
Almanya (Hamburg), ABD (New York) ve Hong Kong, bitkisel ilaglarin diinyadaki baslica
ticaret merkezleridir. Modern tip, ilag ve kimya endiistrisinde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen, alternatif tedavi yontemleri ve sifali bitkilerle tedavi giincelligini
korumus ve hatta son yillarda gelismis iilkelerde yogun ilgi gormiistiir. Ote yandan, az
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde yaklasik 2,5 milyarlik bir niifus bilinen modern
ilaglardan yararlanamamaktadir (Kogyigit, 2005). Mevcut calismalar, bitkiler tarafindan
uretilen dogal iiriinler olan birincil ve ikincil metabolitlerin dogrudan ve dolayli olarak
endiistrinin en temel irlinlerinden biri oldugunu gdstermektedir. Bitkiler topraktan elde
ettikleri suyu, mineralleri ve bazi bilesenleri insan viicudunun kullanabilecegi sekilde kendi
metabolizmalarinda bilesiklere déniistiiriirler. Ornegin karbonhidratlar, proteinler, yaglar,
vitaminler ve sekonder metabolitler gibi bazi birincil metabolitler bu bilesikler arasindadir.
Bunlar tibbi amaglar i¢in kullanilabilen aktif maddelerdir. Bu aktif maddeler viicudun
savunma giiclinii artirabilir ve organizmadaki belirli doku ve organlarin islevleri tizerinde
olumlu bir etkiye sahip olabilir (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011). Bitkilerin tibbi amaglarla
kullanilabilmesi i¢in etken maddelerin izole edilmesi gerekir. Bitkilerin etken madde 6zleri

hayati 6neme sahiptir (John vd., 2016).

Alternatif tip ve beslenme amagli kullanilan bir bitkinin, toksik agidan profilinin
degerlendirilmesi, o meyvenin hastaliklara faydasinin bilinmesi kadar 6nem arz etmektedir.
Bitkiler dogal yollarla tiiketilse dahi her maddenin belli bir miktarindan fazlasinin organizma
icin toksik etki vardir. Genetik toksikoloji, endojen veya ekzojen ajanlara maruziyetin

ardindan DNA'da olusan kimyasal ve fiziksel hasarlar1 inceleyen bilim dalidir. Birgok ajanin



genotoksik etkisinin incelendigi ¢aligmalarda ajanlarin DNA hasarinin ardindan timor
olusumunu (karsinojenez) indiikledigi goriilmektedir. Bu nedenle, genotoksisite ile kanser
arasinda kuvvetli bir iliski oldugu ve insanlar i¢in karsinojen olan ajanlarin %90’1nin

genotoksik etkili oldugu bildirilmistir.

Oksidatif stres bir¢cok hastaligin nedeni olabilecegi gibi, hastaliklarin patofizolojisinde de
ilerlemeyi tetikler. Bu sebepten, oksidatif stres ve antioksidanlarin hastaliklar ile iliskisi in
Vivo Ve in vitro ¢alismalar ile arastirilmaktadir. Sentetik antioksidanlarin kullanimi oldukga
risklidir ve basta kanser olmak {izere bircok hastaligin olusmasina ya da tetiklenmesine
sebep olmasindan dolayi, insanlar dogal antioksidanlara yonelmistir. Dogal beslenme ile
kardiovaskiiler hastaliklar, diyabet, hipertansiyon, kanser, Parkinson ve Alzehimer gibi bir¢ok
kronik hastaligin 6niine geg¢ildigi ¢alismalar ile ispatlanmistir (Marchand, 2002). Bitkilerin
serbest radikalleri (karotenoid, fenolik, flavonik, antosiyanik tiirevler, doymamis yag
asitleri, vitaminler, enzimler ve kofaktorler) yakalayabilen antioksidan 6zelliklere sahip
bilesiklerin yiiksek igerigi, bunlarin profilaktik ve iyilestirici fitoterapide kullanimina ilgi
uyandirmistir. Antioksidanlarin rolii, canli organizmalar iizerinde olumsuz etkisi olan
biyolojik hiicrelerdeki serbest radikalleri notralize etmektir. Serbest radikallerin varligina

bagl oksidatif stresin etkilerini notralize etmede antioksidanlar 6nemli bir yere sahiptir

(Elliot, 1999).

Bu baglamda ¢alismamiz kapsaminda; serbest radikallerin giderilmesinde kullanilan dogal
antioksidanlara alternatif olarak katki saglayabilecek Uvez (Sorbus domestica) bitkisi
meyveleri sulu ozitlerinin antioksidan aktivitesini belirlemek igin CUPRAC yontemi
kullanilmistir. Sonuglar standart olarak kullanilan olivetol’e gore karsilastirilmistir. EK
olarak Asetilkolin esteraz ve Biitirilkolin esteraz enzimleri iizerinde meyve Oziitiiniin
antikolinerjik etkinligi incelenmistir. Ayrica elde {livez meyvesi Oziitlinlin sitotoksik

aktivitesi WST-1 testi, genotoksik etkinligi ise Komet testi ile belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Cahsmada Kullamlan Meyve ve Genel Ozellkleri
2.1.1. Uvez (Sorbus domestica L.)

Rosaceae familyasi igerisinde yer alan iivez (Sorbus domestica L.); kis mevsiminde
yapraklarii doken, yiiksekligi 3-25 m olarak degisen, cigekleri erselik cigek yapisi sahip
olup ta¢ yapraklar1 beyaz veya pembe renge sahiptir. Cigekleri ilkbahar aylarinda
acmaktadir. Yapraklar 3-6 cm uzunlugunda, kenarlar1 disli ve yaprak ylizeyi tiiyli, 13-21
adet yaprakeiga sahiptir (Sekil 2.1) (Atasever, 2014).

Sekil 2.1: Uvez meyvesi (Sorbus domestica L.)

Uvezin iilkemizde yayilim gdsteren 17 taksonu bulunmaktadir. Bu tiirlerden en énemlileri
tivez (Sorbus domestica L.), Ak¢aagag yaprakli iivez (Sorbus torminalis), Kus tivezi (Sorbus
aucuparia) ve Ak iivez (Sorbus umbellata)’dir (Giiltekin ve Alan, 2007). Uvez meyvesi
genellikle sarims1 ve kirmizi renge sahiptir. Meyveleri sevilerek tiiketildigi gibi insan sagligi
acisindan bir¢ok hastaliga karsi iyilestirici 6zellige sahiptir (Schonfelder ve Schonfelder,
1982). Yapilan calismalarda iivez meyvelerinin seker hastaligina, ses kisikligina, soguk
alginlhigina, dis agrisina, karaciger ve mide agrilarina, yiiksek kan sekeri gibi bir¢ok hastaligi

tyilestirici 6zellige sahiptir (Karadeniz, 2004).

Uvez meyvesi olgunlasip yeme olumuna geldikten sonra taze olarak veya regel, surup,
marmelat, komposto ve ¢ay gibi birgok farkli sekilde degerlendirilmektedir (Olszewska,
2011; Yilmaz, 2010). Uvez meyveleri eski donemlerde sarap yapiminda ¢ok yaygin olarak
kullanilmistir. Bu donemde iivez meyvesinden elde edilen saraplar diger meyve saraplarina
gore daha Tstliin kaliteye sahip olmustur. Eski donemden giinlimiize dogru iivez

yetistiriciliginin 6nemi azalarak iivez sarabinin yerini {iziim sarab1 almistir. Yogun tarimla



birlikte {ivez iiretim alanlarinin yerini elma, armut ve iiziim almistir (Hrdousek ve

Straznicko, 2015).

Uvez 6zellikle Karadeniz Bélgesi’nde etnofarmakolojik agidan ¢ok 6nemli bir meyvedir.
Bat1 Karadeniz Bolgesinde dogal olarak yetismekte ve yore insani tarafindan dogrudan
tiiketilmektedir (Giiltekin ve Divrik, 2005). Diinyada ve lilkemizde iivez iiretim miktar1 FAO
verilerine gore ticari agidan {iretilmedigi i¢in yillik {retim miktar1 tam olarak
verilmemektedir. Uvez meyvesi antioksidan degerleri bakimindan insan saglig1 agisindan
onemli yere sahiptir. Icerisinde bulunan fenolik bilesikler ¢ok ¢esitli fizyolojik 6zellikler
sergilemektedir (Balasundram vd.., 2006). Uvezin icerdigi besinler ve kimyasallar gida katki
maddesi olarak kullanilmaktadir. Farmakolojik olarak dogal antioksidan bilesiklere sahip
olan livez meyvesi serbest radikallerin etkilerini azalttigi ve kronik hastalik riskini
engelledigi gdzlemlenmistir. (Olschlager vd., 2004). Hasat edildiginde olgunlasmayan iivez
meyvelerinde yiiksek miktarda fenol bulundugu i¢in tadi buruktur. Olgunlasma ile
meyvedeki yliksek diizeyde olan fenolik bilesikler azalir ve buruk tat daha hosa giden bir
tada dontiserek tiiketime hazir hale gelir (Hakinken vd., 1999; Gil-1zquierdo ve Mellenthin
2001).

Kimyasal Yapisi: Meyveleri A, B2, C vitaminleri ve diger mineralleri icerir. Her ikisi de
flavonoid yapiya sahip olan seksangularetin glikozit ve isorhamnetin konjugatlari, yaprak,
meyve ve ¢igek gibi S. domestica'nin ¢ok ¢esitli kisimlarinda tespit edilmistir. Meyveleri
ayrica prosiyanidinler, sinnamik asitler ve kersetin acisindan da zengindir. Bitkinin fenolik
bilesiklerce zengin oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismalar bitkinin c¢esitli olgunlagma
donemlerinde kalitatif ve kantitatif amaglarla yiiriitiilmiis ve tim meyvelerin benzoik asitten
zengin oldugu tespit edilmistir. Ayrica fenilpropanoidlerden sinamoilkinik asit,
flavonoidlerden kersetin glikozitler, hidroksisinamik asit ve tiirevleri, sersetol ve kemferol
tiirevleri tanimlanmistir. Bunlara ek olarak bir cercetole dimer de bulundu. Bagka bir
calismada ise meyvelerinden kafeoilkinik asit ve klorojenik asit izole edilmistir (Olszewska,

2008; Forino vd., 2015).

2.2. Fitoterapide Tibbi Aromatik Bitkilerin Kullanimi

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) raporlarina gore, gelismekte olan iilkelerde yasayan
niifusun %80'i, saglik kalitelerini arttirabilmek amaciyla genellikle kimyasal olmayan bitki



kaynakli ilaclara giivenmektedir. Farmakolojik olarak {iretilen modern ilaglarin etken
maddelerinin en az %?25'inin genellikle bitkilerden elde edildigi bildirilmistir. Ayrica,
sentetik olarak iiretilen bir¢ok ilacin etken maddeleri, bitkilerden ilk kez izole edilen
kimyasallarin yapisal analoglaridir. Orta maliyetli olmalari, sentetik ilaglara gore yan
etkilerinin diisiik olmasi, toksik etkilerinin ¢ok nadir olmasi ve organik olarak iiretilmeleri
nedeniyle hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde ilacin elde edildigi bitkilere olan

talep yiiksek oranda artmaktadir (Ozhatay ve Koyuncu, 1998).

Sifali bitkiler, giiniimiizde bir¢cok hastaligi tedavi etmek i¢in kullanilabilecek dogal bilesim
kaynagidir (Tarakg¢ioglu ve Kog, 2005). Bitkiler tarafindan sentezlenen flavonoidler,
alkaloidler, terpenoidler, tanenler, berberin ve Kinin gibi kimyasallar, saglig1 iyilestirmek ve
cogu hastalig1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Binici, 2002). Yapilan bir
calisma, siyah cayin kalp hastaligi riskini 6nemli Ol¢lide azalttigin1 ortaya koymustur.
Calisma sonrasi elde edilen veriler, siyah ve yesil ¢ayda bol miktarda bulunan flavonoid adi
verilen bir antioksidan maddenin kalp ve damar hastaliklarini iyilestirdigini gosterdi.
Uzmanlar, ¢ayda bulunan flavonoid maddenin damar sertligini de onledigini ve kotii
kolesterolii diigiirdiigiinii belirtmislerdir (Sener, 2010). Caligsmalar, antioksidan igeren
bilesiklerin yaralari iyilestirmek ve dokular1 hasardan yikim reaksiyonlarindan korumak igin

lokal olarak uygulanmasinin faydali olacagini gostermistir (Kendir ve Giiveng, 2010).

Bitkiler tarafindan dogal olarak iiretilen birincil ve ikincil metabolitler dogrudan veya dolayli
olarak kullanilmaktadir. Temel besinlerden karbonhidratlar, proteinler, yaglar, vitaminler ve
mineraller bunlara bir 6rnektir. Bunlar bitki metabolizmasinda yaygin olarak kullanilan aktif
maddelerdir (Ertem, 1998). Bitkiler ve bitkisel tirtinler herhangi bir hastaligin tedavisinde ve
ortaya ¢ikmasinin 6nlenmesinde kullanilirken, ilaglarla birlikte kullanildiklarinda etkilesim

gostererek yan etkiler ortaya ¢ikarabilirler (Shanley ve Luz, 2003).

2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller (SR), en dis orbitalinde bir¢ok eslenmemis elektrona sahip (kararsiz
yapida), kendiliginden olusabilen kimyasal tiirler olarak tanimlanir. Mitokondri iginde

ksantin oksidaz (XO), peroksizomlar, fagositoz, iltihaplanma siirecleri, iskemi, arasidonat



yollart ve fiziksel egzersiz yoluyla metabolizmanin normal bir pargasi olarak dahili olarak
iiretilirler. Ote yandan, serbest radikallerin {iretimini tesvik etmeye yardimci olan dis
faktorler ¢evresel kirleticiler, sigara, radyasyon, ilaglar, ozon, bocek ilaglar1 ve endiistriyel
¢oOziiciilerdir (Giilcin vd., 2006b, c; Lobo vd., 2010). Serbest radikallerin farkli reaksiyon

mekanizmalar1 vardir. Cevre molekiillerle elektron bagisi,

a) Elektron kabulii, indirgeyici radikaller ve oksitleyici radikaller,

b) Hidrojen soyutlamasi,

¢) Kendi kendini yok etme reaksiyonlari,

d) Ekleme reaksiyonlari,

e) Orantisizlik yoluyla reaksiyona girebilirler (Carocho ve Ferreira, 2013; Aslani ve
Ghobadi, 2016).

Kararli hale gelebilmek ve kimyasal bir bag olusturabilmek igin minimum iki elektron
gereklidir. SR’ler pozitif, notral veya negatif yiiklii olabilirler (Jesberger ve Richardson,
1991; Akkus, 1995; Bast vd., 1997; Cheesman ve Slater, 1993).

2.3.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksijen, oldukca reaktif bir metal olmayan ve diger bilesiklerin yani sira ¢ogu elementle
kolayca oksit olusturan bir oksitleyici ajandir. Atmosferde kararl iiglii biradikal (*02) olarak
temel halde bulunur, kademeli bir indirgenme siirecinden geger (Taslimi ve Giilgin 2018;
Rezai vd., 2018). Molekiiler oksijen, temel durumda, iki ayri anti-baglayici orbitalinde
paralel doniislere sahip iki eslesmemis elektrona sahiptir. Bu spin kisitlamasi nedeniyle, bir
elektron vericisinden bir ¢ift elektron kabul edebilir. Ote yandan redoks, canli sistemde
elektronlarin bir tiirden digerine aktarildig1 temel bir metabolik reaksiyondur. Bu siirecler
biyolojik sistemlerdeki ana reaksiyonlar olup, canli organizmada havadaki oksijeni
oksidasyon ve ATP seklinde enerji saglamak igin kullanan kimyasal reaksiyon zinciri
gerceklesir (Giilgin 2012).

Oksijen, canli organizmalarda oldukca entegre bir oksidasyon-rediiksiyon ve enzimatik
stireg serisidir. Ayrica, elektronlari bir atomdan digerine aktarabilir ve oksijen, ATP seklinde
enerji lireten elektron akis sistemindeki nihai elektron alicis1 oldugundan, aerobik yagamin
ve metabolizmamizin 6nemli bir par¢asini temsil eder. Hiicreler, oksijeni metabolize ederek,

potansiyel olarak zararli olan reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusturur (Davies, 1995; Giilgin
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vd., 2005; Elmastas vd., 2018). Bu ROT'larin olusumu, hiicre homeostazinin siirdiiriilmesi
icin ¢cok Onemlidir ve canli organizmalar bunu, oksidatif stres ile antioksidan koruma
arasindaki dengeyi korumalarina izin veren bir antioksidan savunma sistemi ile basarir
(Huyut vd., 2017; Oztaskin vd., 2017). ROT, canli organizmalarda normal hiicresel
metabolizma sirasinda ortaya ¢ikar ve lipitler, karbonhidratlar, niikleik asitler ve proteinler
dahil zararli belirleyici biyomolekiiller olabilir (Cakmak ve Giilgin 2019). Canl
organizmalar silirekli olarak metabolizmanin, normal solunumun ve ksenobiyotiklerin
otooksidasyonunun yan iirlinleri olarak veya bir dizi hastaliga eslik eden stresin sonucu
olarak ortaya ¢ikan ROT'a maruz kalir (Anraku vd., 2018). Oksidatif stres, ROT ve
antioksidan savunma arasindaki dengesizligin bir sonucudur. Bu oksidatif stres, bir dizi
hiicresel fonksiyonu serbest birakir ve ROT'un organizmanin antioksidatif savunmasini
bastirdig1, yukarida belirtilen biyolojik makromolekiillerin oksidatif modifikasyonuna, doku
yaralanmasina ve bir¢ok hastaligin temeli olarak hizlandirilmis hiicresel 6liime yol agan
cesitli patolojik kosullara yol agar. (Sindhi vd., 2013; Apak vd., 2016). Varsayilan ROT ve

SR olmayan tiirler Tablo 2.1'de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1: Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve serbest radikal (SR) olmayan tiirler.

Reaktif Oksijen Tiirleri Serbest Radikal Olmayan Tiirler
Hidroksil radikali HO* Hidrojen peroksit H20-
Siiperoksit radikali Ox* Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil radikali HOO* Ozon Os
Lipid radikali L* Lipid hidroperoksit LOOH
Lipid peroksil radikali LOO* Hipoklorid asit HOCI
Peroksil radikali ROO* Peroksinitrit ONOO
Lipid alkoksil radikali LO* Dinitrojen trioksit N203
Nitrojen dioksit radikali =~ NO,* Nitrik asit HNO;
Nitrik oksit radikali NO* Nitril klorit NO:CI
Thiyl radical RS* Nitroksil anymnu NO
Protein radikali p* Nitroksil katyonu NO*

Normal hiicre fonksiyonu i¢in fizyolojik konsantrasyonlarda ROT gerekli olabilir. Bununla
birlikte, asir1 ROT iiretimi kademeli oksidatif hasara ve sonunda hiicre fonksiyonunun
bozulmasina ve sonug olarak DNA, RNA, proteinler ve lipitlere zarar vererek hiicre 6liimiine
neden olabilir (Isik vd., 2017; Krawczyk, 2019; Tohma vd., 2017; Koksal vd., 2017b).

Ayrica mutasyonlara yol agabilecek DNA hasarina neden olabilirler. Hiicresel bilesenler



ROT"u etkin bir sekilde temizleyemezlerse serbest radikal zincir reaksiyonlarini uyararak
proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi hiicresel biyomolekiillere zarar
verebilirler ve sonunda hastalik durumlarina yol agabilirler (Craft vd., 2012). ROT'un bir
diger onemli yikici etkisi mitokondri tizerindedir. Hiicrenin gii¢ merkezi olan mitokondrinin
rolii, elektron tagima zinciri yoluyla oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretmektir. ROT
ve oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyondan veya bu faktdrlerin herhangi birinin bir
kombinasyonundan da kaynaklanabilir (Giilgin vd., 2004a; Krawczyk, 2019). Insan viicudu
da dahil olmak iizere canli organizmalar, ROT'U temizleyerek ve serbest radikalleri
temizleyen endojen veya eksojen antioksidan bilesikler iireterek kendilerini koruyabilir
(Hamad vd., 2017; Anraku vd., 2018). insan viicudu, ¢ok sayida hastaliga ve diger oksitleyici
ajanlara neden olan serbest radikallerin zararl etkilerine karsi koyan karmasik bir dogal
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemine sahiptir (Ekinci Akdemir
vd., 2016a, b). ROT'un insan viicudundan atilmasi, bu ve diger hastaliklarin insidansini
Onlemeye veya azaltmaya yardimci olabilir, boylece daha iyi bir yasam kalitesine katkida
bulunur (Giilgin, 2012; Aksu vd., 2016). Serbest radikallere kars1 koruma, diyetle alinan
antioksidanlar ile arttirilabilir (Alam vd., 2013; Ekinci Akdemir vd., 2016a).

Baz1 hastaliklara, en azindan kismen ROT aktivitesinden kaynaklanan doku hasariyla
sonuclanan asir1 fagosit aktivasyonu eslik eder (Diplock vd., 1998; Bae vd., 2016; Tohma
vd., 2016; Aruoma, 1994). ROT'un sitma, edinilmis immiin yetmezlik sendromu, kalp
hastaligi, inme, damar sertligi, diyabet ve kanser dahil birgok hastalikta rol oynadigi
bilinmektedir (Tanizawa vd., 1992; Duh, 1998). Ayrica, endojen ROT olusumu igin
biyolojik yollar, biitlin bir reaktif ara iiriin sinifinin ve bunlarin iiretim yollarinin 6rnekleridir.
Ayrica, organizmanin dig kaynaklardan da ROT'a maruz kaldigi belirtilmelidir. Canl
organizmalarda, cesitli ROT farkli sekillerde olusabilir. Normal aerobik solunum,
polimorfoniikleer 16kositleri ve makrofajlar1 uyarir ve peroksizomlar, hiicreler tarafindan
iretilen oksidanlarin ¢ogunun ana endojen kaynaklar1 gibi goriinmektedir. ROT'un eksojen
kaynaklar1 arasinda tiitiin dumani, belirli kirleticiler, organik ¢oziiciiler ve bocek ilaglar
bulunur (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Topal vd., 2016a). Diyetle, redoks dongiisii
yapabilen kinonlar gibi prooksidan nitelikteki bircok bilesik organizmaya verilir. Ayrica,
sigara dumani ile bir dizi radikal solunmaktadir; hava kirliligine bagl olarak arttig1 bildirilen

ozon, lipitleri okside edebilen bir ROT'dur (Diplock vd., 1998; Kose vd., 2015).



2.3.2.1. Siiperoksit radikali (O2)

Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu, reaktif siiperoksit radikali
olusur. Siiperoksit radikalinin yarilanma siiresi uzun oldugundan dolayi katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimleri inaktif hale getirerek glutatyon oksidasyonunu agiga ¢ikarir
(Aslani ve Ghobadi, 2016).

2.3.2.2. Hidrojen peroksit (H202)

Oksijen-oksijen tek bagi olan en basit peroksittir. Kararsizdir ve Isik varliginda yavas yavas
ayrigir. HoO, insan viicudu da dahil olmak tizere biyolojik sistemlerde bulunur. H202'yi
kullanan veya pargalayan enzimler peroksidazlar olarak siniflandirilir. O2'nin iki elektronla
indirgenmesiyle olusan bir serbest radikal degil, oksitleyici bir maddedir. Oz ve gegis metali
iyonlarinin varliginda, H202, Fenton tepkimesiyle OH- iiretebilir (Halliwell ve Gutteridge,
1989). Ayrica Haber—Weiss reaksiyonu, demir iyonlar: tarafindan katalize edilen H20, ve
stiperoksit Oz-—'den OH- iiretir. Bu goris ilk olarak Fritz Haber ve 6grencisi Joseph Joshua
Weiss tarafindan ortaya atildi. Daha sonra Haber—Weiss ve Fenton reaksiyonlarinin birlikte

oksidatif stres ve hiicresel hasarlardan sorumlu radikallerin ana kaynaklari oldugu kanitland1

(Deaton ve Marlin, 2003).

Olusan kisa dmiirlii OH- radikali, diflizyonla sinirli bir reaksiyonda biyomolekiillere spesifik
olmayan bir sekilde saldirir ve bdylece iiretim bolgesinden birka¢ nanometre i¢inde bulunan
proteinleri, polisakkaritleri ve niikleik asitleri kirabilir (Shivakumar ve Kumar, 2018; Sen ve

Packer, 1996).

2.3.2.3. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksit iyonlarinin (OH-) nétr formudur. Bu radikaller oldukca reaktiftir, kolayca
hidroksil gruplar1 haline gelir ve sonug olarak kisa dmiirliidiir. Her giin bir insan hiicresinin
hidroksil radikali (OH") ve diger radikal tiirler tarafindan hedeflendigi ve ortalama 105 kez
oksidatif stres olusturdugu bildirilmektedir (Valko vd., 2004; Carocho ve Ferreira 2013).
Hidroksil radikalleri bazen bagisiklik etkisinin bir yan iirlinii olarak iiretilebilir. Mikroglia
ve makrofajlar, ¢ok spesifik patojenlere ve belirli bakterilere maruz kaldiklarinda en sik bu
bilesigi tiretirler. OH 'nin yikict etkisi, baglsiklik hiicreleri asir1 aktif hale geldiginde ve

komsu saglikli hiicreler icin toksik hale geldiginde bir¢ok ndrolojik otoimmiin hastalikta rol



oynar (Giilgin, 2012). Bu radikal, tahmini yar1 émrii yaklasik 107 sn olan en reaktif tiirdiir.
Viicut suyunun hemolitik pargalanmasiyla yiiksek enerjili 1sinlamada veya metal katalizli
islemlerde endojen H>Oz'den in vivo olusturulabilir. UV 15181 suyu pargalamak igin yeterli
enerjiye sahip degildir, ancak H2O>'y1 pargalayarak iki hidroksil radikali molekiilii verebilir.
Bu radikalin yiiksek reaktivitesi, iiretildigi yerde ani reaksiyon anlamina gelir (Diplock vd.,
1998; Caylak, 2011).

2.3.2.4. Singlet oksijen (102)

Bir radikal degil, oldukga yiiksek bir ROT'tur ve ultraviyole 1sinlamanin neden oldugu cilt
hasarindan ve fotodinamik terapide sitotoksik anti-kanser etkisinden sorumludur.
Fotodinamik terapi ve cilt fotoyaslanmasinda tiimor hiicrelerinde sitotoksik bir siirece neden
olur. Onemli rollerine ragmen, 'Oz'nin biyolojik etkileri tam olarak anlasilamamustir
(Homma vd., 2019). Singlet oksijen, coklu hiicresel bilesenlerle reaksiyona girebilir,
konjuge cift baglarla reaksiyona girme tercihi ¢ok yiiksektir ve bu nedenle, hiicrelerdeki
DNA bazlarinda tercihen ¢oklu doymamis yag asitlerine (PUFA) veya guanin'e saldirir (D1
Mascio vd., 2019). Ayrica uyarma enerjisini aktararak veya kimyasal olarak birleserek diger

molekiillerle etkilesime girebilir (Stahl ve Sies, 1993).

Saglikli ve hasarsiz bir hiicre uygun bir prooksidan-antioksidan dengesi sahiptir. Bununla
birlikte, oksijen tiirlerinin iiretimi biiylik Olgiide arttiginda veya antioksidan seviyeleri
azaldiginda bu denge prooksidanlara dogru kayabilir. Bu duruma oksidatif stres denir (Kalin
vd., 2015; Oztaskin vd., 2015). Antioksidan konsantrasyonu, mutasyona ugramis
antioksidan enzimler, toksinler veya dogal antioksidan aliminin azalmasi nedeniyle azalir.
Aktif fagositlerden tiiretilen oksijen, nitrojen veya karbon bazli reaktif tiirlerin sayis1 kronik

inflamasyon durumunda artar (Somogyi vd., 2007; Giilgin, 2012).
2.3.2.5. Nitrik oksit (NO)

Enzimatik olarak L-arginin‘'den olusan bir sinyal bilesigidir. Kan damarlarinin ¢eperlerindeki
diiz kaslar1 gevseterek kan basincini diisiiriir. Birgok fizyolojik ve patolojik siirecte yer alan
onemli bir hiicresel haberci molekiildiir. Ayrica birincil bagisiklik savunmasina katkida
bulunan aktif makrofajlar tarafindan dretilir. Fazla NO- sitotoksiktir. Dogrudan
biyomolekiillerle reaksiyona girebilir veya peroksinitrit (ONOO-) olusturmak i¢in O2- ile
birlesebilir (Hou vd., 1999).
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2.3.2.6. Peroksinitrit (ONOO-)

Yalnizca lipoproteinlerde lipid peroksidasyonunu indiikleme yetenegine sahip degildir,
bunun yaninda proteinlerdeki tirozin kalintilarini nitratlayarak hiicresel sinyallesmeye engel
olabilir (Packer, 1996). Peroksinitrit oksitleyici ve nitratlayict bir maddedir. Oksitleyici
ozellikleri nedeniyle ONOO—, proteinler ve DNA dahil olmak iizere hiicrelerde ¢ok cesitli
molekiillere zarar verebilir. NO'nun O2-— ile ¢ok daha gii¢lii oksidan ONOO— olusturmak
izere reaksiyonu, NO'nun fizyoloji ve patolojideki zit rollerini ¢6zmede kilit bir unsurdur.
Ayrica ONOO- giiglii bir oksidandir ve siilthidriller, ¢inko-tiolatlar, demir-kiikiirt merkezleri
ve tirozin fosfatazlardaki aktif bolge siilthidril gibi elektronca zengin gruplarla dogrudan

reaksiyona girebilir (Pacher vd., 2007).

2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, ROT'un oksidatif siire¢lerini ve zararli etkilerini azaltmak i¢in hem gida
sistemlerinde hem de insan viicudunda hayati bir rol oynamaktadir (Cakmake1 vd., 2015;
Goger vd., 2013). Gida sektoriinde, bozulmay1 geciktiren lipid peroksidasyonu iiriiniiniin
olusumu, besinsel antioksidan molekiillerin kullanimi ile 6nlenebilmekte ve bdylece
depolama sirasinda gida {riiniiniin lezzet, renk ve dokusunun korunmasma yardimci
olmaktadir (Bursal vd., 2013; Cakmakg¢1 vd., .2015). Ayrica, antioksidanlar amino asitleri
azaltmada, protein oksidasyonunda ve ayrica lipit tiirevli karbonillerin protein
fonksiyonunda bir deglsiklige yol agan proteinlerle etkilesiminde yardimet olur (Sindhi vd.,
2013). Antioksidan, "oksitlenebilir bir substratinkine kiyasla diisiik konsantrasyonlarda
bulundugunda, o substratin oksidasyonunu o6nemli Olgiide geciktiren veya engelleyen
herhangi bir madde" olarak tanimlanmis, ancak daha sonra bunlar1 "geciktiren, 6nleyen veya
engelleyen herhangi bir madde" olarak tanimlamistir. Hedef molekiildeki oksidatif hasari

ortadan kaldirir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Sies, 1993; Halliwell, 1995).

Son yillarda, gida antioksidanlarinin alternatif dogal ve giivenli kaynaklarinin
belirlenmesine ve ozellikle bitki kaynakli dogal antioksidan arayislarina biiyiik ilgi vardir.
Antioksidanlar genellikle oksidasyonun radikal zincir reaksiyonlarini 6nlemek i¢in gidalara
eklenirler ve reaksiyonun baslama ve ilerleme basamagini engelleyerek reaksiyonun
sonlanmasini saglayarak oksidasyon siirecini geciktirirler (Shahidi vd., 1992; Giilgin,

2006a). Gida sisteminde kullanim ig¢in antioksidanlar ucuz, etkili ve disik
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konsantrasyonlarda toksik olmamalidir; son derece kararli ve islemeyi siirdiirebilen,
kendilerine ait kokusu, tadi veya rengi olmayan; dahil edilmesi kolaydir ve iiriinde 1yi

¢oziinlirliige sahiptir (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015; MacDonald-Wicks vd., 2006).

Bitkisel beslenme, en tehlikeli damar tikanikligi da dahil olmak {izere bazi kronik
hastaliklarin riskinin azalmasiyla iliskilendirilmistir (Rimm vd., 1996). Epidemiyolojik
aragtirmalar, bitkisel beslenme ile kanser dahil yasa bagli olarak ¢ikan hastaliklar arasinda
ters bir iliski oldugunu gostermistir. Bu durum, antioksidan aktivitelerine atfedilebilir
(Ganesan vd., 2011). Bu dogal kaynaklarin baslica biyoaktif bilesikleri, 6zellikle saglik
yararlarindan sorumlu olan fenolikler ve flavonoidlerdir (Bocco vd., 1998). Fenoliklerin
antioksidan Ozellikleri, diisiikk yogunluklu lipoprotein kolesteroliin oksidasyonunun
inhibisyonundan sorumludur (Eberhardt vd., 2000). Sonug olarak, meyve ve sebze tiikketimi

koroner ateroskleroz ile ters orantilidir (Rimm vd., 1996).

Biyoyararlanim terimi, normal yollarla sindirilen, emilen ve metabolize edilen besinin
gostergesi i¢in kullanilir. Polifenol bakimindan zengin gidalarin tiiketilmesinden sonra,
polifenollerin bagirsak bariyerinden emildigine dair dolayli kanitin, plazmanin antioksidan
kapasitesindeki artigla verildigi iyi bilinmektedir. Polifenollerin bagirsakta emilimi ve hiz
limiti kimyasal &zelligi ve yapisi ile ilgilidir. Oliilerde aglikonlar ince bagirsaktan emilir;
ancak esterler, glikozitler veya polimerler formunda bulunan polifenoller dogal formda
emilemez. Bu nedenle laktaz ve B-glikosidazlar gibi bagirsak enzimleri veya kolonik
mikroflora tarafindan hidrolize edilirler ve sonra adsorbe edilirler (Nemeth vd., 2003). Bu
nedenle, insan kaninda ve dokularinda bulunan polifenol formlari, gidalarda bulunanlardan
farklidir, bu da tiim metabolitlerin tanimlanmasini ve biyolojik aktivitelerinin
degerlendirilmesini zorlastirir. Aslinda, polifenollerin kimyasal yapisi, absorpsiyon hizini ve
kapsamint  ve plazmada dolasan metabolitlerin  dogasin1  belirledigi  i¢in

konsantrasyonlarindan daha 6nemlidir (Cipolletti vd., 2018).

Gidalardaki fenolik bilesikler, bitkilerdeki ana ikincil metabolit siniflarindan birinden
kaynaklanir. Antioksidan gorevi goriirler ve diisiik konsantrasyonlarda gidayr oksidatif
acilagsmadan korurlar (Karakaya, 2004). Fenolik bilesiklerin antioksidan potansiyeli ilgili
molekiillerdeki hidroksil gruplarinin sayisina ve diizenine baglidir. Fenolikler, orto- veya
para-pozisyonundaki siibstitiisyon hidroksil grubundaki elektron yogunlugunu artirmadikca

ve oksijen-hidrojen bag enerjisini diisiirmedikce, aslinda lipid serbest radikallerine karsi

12



reaktiviteyi artirmadik¢a aktif antioksidanlar degildir. Fenolik bilesiklerde meta-
pozisyonunda yer degistirme oldukga sinirli bir etkiye sahiptir (Barclay vd., 1993). Fenolik
antioksidanlarin otooksidasyon zincir siirecindeki hidrojen soyutlama mekanizmasinin
aydinlatilmasi i¢in molekiiler orbital teorisi uygulanmistir (Tomiyama vd., 1993; Giilgin,
2012). Son zamanlarda bromofenollerin antioksidan aktivite (Oztaskin vd., 2015; Boztas
vd., 2019), antimikrobiyal aktivite, antikanser aktivite, antiinflamatuar ve antidiyabetik
aktivite (Cherian vd., 2019) gibi birgok tibbi 6zellige sahip oldugu ve karbonik anhidraz
(Boztas vd., 2015; Taslimi vd., 2016), asetilkolinesteraz (Oztaskin vd., 2015; Bursal vd.,
2019; Eruygur vd., 2019; Tiirkan vd., 2019; Lolak vd., 2020) (Sekil 2.2), biitirilkolinesteraz
(Bayrak vd., 2017, 2019; Oztaskin vd., 2017) (Sekil 2.3), aldoz rediiktaz (Demir vd., 2018),
a-amilaz, a-glikosidaz (Taslimi vd., 2018a) ve paraoksonaz (Cherian vd., 2019) inhibisyonu

ozellikleri. Bu enzimler bazi kiiresel saglik hastaliklariyla baglantiliydi.

/

. . HO—C
HyC CH, Asetilkolin g
N+ H H
H,c—N—=C —¢C —O—ﬁ—CHs > Asetik Asit
i 0
Elektrostatik Etkilesim 1
EKIros! al\e)/ O +
H,C
. H;C 2
Anyonik Alan — S 111 — 3 \,\\I/CH3
| H
H,C—C —OH
Asetilkolin Esteraz Kolin

Sekil 2.2: AChE enziminin asetilkolinle etkilesimi

0}
O/\/N\ — o + HO/\/ ~

Butirilkolin Butirat Kolin
Sekil 2.3: BChE enzimin mekanizma reaksyonu

Stres, patojen istilasi, yaslanma, apoptoz ve norolojik hastaliklar gibi siireclerde
antioksidanlarin ¢esitli saglik yararlarini ele alan bir dizi bilimsel ¢aligma devam etmektedir.
Antioksidanlar, serbest radikallerin hiicreye zarar veren etkilerini azaltir. Insanlar
antioksidanlar1 dogrudan taze ve kuru meyve ve sebzelerden alirlar; bunlar, kanserler ve
kardiyovaskiiler saglik sorunlar1 da dahil olmak {iizere farkli hastalik tiirlerine kars
korunmaya katkida bulunan ¢ok miktarda flavonoid ve antioksidan takviyesi igerir (Sindhi

vd., 2013; Gao vd., 2006; Halliwell, 1997).
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2.4.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidan bilesikler tarafindan oksidasyonun onlenmesi siirecinde bir dizi yontem ve

aktivite yer almaktadir (Shadidi ve Zhong, 2015).

E ve C vitaminleri gibi eksojen antioksidanlar organizmada hiicre zarinda ve hiicre i¢i ve
hiicre dis1 sivida bulunabilir. Onlar1 ortadan kaldirmak veya engellemek i¢in ROT ile
reaksiyona girerler. Membranlarin hidrofobik lipit i¢ kismi, farkli bir antioksidan spektrumu
gerektirir. Yagda ¢o6ziinen E vitamini, bu ortamdaki en Onemli antioksidandir ve zar

biitlinliigiinlin kaybolmasina kars1 koruma saglar.

Yagda coziinen antioksidanlar, biyolojik zarlarda ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)
peroksidasyonunu oOnlemede onemlidir. C vitamini gibi suda ¢oziiniir antioksidanlar,
hidrofilik fazda ROT'u nétralize etmede 6nemli bir rol oynar. Calisma mekanizmalarina
gore, antioksidanlar birincil ve ikincil antioksidanlar olarak simiflandirilabilir.
Antioksidanlar, hidrojen vericileri veya serbest radikallerin alicilar1 olarak hareket ederek
oksidasyonun zincir reaksiyonunu inhibe ederek daha stabil radikaller iiretir. Bu gruptaki
antioksidanlar temel olarak fenolik bir yapiya sahiptir ve sunlar1 igerir: antioksidan
mineraller, antioksidan vitaminler ve aralarinda flavonoidler, katesinler, karotenoidler, -
karoten, likopen, diterpen ve bunlarin tiirevlerinin de bulundugu fitokimyasallar. Bu
bilesikler, metal iyonlarinin baglanmasi, reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi,
hidroperoksitlerin radikal olmayan tiirlere dondstiiriilmesi veya singlet oksijenin
etkisizlestirilmesi dahil olmak {izere ¢esitli mekanizmalarla etkilesime girer. Bu kategori
sunlar1 igerir: butilhidroksianisol (BHA), butilhidroksitoluen (BHT) ve propil galat (PG)
(Moharram ve Youssef, 2014). Antioksidanlar enzimatik olan veya enzimatik olmayan
seklinde iki sinifa ayrilir (Aslani ve Ghobadi, 2016).

2.4.1.1. Antioksidan enzimler ve etki mekanizmalari

Uygun hiicre sinyallesmesini slirdiirmek i¢in, bir dizi radikal siipiiriicli enzimin, hiicre i¢cinde
bir ROT esik seviyesini siirdiirmesi muhtemeldir. Bununla birlikte, ROT seviyesi bu esigi
astiginda, ROT {iretimindeki bir artig, sinyal yollarindaki ana bilesenlere dogrudan zarar
vermenin yani sira, hiicreye asir1 sinyal gonderilmesine yol acabilir. Oksidatif stres, ROT
olusumu ve detoksifikasyon arasindaki denge, ROT seviyelerinde bir artis1 desteklediginde

meydana gelir ve bu da hiicresel fonksiyonun bozulmasina yol acar. ROT ayn1 zamanda
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DNA, protein ve lipitler gibi karsinojenezi baglatabilen temel makromolekiiler hedeflere geri
doniisiimsiiz sekilde zarar verebilir (Imlay, 2003). Bu nedenle, ROT konsantrasyonlarimin,
ayn1 zamanda bir dizi antioksidan ve detoksifiye edici enzimi igeren birka¢ savunma

mekanizmasi tarafindan kontrol edilmesi gerekir.

Bir antioksidan, makromolekiillerin oksidasyonunu Onleme veya yavaslatma yetenegine
sahip bir molekiildiir. Antioksidanlarin rolii, serbest radikalleri ortadan kaldirarak bu zincir
reaksiyonlar1 azaltmak veya sonlandirmak veya kendilerini oksitleyerek diger oksidasyon
reaksiyonlarin1 inhibe etmektir. Bu nedenle, antioksidanlar genellikle polifenoller veya

tiyoller gibi indirgeyici maddelerdir (Duerte ve Lunec, 2005).

Oksidasyon reaksiyonlari hiicreler i¢in yasamsal olmakla birlikte, zarar verici etkileri vardir;
bu nedenle bitkiler ve hayvanlar, C ve E vitaminleri ve glutatyon gibi ¢esitli antioksidanlarin
yani sira katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidazlar gibi antioksidan
reaksiyonlarini katalize eden farkli enzimatik sistemler icerir. Bu antioksidan enzimlerdeki
Kusurlar veya inhibisyon, oksidatif strese yol agacaktir ve hiicrelere zarar verebilir ve

parcgalayabilir (Valko vd., 2007). Antioksidan savunmanin izledigi mekanizmalar sunlardir:

1) Serbest radikallerin iiretimini bloke etme

2) Oksidanlar Atma

3) Toksik serbest doniistiirme radikalleri daha az toksik maddelere doniistiirtir

4) Sekonder toksik metabolitlerin ve iltihaplanma aracilarinin tiretimini bloke eder
5) Sekonder oksidanlarin zincir yayilimini bloke eder

6) Hasarli molekiilleri onarir

7) Endojen antioksidan savunma sistemini baslatir ve gelistirir.

Tim bu savunma mekanizmalari, viicudun oksidatif stresten korunmasi icin el ele hareket
eder. Insan viicudundaki antioksidan sistemler enzimatik olmayan ve enzimatik giiclii

antioksidanlardan olusur (Halliwell, 2007).

Tiim viicut hiicrelerindeki antioksidan enzimler, katalazlar, stiperoksit dismutazlar (SOD) ve
glutatyon peroksidazlar (GPX) olan {i¢ ana antioksidan enzim sinifindan olusur ve bunlarin
timi, hiicrelerde homeostazin korunmasinda ¢ok Onemli roller oynar. Bu enzimlerin

uyarilmasi, kirletici oksidatif strese verilen spesifik bir yanit1 yansitir (Cheng vd., 2001).
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SOD'in rolii, siliperoksit radikallerini temizlemek ve onlar1 H.Oz'ye doniistiirmektir
(McCord ve Fridovich, 1969). GPx'in rolii, hidrojen peroksit, lipid hidroperoksitler ve diger
organik hidroperoksitlerin indirgenmesiyle elde edilir (Tappel vd., 1982). Glutatyon-S-
transferazlar (GST), sitotoksik ve genotoksik bilesiklerin hiicresel detoksifikasyonunda ve
dokularin oksidatif hasara karsi korunmasinda yer alan ¢ok islevli proteinlerin bir ailesini
olusturan, detoksifiye edici enzimlerin biiyiik bir grubunu temsil eder (Hayes ve Pulford,
1995). Endojen metabolizmada belirli rollere sahip olan bu enzimler, insan ve hayvanlarda
ilaglar, karsinojenler ve gevresel Kirleticiler gibi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve
boceklerde ve bitkilerde pestisit ve herbisit direnci ile iligkilidir (Hayes vd., 1990).
Literatiirden onemli sayida GST izoenziminin GPx aktivitesi gosterdigi ve organik
hidroperoksitlerin karsilik gelen alkollerine indirgenmesini katalize ettigi bilinmektedir

(Prohaska, 1991; Mosialou vd., 1993).

Katalaz (H202 oksidorediiktaz), dort polipeptit zincirinden olusur, her zincir 500'den fazla
amino asit uzunlugundadir ve enzimin H>O: ile reaksiyona girmesini saglayan dort porfirin
heme (demir) grubu igerir. Katalazin H2Oz'yi ayristirmadaki enzimatik aktivite modlari,
katalitik aktivite modu ve peroksidatik aktivite modudur. Katalazin devir hizi, diger tiim
antioksidan enzimler arasinda en yiiksektir. H2O2'nin katalazin katalitik aktivitesi ile
ayrigmast, birinci dereceden bir reaksiyon seklini takip eder ve hizi, H2O2 konsantrasyonuna
baghidir (Berg vd., 2002). Katalaz, bir hidrojen peroksit molekiilii tarafindan oksitlenen ve
bagli oksijeni baska bir molekiile aktaran bir kofaktordiir (Hiner vd., 2002).

Katalaz hem okaryotik hem de bakteri hiicrelerinde bulunur. Cogu, cesitli H20O> oksidazlarin
yaratildig1 kirmizi kan hiicreleri harig, tiim memeli hiicrelerinin oksidatif bir partikiiliinde
bulunur. H20., yiiksek oranda hidroksil radikali iireten spesifik bir reaksiyon igin bir substrat
gorevi gordiigiinden, hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarinda katalazin birincil
roliiniin H2O: birikimini azaltmak olduguna inanilmaktadir (Ho vd., 2004). Katalazin
hiicreleri ve dokular1 oksidasyondan korumadaki rolii kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Katalazin asir1 tiretimi, hiicreleri H2O> toksisitesine ve oksidatif aracili hasara karsi daha
direngli hale getirir. Genetigi degistirilmis farelerde, asir1 eksprese olan katalaz, farelere
adriamisin verildikten sonra ve parafin veya anjiyotensin ile tedaviden sonra yiiksek tansiyon

gelistirdikten sonra miyokard enfarktiisline kars1 korunur (Yang vd., 2003).
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Glutatyon sistemi, glutatyon S-transferazlari, glutatyon peroksidazlari ve glutatyon
rediiktaz1 igerir. Glutatyon S-transferazlar, lipit peroksitlerin par¢alanmasini katalize eden
baska bir enzimatik antioksidan sinifidir. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve organik
hidroperoksitlerle yliksek aktivite gosterir (Sharma vd., 2004). Bu enzimler detoksifikasyon

mekanizmasina yardimei olur (Hayes vd., 2005).

Glutatyon rediiktaz (GR), bu enzim, hiicrenin yeterli diizeyde hiicresel GSH'yi
siirdiirmesini saglar. Enzim, 6nemi nedeniyle bir¢ok bitki, hayvan ve mikroorganizma
kaynagindan saflagtirilarak yapisi, molekiiler 06zellikleri ve kinetik mekanizmasi
belirlenmeye ve aydinlatilmaya ¢alisilmistir (Linster ve Van Schaftingen, 2007). Kinetik
mekanizmas1 pinpon/pinpon/ sirali siparis modeli GR, NADPH ile indirgenebilen, protez
grubu olarak iki FAD molekiilii i¢eren bir flavoproteindir. GR termostabil enzimlerden
biridir. GR, organizmay1 kimyasal ve oksidatif strese karsi koruyan savunma sistemine aittir.
GR eksikligi, eritrosit membranlarinin H202'ye artan duyarliligi nedeniyle hemoliz ile
karakterizedir ve bir¢ok hastalifin patogenezinde anahtar rol oynayan oksidatif strese

katkida bulunur (Ulusu ve Tandogan, 2007).

2.4.1.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar ve etki mekanizmalari

Proteine bagli tiyol ve protein olmayan tiyol, -SH grubu araciligiyla ¢ogu inorganik
kirleticiye kars1 hiicresel bir indirgeyici ve koruyucu bir madde gorevi goriir (Mosialou vd.,
1993). Bu nedenle, tiyol genellikle oksidatif strese karsi ilk savunma hattidir. Tiyol
seviyeleri, sentezinde bir artis yoluyla hafif oksidatif strese adaptif bir mekanizma nedeniyle
arttirtlabilir; bununla birlikte, ciddi bir oksidatif stres, adaptif mekanizmalarin kaybina bagh
olarak tiyol seviyelerini azaltabilir. Glutatyon, hiicrelerin redoks durumunu korumada
merkezi bir rol oynayan hiicresel bir antioksidandir (Ulusu ve Tandogan, 2007). Askorbik
asit (C Vitamini) hem bitkilerde hem de hayvanlarda bulunan bir antioksidandir ancak
insanlarda sentezlenemedigi igin diyetle alinmasi gerekir (Sekil 2.4). Reaktif oksijen
tiirlerini azaltabilir ve notralize edebilir. Cok giiclii bir indirgeyici olan askorbik asit
semihidroaskorbat radikal ara iiriinii araciligiryla kolaylikla dehidroaskorbik aside okside
olur (Sekil 2.5) (Murray vd., 1993). E vitamininin, serbest radikal ara maddeleri
uzaklastirarak ve lipid radikalleri ile reaksiyona girerek hiicre zarlarini oksidasyondan

korudugu bulunmustur (Sen vd., 2006).

17



0)

7

Z H
-, =

HO

HO OH

Sekil 2.4: Askorbik asidin yapist

N N\

T |
HO—C 0=—0¢C
I o |
HO—C = o=c o
+2H |
H—C—— H—C—
HO—C—H HO—C—H
CH,OH CH,OH
Askorbik asit Dehidroaskorbik asit
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2.4.2. Besin Maddelerinin I¢eriginde Bulunan Antioksidanlar

Gida maddelerinin bozulmasiin sebebi olan oksijen, gidalar icerisinde bulunan organik
yapilar1 (karbohidrat, yag ve protein) oksitleyerek bozulmalarina neden olabilmektedir. Bu
slirece otooksidasyon adi verilir ve havada bulunan oksijenle gida bilesenleri arasinda

kendiliginden meydana gelir (Becker vd., 2004).
2.4.2.1. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlarin koruyucu etkileri, serbest radikal kaynakli toksisitelere kars1 daha
fazla dikkat cekmistir (Frei ve Higdon, 2003). Flavonoidler, 6zellikle kanser durumunda
oksidatif strese karsi korumada (Okada vd., 2001; Babich vd., 2005) 6nemli bir rol
oynamaktadir. Flavonoidler sebzelerde, kirmiz1 sarapta, meyvelerde, kakaolarda ve cayda
yaygin olarak bulunur (Arts vd., 1999; Bearden vd., 2000; Matito vd., 2003). Flavonoidler,
genis bir biyolojik aktivite yelpazesine sahip igecekler ve gidalarda yaygindir (Harborne ve
Williams, 2000) ve bunlarin antioksidasyonu kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Pietta,
2000; Goupy vd., 2003; McPhail vd., 2003). Dogal antioksidanlar, endojen antioksidanlar
ROT'tan korur ve reaktif tiirleri notralize ederek optimal dengeyi yeniden saglar (Al-

Mamary vd., 2002; Fetouh ve Azab, 2014). Fenoliklerin antioksidan aktiviteleri, serbest
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radikal yakalama, hidrojen bagislama, tekli oksijen sondiirme, metal iyonu selatlama ve
stiperoksit ve hidroksil gibi radikaller i¢in bir substrat gorevi goriir. Azab ve Albasha (2018),
Curcuma longa, Trigonella foenumgraecum, Allium sativum, Coffea arabica, Petroselinum
crispum, Olea europaea yapraklari ve Mentha piperita uygulamasinin dikkate deger bir
hepatik koruma gosterdigi sonucuna vardi (Azab ve Albasha, 2018). Bu sifali bitki ve
bitkilerin antioksidan 6zelliklerinden kaynaklanabilecek hepatotoksik ajanlara karsi. Bu
nedenle, hepatotoksik ajanlara maruz kalan insanlara ve karaciger rahatsizlig1 olan hastalara

bu sifali bitki ve otlar1 almalar1 6nerilmelidir (Vaya vd., 2003).

Dogal antioksidanlar, ROT iiretiminin engellenmesi ve serbest radikallerin temizlenmesi
gibi cesitli biyokimyasal etkilere sahiptir (Lakshmi vd., 2012; Cyril vd., 2016; Azab ve
Albasha, 2017). Azab ve ark. (2017), cemen otu, kurkumin, nane, maydanoz, biberiye,
sarimsak, nar tiilketiminin oldugunu bildirmistir (Azab ve Albasha, 2017). Susam ve
propolisin bobrek hastaliklarina ve nefrotoksik ajanlarin neden oldugu bobrek fonksiyon
bozukluklarina karst koruyucu etkileri deney hayvanlarinda ve insanlarda gdosterilmistir.
Nefroprotektif etki, doku lipid peroksidasyonunun inhibisyonuna ve antioksidan aktivitenin
artmasina bagli olabilir. Bu nedenle ¢alisma, bu antioksidanlarin nefrotoksik ajanlara maruz
kalan kisilerde ve bobrek hastaligi olan hastalarda faydali olabilecegini diigiindiirmektedir.
Koruyucu etkiler, bu tibbi bitkilerde benzokinonlar, flavonoidler, flavonol glikozitler,
alkaloitler, karotenoidler, katekoller, glikozitler, steroid glikozitler, terpenoidler,
glikoalkaloidler, mono, di ve triterpenler, saponinler, polifenoller ve sterollerin varligindan

kaynaklanabilir (Sundararajan vd., 2014).

2.4.2.2. Sentetik antioksidanlar

Besinlere antioksidan eklenmesinin nedeni, o besini korunmas: ve raf dmriinii uzatilmak
istenmesidir. Bu sebeplerden dolay1 besinlere biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT),
biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), trolox, gallik asit ve katesin gibi sentetik
antioksidanlar ilave edilmektedir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Gidalara ilave edilen sentetik antioksidanlarin yapisi

2.4.3. Antioksidan Aktivitesi Tayin Yontemleri

Antioksidanlarin aktivitelerini 6l¢mek i¢in kullanilan yontemler ve araglar son birka¢ on
yilda dikkate deger ilerlemeler kaydetmistir. Erken yontemler, antioksidanlarin belirli
oksidasyon firiinleri tiirlerinin olusumuna karsi etkinligini olger ve bu nedenle lipid
oksidasyonunun o6l¢iilmesine dayanir. Simdiye kadar, antioksidan aktiviteyi 0zel
yontemlerle degerlendirmek i¢in, 6rnegin farkl tiirde serbest radikallere veya ROT'a kars1
stiplirme aktivitesi, azaltma giicii ve metal selasyonu ve digerleri gibi, olduk¢a hassas ve
otomatik tespit teknolojileriyle birlestirilmis ¢esitli kimyasal testler kullanildi. Oksidasyon
substratlar1 ayrica gida model sistemlerinden kimyasal bilesiklere, biyolojik materyallere,

hiicresel hatlara ve hatta canli dokulara kadar genislemistir (Shadidi ve Zhong, 2015).

Gidalarin igeriginde bulunan antioksidanlarin yapilart olduk¢a karmagiktir. Bu nedenle bu
bilesiklerin ayrilmasi, c¢alisilmast pahali ve zordur. Bir gida yapisindaki antioksidanin
belirlenmesi i¢cin standardize edilmis bir yontem, asagidaki ideal gereksinimleri

karsilamalidir (Prior vd., 2005):

» Kullanilan radikal kaynak biyolojik olarak ilgili olmalidir;
» Basit olmasi arzu edilir;

» Kullanilan yontemin tanimlanmis bir son noktasi ve kimyasal mekanizmasi

olmalidir;
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» Hem kullanilan aletler hem de kimyasallar kolayca bulunabilmelidir;
» Dongii icinde ve giinler arasinda tekrar iiretilebilirlik uygundur;

» Farkli radikal kaynaklar1 kullanarak hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar

icin analiz yapilmasina izin verir;

» Yontem, kalite kontrol analizleri i¢in uygulanabilir olmalidir.

Literatiire bakildiginda antioksidan kapasitenin tayininde kullanilan testlerin iki ayr1 grupta

yer aldig1 goriilmektedir. Bunlar;

e Hidrojen atomu transferine dayal yontemler: ORAC (Oksijen radikalini
absorplama kapasitesi) yontemi (Thaipong vd., 2006) ve TRAP (Linoleik asit
oksidasyonunun inhibisyonu) yontemleridir (Apak vd. 2018).

e Elektrron transferine dayah yontemler: TEAC (Trolox ekivalenti antioksidan
kapasite) yontemi (Antolovich vd., 2002), FRAP (Fe*" iyonu indirgeme giicii)
yontemi (Li vd., 2017), DPPH radikali giderme yontemi (Sanchez-Mareno, 2002) ve
Antioksidan giicii azaltan bakir iyonlar: (Cu?*) indirgeme (Kuprak testi) yontemidir
(Giilgin, 2008).

Antioksidan giicii azaltan bakir iyonlar1 (Cu?*) (Kuprak testi): Bu test ilk olarak Apak'm
grubu (2006) tarafindan gelistirilmis ve kullanilmigtir. Ayrica hem lipofilik hem de hidrofilik
antioksidanlar iceren c¢esitli matrislere uygulanmistir. Bu deneyler, tiim antioksidanlarin
birlesik etkisiyle veya sulu etanolik ortamda (pH 7.0) neokuproin (2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin) mevcudiyetinde polifenoller ile indirgeme yoluyla Cu2+'nin Cut'ya
indirgenmesine dayanir. 450 nm'de maksimum absorpsiyon zirvesine sahip Cu+
kompleksleri (Giilgin, 2008). Bu yontem, kromojenik radikal reaktif olarak Cu2+-
neokuproin ile gida bileseninin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in kullanilabilir.
Cu2+nin neokuproin varliginda bir indirgeme ajani ile indirgenmesi, 450 nm'de maksimum
absorpsiyon tepe noktasina sahip bir Cut kompleksi verir (Tutem vd., 1991). CUPRAC
reaktifi, kromojenik radikal reaktiflerinden ¢ok daha kararlidir ve kolayca erisilebilirdir.
Miikemmel lineer absorbans-konsantrasyon egrileri verir. Bu indirgeme deneyinde, serbest
kalan protonlar nispeten konsantre asetat tamponu ile tamponlanabilir. Bu yontem, ayn1 anda
uygun maliyetli, hizli, kararli, se¢ici ve kimyasal tiirii veya hidrofobikligi ne olursa olsun

cesitli antioksidanlar i¢in uygundur. Ayrica, in vitro kuprik iyon (Cu2+) indirgeme
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Olgtimlerinden elde edilen sonuglarin, antioksidanlarin olasi in vivo reaksiyonlarina daha
etkili bir sekilde genisletilebilecegi bildirilmistir (Giilgin ve Dastan, 2007; Karaman vd.,
2009). Kuprak testi i¢in optimum pH 7.0'dir ve fizyolojik pH'a (7.4) yakindir ve gercek
kosullar altinda antioksidan etkiyi simiile eder. Bu yontem hem hidrofilik hem de lipofilik

antioksidanlar 6lgebilmektedir (Apak vd., 2008).

2.5. Antikolinerjik Aktivite

Alzheimer hastaligi (AD), ¢ok sayida yash insanin ve akrabalarinin yasamini hem sosyal
hem de fizyolojik olarak etkileyen yaygin bir demans seklidir (Lewczuk vd., 2020). AD'nin
etiyolojisi, norofibriler yumaklardaki artis, noritik plaklar ve kolinerjik ndrotransmisyondaki
eksiklik ile karakterizedir (Hampel vd., 2018). Ek olarak AD, hipokampus ve beyin
korteksinde norotransmitter asetilkolin eksikligi ile yakindan iliskilidir. — Kanitlar,
norotransmitter asetilkolinin (ACh), ya asetil transferaz aktivitesi ile kolinde (Ch) bir diisiise
ya da asetilkolinesteraz tarafindan ACh'nin asir1 bozunmasima bagli olarak azaldiginm
gostermistir (Galimberti ve Scarpini, 2016). Bu nedenle, AD'yi tedavi etmek icin
arastirmalar, gegici bir semptomatik miidahale olarak kolinesteraz (ChE) inhibitor tedavisine
odaklanmistir (Kogyigit vd., 2018). Asetilkolin (ACh), nérodejeneratif durumlarda hafiza
islevinin modiilasyonuna yardimci olan iyi bir ndérotransmiterdir. Kolinesterazlar (ChE'ler),
ACh ve kolinerjik sinyal iletiminin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan bir grup énemli
enzimdir. Asetilkolin'in asetat ve koline hidrolizi, sinaptik bir yarikta asetilkolinesteraz
(AChE) tarafindan katalize edilir. BChE ve AChE enzimleri, ACh seviyesinin
diizenlenmesinde, sinaptik hidrolizinde ve noérotransmiter etkisinin sonlandirilmasinda
hayati bir rol oynar. Norotransmitter seviyesini yeniden kurmak i¢in, ChE enzimlerini
baskilayarak islev goren kolinesteraz inhibitorleri kullanilarak yapilir. Bu durum hem seviye
artisina hem de ndrotransmiter etkisinin siiresine neden olur (Giilgin vd., 2019). Donepezil,
galantamin ve rivastigmin gibi asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorleri, ChE inhibitorleri
(ChETI'ler) olarak kullanilmis olsa da, uzun siireli kullanimlarinda yan etkiler konusunda
endiseler olmustur. Bu nedenle, bitki kaynaklarindan elde edilen aktif dogal bilesikler, ChE
inhibe edici etkileri agisindan incelenmistir ve simdiye kadar bitki g¢esitlerinin, AD'nin

tedavisi i¢in 6nemli ChE inhibisyonuna sahip oldugu belgelenmistir (Tan vd., 2014).

Kronik hastaliklar1 6nlemek ic¢in dogal kaynaklarin saglik alaninda kullaiminda fenolik

bilesiklerin rolii oldukg¢a fazladir. Bu fitokimyasallar, serbest radikalleri temizleyerek, cesitli
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enzimleri inhibe ederek ve sinyal iletimini modiile ederek hiicrelerdeki biyolojik
fonksiyonlara miidahale edebilir. Bu nedenle, dogal bir kaynagin terapotik potansiyeli
kesfedildiginde, fenolik bilesikleri igeren fitokimyasal bilesimleri de aydinlatilmalidir
(Giilgin, 2012).

2.6. Antikanser Aktivite
2.6.1. Sitotoksik Aktivite

Bir ilag etkin maddesinin, kozmetik {iriiniin, ¢evresel bir kimyasalin (pestisitler, endokrin
bozucular, agir metaller, nanopartikiiller gibi) ve fiziksel veya biyolojik ajanlarin in vitro
olarak sitotoksik etkilerinin giincel yontemlerle belirlenmesi son yillarda olduk¢a 6nem

kazanmustir.

Bilimsel ¢alismalarda sitotoksisitenin veya hiicre canliliginin belirlenmesinde in vitro olarak
kullanilan bir¢ok yontem mevcuttur. Bu testler i¢inde en yaygin kullanilan Nétral kirmizist
alim (NRU) testi (Ates vd., 2017), MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromid) testi (Mosmann, 1983), MTS (5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiyazolil)-
3-(4-stilfofenil) testi (Stepanenko ve Dmitrenko, 2015), XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2Htetrazolyum-5-karboksanilid) testi ve (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-distlfofenil)-2H tetrazolyum yapisindaki WST-1 testidir. Bu ¢alismada, sitotoksisitenin

veya hiicre canlilig1 profillerinin belirlenmesinde WST-1 testi kullanilmigtir.
2.6.1.1. WST-1 Testi

WST-1 testi, hiicresel canliligin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir kolorimetrik
testtir. Prensip olarak, WST-1 mitokondriyal siiksinat tetrazolyum rediiktaz ile reaksiyona
girerek suda ¢ozlinilir formazan boyasi olusturur ve genellikle MTT ile benzer sekilde ¢alisir.
Farkli olarak, WST-1, net negatif yiikii nedeniyle hiicrenin disinda tutulmasina izin veren iki
siilfonat grubu igerir. MTT gibi pozitif yiiklii tetrazolyum tuzlar1 canli hiicrelere girme
yetenegine sahiptir. Bu nedenle hiicre i¢inde oksidorediiktaz enzimleri tarafindan
indirgenirler. Tersine, WST-1 gibi negatif yiiklii tetrazolyum tuzlar hiicreye giremez ve
hiicre dis1 olarak indirgenir. Hiicre dis1 indirgeme, bir ara elektron tasiyicist (Berridge vd.,

2005) yardimiyla plazma zar1 boyunca elektronlarin taginmasiyla gerceklesir.
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2.7. Genotoksisite

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA eklenmeleri, kirilmalari, mutasyonlar (kansere yol agabilen) ve kromozom
bozukluklar1 gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. Genotoksisite genellikle mutajenite
ile karigtirtlsa da tiim mutajenler genotoksiktir, ancak tiim genotoksik maddeler mutajenik
degildir (Mortelmans ve Rupa, 2004). Genotoksik etki ise, herhangi bir faktoriin (Kimyasal,
biyolojik veya fiziksel) hiicre i¢ yapisinda meydana getirdigi mutasyonlara bagli hasar olarak
tanimlanabilir (Choy, 2001; Young, 2002). DNA vyapisinda mutasyonlara yol agan
genotoksik ajanlar, direk olarak DNA yapisina saldirarak etki gosterebilir veya yakindan
iliskili oldugu enzim ve proteinlere baglanarak da hasar verebilirler (Kirsch-Volders vd.,
2003). DNA’da meydana gelen hafif hasar hiicre dongiisii duraklatilarak ya da
duraklatmadan tamir edilebilir. Hasarin daha fazla olmas: durumunda apoptoz mekanizmasi
uyarilmaktadir. DNA bozulmasina yol acan mutajenler ve mekanizmasal bozukluklar ise

yaslanma, kanser, kisirlik vb. birgok hastaliga sebep olabilmektedir (Mateuca vd.., 2006).

Genotoksisite ve karsinojenite arasinda oldukga gliglii bir iliski mevcuttur. Yapilan
calismalarda, insanlar i¢in karsinojenik olarak kabul edilen bazi bilesiklerin genotoksik
oldugu bulunmustur. Kanser etken maddeler {izerinde yapilan genotoksisite ¢aligmalari ile
karsinojen olan ¢cogu maddenin ayn1 zamanda genotoksik oldugu ve molekiiler materyal
lizerinde ciddi hasarlara yol agtign bilinmektedir. ila¢ sektdrii, gida sanayi, kozmetik,
konfeksiyon gibi daha sayilabilecek bircok alanda kullanilan her tiirlii maddenin kanser
etkinligini anlamak {iizere genotoksik testlerden ge¢mesi biiyiilk onem arz etmektedir.
Genotoksisite testlerinin kimyasallarin karsinojenik potansiyelleri ve kanser riskini
degerlendirmesi agisindan bilim insanlarinin odak noktas: haline gelmistir (Zeiger, 1998;

Choy, 2001).

Genetik toksikolojinin temel amaclari mutajenleri genotoksisite ¢alismalari ile tespit etmek,
insanlardaki riski belirlemek ve bu bilesiklere gereksiz maruziyetten kaginmaktir. Bir
bilesigin potansiyel genotoksisitesini ve mutajenitesini ila¢ gelistirme siirecinin baslarinda
degerlendirmek ¢ok onemlidir (Zieger, 2004). Ila¢ gelistirmede, faz 1 denemelerine
baslamadan once genotoksisite verilerinin incelenmesi gerektigi ve klinik aragtirmaya ancak

genotoksisite yoksa baslanmasi gerektigi yaygin olarak kabul edilmektedir. Dogrudan DNA
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hasarma neden olma potansiyeline sahip ilaglar sadece yasami tehdit eden durumlarda
kullanilmalidir. Ayrica bu testler, kanserden korunma, kansere yatkinligin belirlenmesi ve
takibinde biyoizleme testi olarak kullanilmaktadir. in vitro genotoksisite birincil hiicrelerde,
bakterilerde, ilkel dkaryotlarda ve hiicre hatlarinda uygulanabilir. /n vivo genotoksisite
testleri, in vitro olarak gergeklestirilen kromozomal testlerin sonuglarini dogrulamak igin
kullanilir (Custer ve Sweder, 2008). Genotoksisite testleri (in vivo ve in vitro), bilesigin
dogrudan veya dolayli olarak mutasyonlar1 indiikleme potansiyeli hakkinda bilgi saglamanin
yani sira kanserojenlik olasilig1 hakkinda bir uyar1 saglamak icin kullanilabilir. Tahliller iyi
istatistiksel giice sahiptirler, tekrarlanabilirler ve ¢ok cesitli genotoksik u¢ noktalari tespit
edebilirler. Asamali bir standart yaklagimda kullanilmak iizere, kiiresel olarak dogrulanmis

Onerilerde genotoksisite testleri kabul edilmistir (Albertini vd., 2000).

Genotoksik molekiilleri test etmek icin arastirmacilar, toksik substratlara maruz kalan
hiicrelerde DNA hasarini test eder. Bu DNA hasari, tek ve ¢ift sarmal kirilmalari, eksizyon
onariminin kaybi, ¢capraz baglanma, alkali kararsiz bolgeler, nokta mutasyonlar1 ve yapisal
ve sayisal kromozomal sapmalar seklinde olabilir. Genetik materyalin tehlike altindaki
biitiinliiglinlin kansere neden oldugu bilinmektedir. Sonug olarak, kimyasallarin kansere yol
acabilecek DNA hasaria neden olma potansiyelini degerlendirmek igin in vivo ve in vitro
testler mevcuttur. Bu testler i¢cinde en yaygin kullanilan Ames testi, Komet (tek hiicre jel
elektroforezi) testi, kardes kromatid degisimi (KKD), kromozomal anormallik (KA) testi ve
mikroniikleus (MN) testidir. Bu testler sayesinde dogal {irlinler iizerinde anti-mutajenik ve
anti-karsinojenik ¢aligsmalar yapilabilmektedir (Mortelmans ve Rupa, 2004). Calismamiz

kapsaminda, genotoksisite profilinin belirlenmesinde Komet testi kullanilmistir.

2.7.1. Komet Testi (Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Son yillarda gelisen Komet teknigi, mutajenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalan canl
populasyonlarinda 6karyotik hiicrelerdeki DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tespiti amaciyla
kullanilan hizli, giivenilir, basit, ucuz ve ¢ok hassas bir yontemdir. Kullanim alan1 oldukga
genis olan bu teknik “’Tek hiicre jel elektroforez (Single cell gel electrophoresis) veya SCGE
ve Microgel Electrophoretic Technigue’’ olarak da isimlendirilmektedir (Bilgici, 2005;
Fidan, 2005; Durmaz vd., 2010). Ayrica kanser hastalarinda DNA hasarinin derecesini ve
tamirini tespit etmede, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda, bazi hastaliklarda artmis

DNA hasarini belirlemede kullanilan bir biyoizlem testidir (Choy, 2011; Preston vd., 1981).
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Komet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike sahip DNA
molekiillerinin elektriksel alanda farkli gd¢ etmeleri esasina dayanmaktadir (Ostling ve
Johanson, 1984; McKelvey-Martin vd., 1993; Fairbairn vd., 1995). Bu yonteme gore,
hiicreler veya cekirdekgikler dncelikle agaroza yerlestirilmekte, daha sonra lizis ve alkali
elektroforez tamponunda yliriitme ve ndtralzasyon islemlerinden gegirilerek floresan boya
ile boyanmaktadir. Floresan mikroskop ile incelenen preparatlarda zarar gormemis DNA’lar
comet (kuyruk) olusturmazken, hasar gérmiis DNA molekiillerindeki fragmentler farkli
molekiiler agirliklarina ve elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli
hizlarda hareket ederek ¢ekirdekten disar1 dogru goc etmekte ve kuyruklu yildiz goriiniimii
olusturmaktadirlar. Bu goriinim nedeniyle bu teknige "Komet" adi verilmistir. Komet
goriintiisli, olusan DNA hasarina gore derecelendirilir. Hasar bulunmayan DNA’lar 0 ile
puanlandirilirken hasarli DNA’lar olusan hasarin boyutuna goére 1 ve 4 arasinda

puanlandirilir (Collins 2004; Kumaravel vd., 2007). (Sekil 2.7).

Tip 0 (hasarsiz) Tip 1 (cok az hasarh) Tip 2 (az hasarh)

Tip 3 (hasarh) Tip 4 (¢cok hasarh)

Sekil 2.7: Komet goriintiilerinin, olusan DNA hasarina gore derecelendirilmesi. (Fairbairn

vd., 1995).

Komet testi ile DNA hasarinin kantitatif olarak saptanmasinda; kuyruk momenti, kuyruktaki
DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu gibi parametreler kullanilmaktadir (Singh vd., 1988;
Dinger ve Kankaya, 2010; Sekeroglu vd., 2011; Celik vd., 2005). DNA’s1 zarara ugramis
hiicre, kafa ve kuyruk olmak iizere 2 kisimdan meydana gelmektedir. “Kafa” bolgesi
cekirdek disina go¢ etmeyen, “kuyruk” ise pargcalanmaya ve yapisal kayba bagli olarak
¢ekirdek disina go¢ etmis DNA’y1 belirtir (Basaran, 2004) (Sekil 2.8).
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DNA Gagiiniin Uzunlugu
(Tanimlanabilen en kictik DNA)

Gog Etmis DNA Yiizdesi
(Gog Eden DNA Miktari)

kafa kuyruk

Kuyruk Momenti
(Go¢ etmis DNA) x (kuyruk uzunlugu)

Cekirdek Kuyruk Momenti

(Goc etmis DNA) x (kuyruktaki DNA
yogunlugunun merkezi ile kafa arasindaki
mesafe) - L

DNA Gagiiniin Uzunlugu

Sekil 2.8: Komet testinin goriintii analizi sematik sekli (Bagsaran, 2004).

2.8. Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci, tilkemizde Karadeniz Bolgesi’ nde yaygin olarak tiiketilmekte olan ve
saglik a¢isindan birgok faydasi oldugu bilinen tivez meyvelerinin antioksidan, antikolinerjik,
antikanser aktivitelerinin ve muhtemel genotoksik profilinin arastirilmasidir. Bu amagla, ilk
asamalarda tivez meyvelerinin serbest radikal giderme kapasiteleri Kuprak testi ve
antikolinerjik etkinlikleri ise ACHe ve BCHe inhibisyonu iizerinde incelenmistir. Sonraki
asamalarda ise meyve Oziitlerinin kanser hiicre kiiltiirleri lizerinde sitotoksik aktiviteleri
arastirilmistir. En son asamada genotoksik aktivitesi komet testi ile belirlenmistir. Bu amacla
yapilan ¢alismamiz neticesinde elde edilen bilgiler iivez meyvesinin alternatif tip alaninda
onciil ilag olarak kullanilabilece§ini gostermistir. Yiiriitiilen dier arastirmalardan farkli
olarak iilkemizde nadir yetistirilen iivezin antikanser aktivitesi ile ilgili bir ¢aligmaya

rastlanilmamasi arastirmanin 6nemini arttirmaktadir.
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3. LITERATUR OZETLERI

Test mikroorganizmalarina kars1 S. domestica’nin yapisindaki antimikrobiyal 6zellikteki
fenolik bilesiklerden ileri geldigi Termentzi ve ark. (2006)’nin yaptig1 bir arastirma ile

dogrulanmustir.

Baltacioglu (2006), Ham {ivez ve olgunlasmis iivez meyvesinin fenolik bilesiklerde
meydana gelen degisimleri gozlemlenmistir. Olgunlasmamis iivez meyvesinin fenolik
madde miktar1 134,17 mg/100 g degerinde bulunurken, olgunlagsmanin ilerledigi asamada
fenol madde miktar1 90,90 mg/100 g degerinde diisiis goriilmiistiir. Bunun yaninda {ivezde

3 adet pik gozlemlenmis neoklorojenik, klorojenik ve rutin asit oldugu belirlenmistir.

Sen (2011) yaptig1 ¢alismada, kullandig1 iivez meyvelerini Karadeniz Bolgesinin Bartin
yoresinden toplamistir. Meyveler destile suda yikanip parcalara ayrilarak kurutulmus ve sulu
ekstresi hazirlanmistir. Hazirlanan sulu ekstrenin CUPRAC, DPPH, Hidroksi, ABTS,
DMPD radikal giderme aktiviteleri antioksidan testler ile tayin edilmistir. Sonuclarda
tokoferol, biitillenmis hidroksitoluen, troloks, askorbik asit gibi sentetik antioksidanlarla
karsilanmistir. Yapilan antioksidan testlerin biiyiik bir kisminda antioksidan aktivitenin tayin

edilmesi, iivez meyvelerinin dogal antioksidan olarak fayda sagladigi one siirtilmiistiir.

Hasbal (2013) yurittigii ¢alismada, Sorbus torminalis L. meyvelerinin su, etil asetat,
metanol ve aseton gibi ¢oziicliler hazirlanarak antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Bunun
yan1 sira ekstrelerin total flavonoid ve fenolik bilesik miktarindan serbest radikal giderici
etkileri ve indirgeyici gii¢leri incelenmistir. Ekstre edilen bilesikler arasinda en yiiksek total
fenolik bilesik miktar1 20,435 mg ve total flavonoid miktarlar1 12,186 mg ile sulu ekstrede
oldugu saptanmistir. Elde edilen ekstrelerin bilesik miktar1 (EC) sulu 0,42 g/g etil asetat
0,029 g/g metanol; 0,228 g/g ve asetonlu; 0,055 g/g meyve olarak belirlenmistir.
Ekstrelerden elde edilen EC miktarlar1 metanollu, sulu, etil asetat ve asetonlu ekstrelere gore

daha fazla oldugu saptanmistir.

Canli ve ark. (2017); S. domestica’nin yapraklarinin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu

tespit etmislerdir.
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Ceylan (2017) yiiriittigli ¢alismada, tivez meyvelerinin antioksidan aktivite ekstraktlar
hazirlanip aseton ve su kullanilarak incelenmistir. Su ekstraktinin toplam fenolik bilesikleri
ve toplam flavonoid miktarlarinin, en iyi ve en yliksek ekstrakt verimi oldugu saptanmustir.
Toplam antioksidan tayininde en yiiksek aktivitenin su ekstraktr oldugu gozlemlenmistir.
Boylece livez meyvelerinden elde edilen meyve suyu Oziitlerinin antioksidan aktivite
gosterdigi goriilmiistiir. Bunun sonucunda iivez meyvesinin dogal bir antioksidan kaynagi

oldugu sonucuna varilmastir.

Bayram vd. (2019) yiriittiigli calismada, insan sagligi acisindan Onemli olan iivez
ekstralariin fenolik, flavonoid ve antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Ekstraktlarin
hazirlanmasinda ¢oziicii olarak etanol, metanol ve aseton kullanilarak, 10 dk
santrifiijlenmistir. Sonug olarak en yiiksek fenolik madde miktar1 19,25 mg GAE/g alkon
¢oziiclisiinde goriilmiistiir. Etanol ekstraktlarinin fenolik madde miktarinin yiiksek oldugu
ve DDP radikallerini giderme aktivitelerine sahip oldugu sonucuna varilmistir. Uvez saglik
acisindan 6nemli biyoaktif bilesenlere sahip ve birgok hastalik i¢in kullamildigi tespit

edilmistir.

Sénmez ve Kirbag (2019), iivez meyvesinin antimikrobiyal etkisini ¢esitli mikroorganizma

tiirleri lizerinde test etmis ve olumlu sonuglar almislardir.

Mrkonjic vd. (2019) yapmis olduklari ¢aligmada, Sorbus domestica L. ve Sorbus intermedia
olan 2 tiirin meyvelerinin ve bu meyvelerden elde edilen regelin fenolik profilleri,
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri iizerine ayrintili bir sekilde ¢alismislardir. LC-
MS/MS kullanilan teknik ile Sorbus domestica meyvelerinde en baskin bilesikler olan 44
fenolik maddenin varlig1 ortaya ¢ikmistir. BHT (biitillenmis hidroksitoluen) ve PG (propil
gallat) antioksidan standartlar1 karsilastiginda her iki sorbus tlirde orta seviyede antioksidan
etkisi gostermistir. Calisma ile sorbus meyvelerinin, insan sagligir agisindan 6nemli bir

meyve oldugu sonucuna varilmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Bitki Materyalinin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan Uvez meyveleri Ekim 2021°de Bati Karadeniz Bolgesi Bartin
ilinden toplandi. Uvez meyveleri destile suda (dH20) yikandiktan sonra parcalara ayrilarak
oda sicakliginda kurutuldu. Calismada {ivez meyvesinin sulu ekstresi hazirlandi. Kurutulmus

bir numune (25 g), bir blender kullanilarak kiiciik pargalara boliindii (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Bitkinin tartimi

4.2. Ekstraktin Hazirlamis1 ve Cozelti Elde Edilmesi

Su ekstraksiyonu, geri akitilan ¢0ziicli renksiz hale gelene kadar bir soxhlet cihazinda
gerceklestirildi (Sekil 4.2). Ekstraksiyon, Whatman No 1 filtre kagidindan siiziildii ve
stiziintli vakumlu buharlagtiricida 30°C'de kuruyana kadar buharlagtirildi. Kuru tortu, vidali
kapakli bir Erlenmeyer sisesi iginde 250 mL su ile karistirilmak iizere calkalayiciya
yerlestirildi. Elde edilen son ¢o6zelti 50 mL Falkon tiiplerine konularak +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edildi.

Sekil 4.2: Ekstraksiyon asamasi
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4.3. Bakir Antioksidan Kapasitesini Azaltma Testi (Kuprak Metodu)

Eksraktin Cu?" iyonlarmmn indirgemesi metodunun (Apak vd., 2006) hafif bir
modifikasyonuyla yapildi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek tiiplerine 0,25 mL
CuCl; ¢ozeltisi (0,01 M), 0,25 mL etanolik neokuprin ¢ozeltisi (7,5x10° M) ve 0,25 mL
CH3COONHj4 tampon ¢ozeltisi (1 M) sirastyla eklendi. Yarim saat sonra 450 nm’de kore
kars1 absorbans degerleri 6lgiildii ve kor olarak saf su kullanildi. Standart antioksidanin
standart kalibrasyon egrisi, absorbans-konsantrasyon grafigi olarak olusturuldu ve her bir
antioksidan icin kuprak yonteminin molar absorptivitesi, ilgili kalibrasyon c¢izgisinin

egiminden bulundu.

4.3.1. Kuprak yontemiyle indirgeme kapasitesi tayini icin hazirlanan ¢ozeltiler

0,01 M’lik CuCl; ¢6zeltisi hazirlamak igin 47 mg CuClz alindi ve 50 mL dH2O igerisinde
¢oziildii. Tkinci asamada 7,5x107 M’lik etanolik neokuprin ¢ozeltisi hazirland1. Bu asamada
156 mg Neokuprin alinarak ve 100 mL etanol igerisinde ¢oziildii. Son asamada 1 M’lik
CH3COONHj4 tampon ¢6zelti hazirlandi. 15,4 g CH3COONHj, alindi ve 180 mL saf suda
¢oziildi. Soliisyon pH metre yardimiyla pH:6,5’e ayarlandiktan sonra hacim dH-O ile 200

mL’ye tamamland.

4.4. Asetilkolinesteraz Enzimi Uzerine Inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

Ekstraktin asetilkolinesteraz enzimi iizerindeki etkisi Ellman metoduna gore arastirildi
(Ellman, 1961). Bu amagla ICso degerleri bulundu ve inhibisyon tiirleri belirlendi. Metot
asetilkolinin, tiyokolin ve asetata parcalanmasi reaksiyonunu katalizlemesi esasina dayanir.
Uriin olarak aciga ¢ikan tiyokolin ve DTNB’nin reaksiyonuyla olusan sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit olugturur. Kontol kiiveti i¢eriginde 100 pL Tris-HCI, 790 pL saf su, 50 uL
DTNB, 10 puL enzim ¢ozeltisi ve 50 uL Asetilkolintiyoiyodiir bulunur. Calisilan 6rnek
kiivetinde ise 100 pL Tris-HCI, 780 uL saf su, 50 uL DTNB, 10 pL enzim ¢ozeltisi, 50 puL
Asetilkolintiyoiyodiir ve 10 pL 6rnek bulunur. Ornek igerisinde meydana gelen renk ve kér

kiivetlerinin 412 nm dalga boyunda, 5 dakikada boyunca absorbanslar1 l¢iildii (Sekil 4.3).
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4.5. Biitirilkolinesteraz Enzimi Uzerine inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

Ekstraktin BChE iizerindeki etkisi arastirildi. Daha sonra ICso degerleri bulunarak inhibisyon
tiirleri belirlendi. Metot biitirilkolinin, tiyokolin ve asetata pargalanmasi reaksiyonunu
katalizlemesi esasmna dayamir. Uriin olarak agiga c¢ikan tiyokolin ve DTNB’nin
reaksiyonuyla sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusturur. Kontol kiiveti i¢eriginde 100
uL Tris-HCI, 790 pL saf su, 50 pLL DTNB, 10 pL enzim g¢ozeltisi ve 50 uL
Biitilrilkolintiyoiyodiir bulunur. Calisilan 6rnek kiivetinde ise 100 pL Tris-HCI, 780 uL saf
su, 50 pnL DTNB, 10 pL enzim ¢ozeltisi, 50 pL Biitilrilkolintiyoiyodiir ve 10 pL 6rnek
bulunur. Ornek icerisinde meydana gelen renk ve kor kiivetlerinin 412 nm dalga boyunda, 5

dakikada boyunca absorbanslar1 ol¢iildii.

” Hy Hp
HC—C——S——C —C —N*(CHz);

Asetiltiyokolin

AChE
H,0
(6]

. Hp 2 y
HC—c—o+ S7C —C —N'(CHy)s
Asetat Tiyokolin )

< >—s—s—< >
DTNB
OZNQS—S—CHZCHZN+(CH3)§ $QNOZ
‘0oC

COoO
5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
(TNB)

Sekil 4.3: Asetilkolinesteraz aktivitesinin Ellman metoduyla tayini

4.6. Hiicre Proliferasyon Testi

Sorbus domestica L. bitki ekstraktinin proliferasyonu MCF-7 (meme kanseri) hiicre hattinda
uygulama yapilarak analiz edildi. Her iki numune i¢in genis konsantrasyon taramasi yapildi.
Sorbus domestica L. numuneleri i¢in 1, 5, 10, 50, 100, 500, 1.000, 5.000, 10.000 ve 50.000
ppm (pg/ml) olmak iizere 10 farkli konsantrasyon hazirlandi. MCF-7 hiicreleri %10 Fetal

bovine serum (FBS) ve %1 penicilin/streptomisin igeren DMEM ortaminda kiiltiirlendi.
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Hiicreler %80-90 konfluense ulastiginda calismaya alindi. Hiicreler 96 kuyucuklu
mikroplatede 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. 24 saat 37°C’de %5 CO2
kosullarinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda test ajanlar1 ile hiicreler muamele
edildi ve 24 saat 37°C’de %5 CO: kosullarinda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda %

canlilig1 degerlendirmek i¢cin WST-1 hiicre proliferasyon test protokolii uygulandi.

4.6.1. WST-1 Testi

WST-1 (2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distilfofenil)-2H tetrazolyum monosodyum
tuzu) hiicre proliferasyon testi, bagil degeri 6l¢mek i¢in tasarlanmis basit, kolorimetrik bir
testtir. Suda ¢dziiniir tuz, hiicre kiiltiirii ortamina salinir. Inkiibasyon siiresi iginde reaksiyon,
hiicre kiiltiirindeki mitokondriyal dehidrojenaz miktari ile dogru orantil1 bir renk deglsikligi
tiretir. Bu nedenle tahlil, hiicrelerin metabolik aktivitesini Olger. Testi ger¢eklestirmek igin,
kullanima hazir olan WST-1 reaktifi, ¢cok oyuklu plakalarda kiiltiirlenen hiicrelerin ortamina
dogrudan eklenir. Kiiltiirlere daha sonra reaktifi boya formuna indirgemek i¢in 30 dakika-4
saat verilir. Plaka daha sonra 630 nm’de bir referans okuma ile 450 nm’de hemen okunur.
Sonuglar ELISA mikroplate okuma sonuglarina gore degerlendirildi. Ayrica ICso degerleri
GraphPad Prism 9.4.1 (GraphPad Software, Inc., San Diego) yazilimi kullanilarak
hesaplandi.

4.7. Genotoksik Aktivitenin Belirlenmesi (Komet Testi)

Yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismasinin sonuglarina gore 1Csp degerinin alt1 ve {istli olmak {izere
farkl1 konsantrasyonlar belirlenerek deney tasarimi gergeklestirildi. MCF-7 hiicreleri,
Sorbus domestica L. igin 10000 ve 50000 ppm konsantrasyonlari ile 24 saat 37°C’de %5
CO2 kosullarinda inkiibe edildi. Doz uygulamasi yapilan hiicreler ylizeyden alindi ve
santrifiij edilerek slipernatant uzaklastirildi. Geriye kalan hiicrelere PBS eklendi. Elde edilen
hiicre siispansiyonundan 50 pL ¢ekilerek yeni tiipe aktarildi ve 100 uL LMA (Low Melting
Agaroz) (%0,7) ile karistirildi. Hiicre-LMA karisimi daha 6nceden hazirlanmis %1 NMA
(Normal Melting Agaroz)’li lamlara yayilimi saglandi. Hazirlanan lamlar lamel ile
kapatilarak buz kasetlerinin iizerinde donmalar1 i¢in yerlestirildi. Donan lamlar iizerindeki
lameller dikkatlice ¢ikarild1 ve lamlarin her yerine gelecek sekilde lizis ¢bzeltisi igerisine
konularak 3 saat bekletildi. Lizis isleminden sonra elektroforez islemine tabi tutuldu. (25 V,

300 mA, 20 dk.). Elektroforez sonrasinda alinan lamlar soguk dH20 ile yikama yapildi.
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Yikama isleminden sonra nétralizasyon tamponunda 10 dk bekletildi. Siire sonunda tekrar
yikama yapildi ve SafeView floresan boya ile boyamasi yapildi. Floresans mikroskopta
fotograflanarak sayimm yapildi. Yapilan test degerlendirilmesi TriTek CometScore2.0

software (TriTek Corporation, Sumerduck, VA, USA) yazilimi ile yapildi.
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5. SONUCLAR

5.1. Antioksidan Aktivite (Kuprak Testi)

S. domestica (SD) ekstraktinin bakir iyonlarin1 (Cu?") indirgeme kapasitesinin,
konsantirasyon ile dogru orantili olarak arttig1 bulunmustur. Farkli konsantirasyondaki (10-
30 pg/mL) cozeltilerinin 450 nm’deki absorbanslar1 oOlgiilerek antioksidan degerleri
belirlenmistir (Sekil 5.1). S. domestica ekstraktinin ve standart antioksidanlarin bakir
iyonlarmi (Cu?*) indirgeme grafigi cizildikten sonra her bir standart antioksidan, olivetol

icin 30 pg/mL’ye karsilik gelen absorbans degerleri birbirleriyle mukayese edilmistir.

Kuprak Testi
2,5 - P
—e&— BHA
. —e—BHT
S
c
3 —a— o-Tokoferol
3
2
] —&— Troloks
o
[
)
8 —&—SD
<

0 5 10 15 20 25 30
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.1: S. domestica ekstraktinin farkli konsantirasyonlardaki bakir iyonlarmi (Cu?")

indirgeme aktivitesinin standart antioksidanlar ile karsilastirmasi

Farkli konsantrasyonlarda S. domestica ekstraktinin ve standart antioksidanlarin kuprik
iyonlarmi  (Cu®") kupréz iyonlarma (Cu') indirgeme aktiviteleri birbirleriyle
karsilastirildiklarinda BHA> BHT> SD> a-Tokoferol> Trolox seklinde siralanmanin
meydana geldigi belirlendi.
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5.2. Antikolinerjik Aktivite

5.2.1. Asetilkolin Esteraz Enzim Aktivitesine Karsi Standart Inhibitér (Takrin)
Degerlendirilmesi

Doygun substrat derisiminde AChE enziminin standart inhibitorii olan Takrin’e kars1 S.
domestica’nin (SD) inhibisyon etkisine incelendi. Her bir madde igin aktivite (%)
/konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerde Takrin ve Sorbus domestica L. i¢in ICsp

degerleri hesaplandi (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: AChE enzminin aktivite grafigi

S. domestica’nin I1Cso degeri 34,65 pg/mL elde edildi. Bu deger standart inhibitor degerine
gore kiyasladiginda daha iyi veriler elde etmemizi sagladi. Bu ¢alismada AChE ig¢in standart
(Takrin) 1Cso degerimiz 38,50 pg/mL elde edildi. (ICso degeri az olursa iyi inhibitor

oldugunu gosterir).
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5.2.2. Biitirilkolin Esteraz Enzim Aktivitesine Kars1 Standart Inhibitor (Takrin)

Degerlendirilmesi

Doygun substrat derisiminde BChE enziminin standart inhibitorii olan Takrin’e karsi S.
domestica’nin (SD) inhibisyon etkisine incelendi. Her bir madde igin aktivite (%)
/konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Cizilen grafiklerde Takrin ve Sorbus domestica L. i¢in ICsp

degerleri hesaplandi (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3: BChE enzminin aktivite grafigi

S. domestica’nin IC50 degeri 28,87 ng/mL elde edildi. Bu deger standart inhibitdr degerine
gore kiyasladiginda daha iyi veriler elde etmemizi sagladi. Bu calismada BChE i¢in standart
(Takrin) 1Cso degerimiz 63,01 pg/mL elde edildi. (ICso degeri az olursa iyi inhibitor

oldugunu gosterir).
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5.3. Antikanser Aktivite

5.3.1. Hiicre Canlilig1 Degerlendirmesi (WST-1 Testi)
Antikanserojenite — 1Cso belirleme: ELISA mikroplate okuma sonuglarina gore; herhangi
bir iirlin verilmeyen negatif kontrol olarak smiflandirilan grup %100 canli olarak

degerlendirildi ve test konsantrasyonlarindaki % canlilik hesaplamalar1 yapildi (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: S. domestica 'ya ait hiicre canlilig1 oranlari

Kontrol 100
1 119,23
5 119,87
10 114,56
50 115,12
100 106,8

500 95,8
1000 86,93
5000 87,25
10.000 82,97
50.000 78,22

S. domestica i¢in en yiiksek konsantrasyon da dahi canlilik azalmadigindan dolay1 ICso

hesaplanamamistir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4: S. domestica’ya ait hiicre canlilig1 grafigi
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5.3.2. Komet Testi

Gorintiiler incelendiginde 10.000 ppm konsantrasyonda hiicrelerin DNA’sinda herhangi
herhangi bozunma olmadig1 goériilmektedir. Ancak 50.000 ppm konsantrasyonda DNA’nin
timiiyle hasarlanmis oldugu hiicrelerin varligi goriilmektedir. 10.000 ppm ekstrakt ile
muamele edilen hiicrelerin komet goriintiilerinde 100 taneden az 2. derece (Cok az) hasarli
DNA sayilamadigi i¢in comet skorlamasi yapilamadi. Bu preparatlarda maksimum 50 tane

1. derece hasarli DNA sayilabildi (Sekil 5.5).

Tip O (Hasarsiz) Tip 1 (Cok az hasarli) Tip 2 (Az hasarli)

Sekil 5.5: Cesitli derecelerde DNA hasarminin floresan mikroskop altindaki goriintiisii

(10.000 ppm).

50.000 ppm ekstrakt ile muamele edilen hiicrelerin komet goriintiilerinde ise bas yapisi
kismen kaybolmus, uzun kuyruklu DNA vyapilar1 olusmaya baslamistir. Sekil 5.6’da,
calismada degerlendirmeye alinmayan kimi otoritelerce 3. derece hasarli olarak kabul edilen

bas yapisi kismen kaybolmus DNA fragmanlari gosterilmistir (Kumaravel vd., 2007).

Sle|s

Tip 0 (Hasarsiz) Tip 1 (Cok az hasarli) Tip 2 (Az hasarli)
Tip 3 (Hasarlr) Tip 4(Gok hasarlr)

Sekil 5.6: Cesitli derecelerde DNA hasarininin floresan mikroskop altindaki goriintiisii
(50.000 ppm).
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Tablo 5.2 incelendiginde ise negatif kontrol grubunun kuyruk uzunlugu 12,691 px (piksel)
iken bu deger 10.000 ve 50.000 ppm dozlarda 9,642 ve 13,760 px bulunmustur. Ayrica
kuyruk yogunluklar1 (Kuyrukta bulunan DNA pargaciklarinin yiizdesi) incelendiginde ise
negatif kontrol grubunun %7,98 bir yogunluga sahip oldugu goriilirken bu deger 10.000 ve
50.000 ppm dozlarda %4,98 ve %6,99 olarak goriilmiistiir.

Tablo 5.2: S. domestica’ya ait genotoksisite (Komet Testi) degerlendirme sonuglari

12.691.083 7.981.535 9.719.895 3.530.256

9.642.276 4.983.902 4.251.653 2.486.858

13.760.000 6.994.748 12.641.829 4.284.774
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6. TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada, Uvez (Sorbus domestica L.) bitkisinin meyvelerinden elde edilen
Oziitlin baz1 biyolojik aktiviteleri (enzim inhibisyonu, antioksidan ve antikanser) incelendi.
Bitki 6ziitleri Soxhlet ekstraksiyon yontemi ile elde edildi. Antikanser aktiviteleri WST-1 ve
Komet testleri ile degerlendirilmistir. Hiicre canliligini degerlendirmek igin yapilan WST-1
testinde hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki (1, 5, 10, 50, 100, 500, 1.000, 5.000, 10.000
ve 50.000 ppm (ug/mL)) 6ziitlerin MCF-7 meme kanseri hiicre hatlari tizerindeki etkinlikleri
incelenmistir. Elde edilen veriler en yiiksek konsantrasyon da (50.000 ppm) dahi canlilik
azalmadigindan dolay1 ICso hesaplanamamistir. Komet testi sonucunda elde edilen verilerde
ise  10.000 ppm konsantrasyonda degerlendirme yapilamazken, 50.000 ppm
konsantrasyonda bas yapist kismen kaybolmus, uzun kuyruklu DNA yapilar1 olusmaya
baslamistir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi amactyla CUPRAC testi kullanildi. Uvezin
standart oksidanlara (BHA, BHT, a-Tokoferol ve Troloks) kars1 bakir iyonlarini indigeme
aktivitesinin a-Tokoferol ve Troloks’a gore yiiksek ¢ikarken, BHA ve BHT e gore diisiik
seviyede oldugu tespit edilmistir. Enzim aktivitesi incelenmesi i¢in kolinesterazlar (AChE
ve BChE) kullanilmistir. Uvezin AChE ve BChE enziminin standart inhibitrii olan Takrin’e
kars1 inhibisyon etkisi incelendiginde iki enzime gore daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu

gbzlemlendi.

Sen (2011) yaptig1 ¢alismada, kullandig1 {ivez meyvelerini Karadeniz Bdlgesinin Bartin
yoresinden toplamistir. Meyveler destile suda yikanip pargalara ayrilarak kurutulmus ve sulu
ekstresi hazirlanmistir. Hazirlanan sulu ekstrenin CUPRAC, DPPH, Hidroksi, ABTS,
DMPD radikal giderme aktiviteleri antioksidan testler ile tayin edilmistir. Sonuglarda
tokoferol, biitillenmis hidroksitoluen (BHT), troloks, askorbik asit gibi sentetik
antioksidanlarla karsilanmistir. Yapilan antioksidan testlerin biiytik bir kisminda antioksidan
aktivitenin tayin edilmesi, tivez meyvelerinin dogal antioksidan olarak fayda sagladig: 6ne
stirilmiistiir. Yaptigimiz ¢caligmada ise S. domestica L. meyvelerinden soxhlet yontemiyle
elde edilen 6ziitlerinde yiiksek radikal giderme kapasitesine sahip ve literatiire gore daha

diisiik konsantrasyonda daha yiiksek aktivite gostermistir.

Hasbal (2013) yiiriittiigi ¢caligmada, Sorbus torminalis L. meyvelerinin su, etil asetat,
metanol ve aseton gibi ¢oziiciiler hazirlanarak antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Bunun

yani sira ekstrelerin total flavonoid ve fenolik bilesik miktarindan serbest radikal giderici
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etkileri ve indirgeyici gii¢leri incelenmistir. Ekstre edilen bilesikler arasinda en yiiksek total
fenolik bilesik miktar1 20,435 mg ve total flavonoid miktarlar1 12,186 mg ile sulu ekstrede
oldugu saptanmistir. Elde edilen ekstrelerin bilesik miktar1 (EC) sulu 0,42 g/g etil asetat
0,029 g/g metanol; 0,228 g/g ve asetonlu; 0,055 g/g meyve olarak belirlenmistir.
Ekstrelerden elde edilen EC miktarlart metanollu, sulu, etil asetat ve asetonlu ekstrelere gore

daha fazla oldugu saptanmustir. Calismamiz kapsaminda Uvez’in sulu ekstresi kullanilmustir.

Elsayed (2015) yaptig1 ¢calismada, Moringa oleifera Lam.’dan elde edilen tohum esansiyel
yaginin HeLa, HepG2, MCF-7, CACO-2 ve L1929 hiicre hatlar1 tizerindeki potansiyel
sitotoksik aktivitesini arastirmistir. Farkli hiicre hatlari, 24 saat boyunca 0.15 ila 1 mg/mL
arasinda artan yag konsantrasyonlarina tabi tutulmus ve sitotoksisite, MTT tahlili
kullanilarak  degerlendirilmistir. Tedavi edilen tiim hiicre hatlari, artan yag
konsantrasyonuna yanit olarak hiicre canliliginda 6nemli bir azalma gostermistir. Ayrica,
azalma uygulanan yag konsantrasyonunun yani sira hiicre hattina da baglh olarak
gerceklesmistir. En yiiksek etki HeLa hiicrelerinde goriilmiis ve ardindan kaydedilen hiicre
toksisite ylizdelerinin sirasiyla %76.1, 65.1, 59.5, 57.0 ve 49.7 oldugu HepG2, MCF-7, L929
ve CACO-2’de izlenmistir. Ayrica MCF-7, HeLa ve HepG2 hiicreleri igin elde edilen IC50
degerleri sirasiyla 226.1, 422.8 ve 751.9 pg/mL olarak bulunmustur.

Garbi (2015) yaptig1 ¢alismada, Bauhinia rufescens ekstraktlarinin MCF-7 hiicre hattina
kars1 sitotoksik aktivitelerini arastirmistir. MCF-7 hiicreleri, MEM ortaminda kiiltiirlenmis
ve 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda 31.25, 62.50, 125, 250 ve 500 pg/ml Bauhinia
rufescens 6zii ile inkiibe edilmistir. Tedavi sonrasi, hiicre 6liim ytizdesi (MTT) analizleri ile
incelenmistir. Sonuglar, petrol eteri ve metanol 6zlerinin, konsantrasyona bagl bir sekilde
MCEF-7 hiicreleri lizerindeki hiicre 6liimlerini dnemli dl¢lide azalttigin1 gostermistir. 31.25
pg/ml ve tizeri petrol eteri ve 500 pg/ml metanol ekstresi konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicrelerinde sitotoksik oldugu bulunmustur. 31.25, 62.50, 125, 250 ve 500 ug/mL petrol
eteri ekstraktinda hiicre Sliimleri sirastyla %61,69, %64,12, %78.39, %82.34 ve %87.35
olarak kaydedilirken, 31.25, 62.50, 125, 250 ve 500 pg/mL 'de hiicre oliimleri metanol
ekstrakt degerleri MTT testi ile sirasiyla %56.97, %59.35, %66.86, %71.26 ve %74.22
kaydedilmistir.

Poongodi (2015) yaptigi calismada, Prunus angustifolia'nin yaprak ekstraktinin Gaz

kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ile 6n fitokimyasal taramasini yapilmis ve in-
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vitro sitotoksisite testi ile antikanser aktivitesi incelenmistir. Fitokimyasal tarama,
alkaloidler, fenol, tanenler, glikozitler, saponinler ve diterpenler gibi aktif bitki
metabolitlerinin  varhigmi ortaya c¢ikarmistir. Ayrica GC-MS analizi ile Prunus
angustifolia'da 8 farkli tibbi kullanim bilesiginin belirlenmesine devam edilmistir. Calisma
ayrica MTT tahlili kullanilarak meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7) Prunus angustifolia
yapraklarinin farkli konsantrasyonlarinin (18,5-300 pg/mL) in-vitro sitotoksik dogasi
hakkinda arastirma yapilmustir. IC50 degeri 99.97ug/mL olarak bulunmus ve 300 ug/mL'de

%100 hiicre inhibisyonu meydana gelmistir.

Rosangkima ve Jagetia (2015) yaptiklart calismada, bazi gelencksel sifali bitkilerin
antikanser potansiyellerini in vitro olarak Dalton lenfoma (DL), MCF-7 ve HeLa hiicrelerine
kars1 arastirmiglardir. Cesitli bitki 6zlerinin sitotoksisitesi, MTT tahlili ile belirlenmistir.
Mevcut ¢alismalarin sonucu, tizerinde ¢alisilan 24 farkli ekstrakttan Solanum khasianum
meyvesinin metanol ekstraktlari ve Dillenia pentagyna govde kabugunun yani sira Solanum
khasianum meyvesinin sulu ekstraktlar1 gibi {i¢ ekstraktin bir testte test edilen {i¢ kanser
hiicresinin tiimii {lizerinde konsantrasyona bagli bir sekilde giiglii antikanser aktivite
gosterdigini gormislerdir. En giiclii antikanser aktivite, DL, MCF-7 ve HeLa hiicrelerinde
sirastyla 18.24 ug/mL, 23.65 pg/mL ve 21.26 pg/mL IC50 degerleri ile S. khasianum

meyvesinin sulu ekstrakti (SKF-Aq) ile gozlemlenmistir.

Srihari (2015) yaptig1 calismada, meme kanseri MCF-7 hiicre dizileri tizerinde Aleo vera'nin
metanolik ekstraktinin in vitro anti-kanser potansiyelini aragtirmiglardir. MCF-7 hiicreleri,
artan konsantrasyonlarda (0-500upg/ml) 24 saat ve 72 saat siireyle ekstraktla muamele
edilmis ve sonrasinda IC50 degeri hesaplanmistir. Aleo vera ekstresi, 74.33 pg/ml IC50 ile
MCF-7 hiicrelerinde sitotoksik etki gostermistir.

Arsianti (2016) yaptig1 ¢alismada, Deniz yosunu Ulva lactuca ve Eucheuma cottonii'nin
fitokimyasal bilesiminin belirlenmesi ve potansiyel bir antikanser ajani olabilme
kapasitelerini aragtirmiglardir. U. lactuca'nmin konsantre ozleri igin fitokimyasal test,
steroidler, glikozitler, flavonoidler ve tanenlerin metabolitleri i¢in pozitif sonug gosterirken,
E. cottonii'nin konsantre 6zleri, steroidler, glikozitler ve flavonoid metabolitleri igin pozitif
sonug gosterdi. U. lactuca ve E. cotonii'nin konsantre 6zlerinin her ikisi de, 21 pg/mL ila 99
pg/mL arasinda degisen IC50 ile gogiis MCF-7 ve kolorektal HCT-116 hiicrelerine karsi

antikanser aktivite sergilemistir.
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Cheshomi (2016) yaptig1 ¢alismada, Orta ve Giliney Amerika'ya 6zgii ve Afrika, Asya,
Avustralya ve Avrupa'da dagitilan Datura innoxia tag yapraklarmin metanolik
ekstraktlarinin meme kanseri hiicre hatti (MCF-7) iizerindeki sitotoksik etkilerini
degerlendirmistir. Elde edilen bulgular, D. innoxia tag yapraklar1 metanolik ekstraktlarinin,
antikanser etkileri olan olas1 bir gida takviyesi gorevi gorebilecegini ve tamamlayici
testlerden sonra kullanilabilecegini gostermektedir. Veriler, ekstraktin 48 saat sonunda habis
olmayan hiicreler tizerinde ¢ok az etkiye sahip olacagini gostermektedir; bununla birlikte,
50- 100 pg/mL'lik konsantrasyonlarda ekstrakt, timor hiicreleri ilizerinde yiiksek bir
inhibitor etki sergilemistir. Sonuglar karsilastirildiginda, meme kanseri hiicreleri i¢in hiicre
biiylimesini %50'si inhibe edici konsantrasyonun (IC50), sirasiyla 48 ve 72 saat boyunca 28

ug /mL ve <5 pg /mL'ye esdeger oldugu goriilmiistiir.

Ajagun (2017) yaptig1 ¢alismada, Nijerya sifali bitkilerinin (NMP'ler) farkli kisimlarinin
kombinasyonundan hazirlanan bes tarifin meme kanseri hiicreleri (MCF-7 ve MDA-MB-
231) ve normal insan fibroblastlar iizerindeki sitotoksik ozelliklerini arastirmislardir. In
vitro sitotoksik ve anti-proliferatif etki, 3-[4,5-dimetiltisol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) tahlili ile degerlendirilmistir. MTT testi sonucu, tariflerin MCF-7, MDA-
MB-231 ve fibroblast hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasint doza bagli bir sekilde
engelleyebildigini gostermistir (P < 0.05). Kullanilan numunelerin iksinde kanser hiicreleri
icin 30 pg/mL konsantrasyonda proliferasyonun %50 inhibisyonunda (IC50) etkinlik
belirlenmistir. Calismamiz kapsaminda Uvez’in en yiiksek konsantrasyonunda bile

proliferasyonun %50 inhibisyonunda (IC50) etkinlik goriilmemistir.

Nikseresht (2017) vyaptigi ¢alismada, Matricaria chamomilla'nin bu antikanser
mekanizmalarini insan meme kanseri MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicre hatlar1 tizerinde
degerlendirmeye yonelik yontemleri arastirmistir. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu igeren
bir kiiltiir ortaminda 24, 48 ve 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (50-1300 pg/mL)
M. chamomilla'min hidroalkolik ekstrakti ile muamele edilmistir. Bu ¢alisma,
3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile %50 biiyiime
engelleme konsantrasyonu (IC50) 6lgmiistiir. Hoechst 33342/propidyum iyodiir boyama
yoluyla apoptoz ve nekroz tayini ve klonojenik tahlil ile hiicre proliferasyonu ve klon
olusumunun yani sira hiicresel gog, istila ve baglanma kapasiteleri belirlenmistir. 24, 48 ve
72 saatlik tedaviden sonra, MDA-MB-468'e kars1 IC50 seviyeleri sirastyla 992 + 2,3 pg/mL,
893 + 5,4 ug/mL ve 785 + 4,8 pg/mL ve MCF-7'ye kars1 sirastyla 1288 + 5,6 ug/mL, 926 +
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2,5 pg/mL ve 921 + 3,5 pg/mL olarak bulunmustur. Ayrica, ekstrakt konsantrasyonlarinin
arttirtlmasi, hiicresel apoptozu ve nekrozu indiiklemis ve doza bagli bir sekilde 8§ um

gozenekler yoluyla hiicre istilasini veya gogiinii, kolonizasyonu ve baglanmay1 azaltmistir.

Pradhan (2018) yaptigi ¢alismada, Ocimum gratissimum (OG) bitkisinin MCF-7 hiicre hatt1
tizerindeki sitotoksik etkinligini incelemislerdir. MCF-7 hiicre hattt OG sulu ekstrakti ile
farkli konsantrasyonlarda (0-200 pug/mL) ve zaman araliklarinda (24 ve 48 saat) maruz
birakilmistir. Sonrasinda MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir]
testi ile biiytime inhibisyonunun degerlendirildigi in vitro sitotoksisite ¢aligmasi yapilmistir.
MCF-7 hiicre hattindaki cogalmay1 onleyici aktivite degerlendirilmis ve IC(50) degeri 41.7

pg/mL olarak bulunmustur.

Kavak (2019) yaptig1 ¢alismada, Sorbus umbellata (Desf.) Fritsch var. yapraklarinin fenolik
icerigini ve antioksidan aktivitelerini en iist diizeye ¢ikarmak ve optimum kosullar altinda
elde edilen ekstraktlarin B-glukuronidaz (GUS) enzimini inhibe edici, antimikrobiyal ve
sitotoksik potansiyellerini aragtirmiglardir. Fenolik icerigi ve antioksidan aktiviteyi
maksimize etmek i¢in optimum ekstraksiyon kosullart sirasiyla %78.2 ve %79.7 solvent,
73.1ve 71.5 °C ve 89.9 ve 88.8 dakika olarak bulundu. Diigiik varyasyon katsayis1 degerleri,
yiiriitiilen ekstraksiyon deneylerinin yiiksek giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini
gostermistir. Biyoaktivite sonuglari, ekstraktlarin MCF-7 ve A549 hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkiye sahip oldugunu gdstermis ve en yiiksek hiicre proliferasyonu inhibisyonu
A549 hiicre hattinda gozlemlenmistir (150 pg/mL'de %71.8). Staphylococcus aureus, tiim
bakterilerde en yiiksek inhibisyon bolgesini (19.3 mm) gostermistir. EK olarak, ekstraktlar

potansiyel GUS inhibe edici aktivite gostermistir.

Sundram ve arkadaslar1 (2019), Zingiberaceae ailesine ait olan Curcuma mangga ve
Bosenbergia rotunda bitkilerinin etanolik 6zlerin antioksidan ve sitotoksik aktivitesinin
belirlenmesine iizerine bir arastirma yapmislardir. Baslangigta, C. mangga ve B. rotunda
rizomlarindan etanolik ekstraktlar soxhlet ekstraksiyon yontemi ile elde edilmistir. Ham
ekstraktinin %12,6's1 ve %3,5'1 sirasiyla C. mangga ve B. rotunda'dan elde edilmistir. MTT
deneyi i¢in, IC50 degerleri sirastyla C. mangga ve B. rotunda ig¢in 207 ug/mL ve 31.96
pg/mL'dir. Bu arada DPPH deneyi kullanan antioksidan aktivite i¢in IC50 degerleri
incelendiginde; C. mangga IC50 degeri ile 578 pg/mL olarak B. rotunda'ya ait 1073 pg/mL
IC50 degerine kiyasla daha yiiksek antioksidan aktivite gOstermistir. Calismamiz
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kapsaminda S. domestica meyvelerinin sulu ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin (5-30
ug/mL) antioksidan aktiviteleri KUPRAK metodu ile incelenmistir. Elde edilen veriler,
farkli konsantrasyonlarda S. domestica ekstraktinin ve standart antioksidanlarin kuprik
iyonlarin1  (Cu®") kupréz iyonlarna (Cu*) indirgeme aktiviteleri birbirleriyle
karsilastirildiklarnda BHA> BHT> SD> «-Tokoferol> Trolox seklinde siralanmanin
meydana geldigini gostermistir. Ayrica S. domestica meyvelerinin sulu ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlarinin (1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000 ve 50000 ppm (ug/mL))
MCEF-7 hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik etkinlikleri WST-1 testi ile incelenmistir.

Hatefi Kia (2021) yaptig1 ¢calismada, Epilobium parviflorum kok, toprak iisti kisimlart ve
cicek Ozlerinin MCF-7 meme karsinoma hiicreleri ve HEK293 normal hiicre hattinin
biiyiimesi lizerindeki etkisini MTT tahlili kullanilarak degerlendirmistir. Ekstraktlarin
hicbiri normal HEK293 hiicreleri lizerinde kayda deger bir toksisite gostermezken, bazilari
MCF-7 hiicreleri lizerinde degisen seviyelerde toksisite gostermistir. Metanolik 6zlerin sulu
muadilinden daha fazla sitotoksik oldugu gériilmiistiir. Koklerin metanolik 6zii, MCF-7
hiicreleri iizerinde doza ve maruz kalma siiresine bagl bir sekilde en giiclii sitotoksisiteyi
gostermistir. 48 saatlik tedaviden sonra IC50, 73pug/mL olarak belirlenmistir. Calismamiz
kapsaminda S. domestica meyvelerinin sulu ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin (1, 5,
10, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000 ve 50000 ppm (ug/mL)) MCF-7 hiicre hatlar1 tizerinde
sitotoksik etkinlikleri WST-1 testi ile incelenmistir. En yiiksek konsantrasyonda (50000
pg/mL) dahil hiicre hattinin %50’sinin inhibe edilmesinde (IC50) etkili olmadig
goriilmiistiir. Daha yiiksek konsntrasyonlara ¢ikildiginda bu degerin elde edilebilecegi

diistiniilmektedir.
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7. SONUC VE ONERILER

Tezin planlanma kisminda Uvez (Sorbus domestica L.) meyve &ziitiiniin antikanser ve enzim
aktivite ¢alismalarma literatiir taramalarinda rastlanilmamistir. Uvez’in meyve kismi
kullanilarak hazirlanan 6ziitiin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak antikanser, antioksidan
ve enzim inhibisyonu aktiviteleri incelenmistir. Calisilan 6ziit literatiir taramalarinda tespit

edilen benzer verilerle karsilastirarak sonuglar degerlendirilmistir.

Her biyolojik ¢alismada oldugu gibi bitkilerin biyolojik aktivitelerini etkileyen ¢esitli
faktorler bulunmaktadir. Bunlar ¢alismada kullanilan test sentez yontemi, kullanilan
konsantrasyon araliklar1 ve 6ziitiin hazirlanma sekilleri gibi faktorler olabilmektedir. Bu
sebeplerden dolayr yapilan caligmada oOnceki c¢aligmalara gore farkli sonuclar elde

edilebilmektedir.

Tez kapsaminda degerlendirilen diger bir nokta ise kimyasal yontemlerde kullanilan toksik
indirgen ajanlarin yerine, Uvez (Sorbus domestica L.) bitkisinin meyvelerinden sulu ortamda
elde edilen bitkisel oziitleri kullanilmasidir. Bu sayede daha g¢evreci ve ucuz bir sentez

yonteminin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Ozetle, Uvez (Sorbus domestica L.) bitkisinin meyve kisimlarindan elde edilen 6ziitiin enzim
inhibisyonu, antioksidan ve antikanser aktiviteleri incelenmis ve literatiir ¢alismalarindaki
benzer verilerle karsilastirarak sonuglar degerlendirilmistir. Yapilan caligmalar bitki
Oziitlinlin gida, ilag ve saglik endiistrilerinde kullanilabilecegini gdstermistir. Yaptigimiz
¢alismanin sonuglarina gore, bitki 6ziitlinden daha iyi sonuglar almak i¢in farkli ekstraksiyon
yontemleri kullanilabilir. Ayrica bitkinin etken maddeleri farkli metotlarla belirlendiginde
hem antioksidan hem de antikanser aktivite sonuglarinin daha yiiksek ¢ikacagi

ongoriilmektedir.
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