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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI ENDEMIK BiTKi TURLERININ FARKLI EKSTRAKTLARININ
BiYOLOJIK AKTIiVITELERININ INCELENMESI

Ozlem KOK

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dal

Danmisman: Do¢. Dr. Bugrahan lj;MSEN
Es Danisman: Do¢. Dr. Burak SURMEN

Agustos, 2022, 63 sayfa

Mevcut tez calismasinda, Tirkiye’deki endemik bitki tiirlerinden Astragalus
tokatensis Fisch., Helichrysum noeanum Boiss. ve Stachys huber-morathii R.
Bhattacharjee’nin antioksidan ve sitotoksik aktivite potansiyelleri degerlendirilmistir.
Bu kapsamda, metanol ve su ekstraktlar1 elde edilen bitkilerin yapilarindaki gallik
asit ve protokatesik asit fenoliklerinin miktar1 yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) analizi aracilig ile belirlenmistir. Ayrica, toplam fenol ve
flavonoid igerikleri tespit edilen ekstraktlarin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
yakalama ve metal selatlama aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Ek olarak, ekstraktlarin
sitotoksik  etkinlikleri insan meme kanser hiicreleri (MCF-7) {izerinde
degerlendirilmistir. Ekstraktlardaki gallik asit ve protokatesik asit miktarlar
incelendiginde, en yiiksek oranlar (sirasiyla 2469,16 pg/g ve 128,87 ug/g) S. huber-
morathii’nin su ekstraktinda tespit edilmistir. Toplam fenol igerigi analizinde, S.
huber-morathii’nin su ekstrakti 116,34 pg gallik asit esdegeri/mg ekstrakt ile en
yiiksek degere sahip olmustur. En fazla toplam flavonoid igerigi (83,39 pg kuersetin
esdegeri/mg ekstrakt) H. noeanum’un su ekstraktinda belirlenmistir. Ekstraktlarin
DPPH yakalama ve metal selatlama aktiviteleri géz Oniine alindiginda, en diisiik
medyan inhibitér konsantrasyonu (ICso) degerleri sirasiyla H. noeanum’un (33,13
mg/L) ve S. huber-morathii’nin (49,00 mg/L) su ekstraktlarinda tespit edilmistir.
MCF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik aktiviteler incelendiginde, H. noeanum’un su
ekstrakt1 en diigiik ICso degeri (96,94 mg/L) ile 6n plana ¢ikmistir. Sonug olarak, tez
kapsaminda ele alinan endemik bitkilerden o6zellikle H. noeanum ve S. huber-
morathii’den elde edilen su ekstraktlarinin yiiksek antioksidan ve sitotoksik
kapasiteleri sayesinde tamamlayic1 tedavi alanina katki saglayabilecek potansiyelde
olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Endemik, antioksidan, fitokimyasal, sitotoksisite
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In the present thesis, the antioxidant and cytotoxic activity potentials of Astragalus
tokatensis Fisch., Helichrysum noeanum Boiss. and Stachys huber-morathii R.
Bhattacharjee, which are endemic plant species in Turkey, were evaluated. In this
context, the amount of gallic acid and protocatechuic acid phenolics in the structures
of plants from which methanol and water extracts were obtained were determined by
high performance liquid chromatography (HPLC) analysis. In addition, 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) capture and metal chelating activities of the extracts whose
total phenol and flavonoid contents were determined were measured. In addition, the
cytotoxic activities of the extracts were evaluated on human breast cancer cells
(MCF-7). When the amounts of gallic acid and protocatechuic acid in the extracts
were examined, the highest rates (2469.16 pg/g and 128.87 pg/g, respectively) were
determined in the water extract of S. huber-morathii. In the analysis of total phenol
content, the water extract of S. huber-morathii had the highest value with 116.34 pg
gallic acid equivalent/mg extract. The highest total flavonoid content (83.39 ug
quercetin equivalent/mg extract) was determined in the water extract of H. noeanum.
Considering the DPPH capture and metal chelating activities of the extracts, the
lowest median inhibitory concentration (ICso) values were determined in the water
extracts of H. noeanum (33.13 mg/L) and S. huber-morathii (49.00 mg/L),
respectively. When cytotoxic activities on MCF-7 cells were examined, the water
extract of H. noeanum stood out with the lowest ICso value (96.94 mg/L). As a result,
it is thought that water extracts obtained from endemic plants, especially H. noeanum
ve S. huber-morathii, which are discussed within the scope of the thesis, may have
the potential to contribute to the field of complementary therapy thanks to their high
antioxidant and cytotoxic capacities.

Keywords: Endemic, antioxidant, phytochemical, cytotoxicity
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1. GIRIS

Toprak, iklim, cografi konum ve jeomorfolojik 6zelliklerinden dolay1 zengin bir
floristik yapiya sahip olan Tiirkiye’de teshis edilen bitki tiirti yaklasik olarak 11.707
civarindadir. Bu bitkilerin bir¢ogu lokalize olmus endemik tiirler olarak kargimiza
¢ikmaktadir (Ulcay ve Senel, 2020). Endemik, Latince endomos (yerli) kelimesinden
gelmektedir. Endemik tiir, bulundugu bolgenin ekolojik sartlarina uyumlu yalnizca
lokal bir bolgede yetisen, yoreye 0zgii, yerli tiir olarak tanimlanabilir. Gilinlimiizde
hali hazirda bulunan endemik bitkilerin bir ¢ogunun biyolojik aktiviteleri
saptanmamustir. Bolgeye 6zgii endemiklerin ise fitokimyasal igerikleri arastirilirken

tiirlin devamliligina dikkat edilmektedir (Karaoglu, 2019).

Bitkiler, insanlik tarihinin en eski ¢aglarindan itibaren tedavi edici 6zellikleriyle 6n
plandadir. Gliniimiizde ise bircok iilkede temel saglik kaynaklarina bakildiginda
bitkisel tiirinler goze c¢arpmaktadir. Diinya niifusunun %80’inin hali hazirda
geleneksel yonlemlere ve materyallere baglh ilerledigi goriilmiistiir (M. S. Kogak,
2015). Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de florada bulunan bitkiler tedavi, gida,
boya, insektisit, recine, zamk, kozmetik gibi alanlarda kullanilmaktadir. Bu kullanim
alanlar1 g6z Oniine alindiginda iilkemizdeki endemik bitkilerin igeriklerinin arastirilip

literatiire kazandirilmasi 6nem tasimaktadir (M. Kocak, 2021).

Bitkilerin farmasotik 06zellikleri; biyoloji, kimya, farmakoloji, toksoloji gibi
disiplinlerin gelismesi ve disiplinler arasi1 ¢aligmalar sonucu saptanabilmektedir (M.
S. Kogak, 2015). Bitkilerin sahip oldugu metabolitler ve biyolojik aktivite tayinleri
ile sentetik olusuma gerek kalmayacak sekilde tedavi edici ajanlar
gelistirilebilmektedir. Canlilar yasamini devam ettirmek i¢in enerji dongiisiine
thtiya¢ duyarlar. Fizyolojik reaksiyonlar neticesinde dahi cesitli radikaller olusur ve
bu olusumlara gevresel etkenler ve patolojik reaksiyonlar eklenince olusan radikal
sayist ve cesidi artmaktadir. Eslesmemis elektronlar ise oldukca reaktif olup hiicre
icindeki DNA, protein, lipit gibi makromolekiillere zarar vermektedir. Serbest
radikaller viicudumuzda siiperoksit dismutaz vb. enzimler ile ortadan

kaldirilmaktadir. Ancak bazen serbest radikal inhibisyonu yapan bu enzimler kalitsal



olarak hasarlanir veya yaslanmaya bagli aktivitesi azalir ise radikaller hiicre

6liimlerine ya da kontrolsiiz cogalmalarina neden olmaktadir (Zanbak, 2019).

Bitkilerde bulunan antioksidanlar igerisinde fenolik bilesikler ve flavonoidler 6nemli
yer tutmaktadir. Fenolik bilesikler bitki-toprak sisteminde onemli olan sekonder
metabolitlerdendir. Bu bilesikler allelopatik etkileri sayesinde bulundugu bitkiye
fayda saglamaktadir (Azirak, 2007). Flavonoidler ise iki fenil halkasini propan
zinciri birlesiminden meydana gelen difenil propan yapisindaki fenolik bilesiklerdir.
Flavonoidlere ornek olarak gliglii antioksidanlardan Kkuersetin, luteolin, mirisetin
verilebilir (Zanbak, 2019). Ayrica flavonoidler reaktif oksijen ve azot tiirlerinin
inhibisyonunda da islevseldirler. Mitokondriyal siiksinoksidaz, NADH-oksidaz gibi
redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerin konfigiirasyonlarinda da flavonoidler

onemli rol Gstlenirler (Ddger, 2010).

Aromatik bilesiklerde birden fazla hidroksil tasiyan yapilara polifenol denir. Bitki
polifenolleri, antioksidan 0&zelliklerini hidrojen vericisi olmalarindan dolay1
kazanirlar. Bazi polifenolik bilesikler ise metal selatlama kapasitesine sahip
antioksidanlardir. Bir polifenoliin antioksidan olarak is gordiigiinii kanitlamak igin
iki parametreye bakilir. Birincisi, serbest radikal merkezli oksidasyonlar1 erteleme,
onleme Ozelliklerinin var olmasidir ki bu da okside yetenegindeki substratlardan
daha diisiik derisimde var olmak ile miimkiindiir. Ikincisi, siipiirme sonucu olusan
radikal oksidasyon zincir tepkimesine kararli bi¢imde ket vurmalidir (Ruskovska ve
digerleri, 2020). Polifenolikler, bitkinin giines 15181 géren tlim yapilarinda olusabilen
organik bilesiklerdir. Organik yapida olduklarindan organik ¢oziiciilerde daha iyi
¢oziinmelerine ragmen bir dereceye kadar suda da ¢oziinebilirler. Flavonoidler ise
bitkileri mikroorganizmalar, UV vb. ¢evresel tehditlerden korurlar. Bitkilerin, yiiksek
UV indeksine ragmen gelisimlerine devam edebilmeleri flavonoid sentezinin iist
diizeyde olmasi ile agiklanmaktadir. insanlarda flavonoidler, kalp damar sistemi ve

immiin sistem igin elzemdir (Silinsin, 2016).

Hiicreye dis ortamdan aktarilan antioksidanlarin serbest radikal hasarini 6nlemede
bliyiik rol oynadigi saptanmistir. Yapilan arastirmalarin sentetik antioksidanlarin
canli i¢in toksik etkilerde bulundugunu ortaya ¢ikarmasi dogal antioksidanlara ilgiyi
arirmistir (Do6ger, 2010). Tim bu sebepler endemik bitkilerin var olduklar
cografyadaki allelopatik etkiler dahilinde iirettikleri sekonder metabolitlerin biyolojik

aktiviteleri hakkinda biiylikk merak ve heyecan uyandirmaktadir. Antioksidan



maddeler yaslanma karsiti etkileri ile de kozmetik sektoriiniin ilgisini ¢ekmektedir.
Sentetik ilaglarin silireg igerisinde organizmaya verdigi zararlar bitkilerdeki sekonder
metabolitlere ilgiyi artirmistir. Bitkilerde dogal olarak sentezlenen sekonder
metabolitlerin antiviral, antioksidan, antibakteriyal, antitiimoér kapasiteye sahip
olduklart yapilan arastirmalar sonucu kesfedilmistir. Tiim bu g¢alismalarda amag,
sentetikten dogal triinlere yonelmek ve yan etkiyi en aza indirgemektir
(Menekseoglu, 2021).

Endemik bitki tiirlerinin arastirilmamis farkli biyolojik aktiviteleri gdz Oniine
alinarak, mevcut tez ¢aligmasinda, Tirkiye’deki endemik bitki tiirlerinden olan
Astragalus tokatensis Fisch., Helichrysum noeanum Boiss. ve Stachys huber-
morathii R. Bhattacharjee’den elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin antioksidan

ve sitotoksik aktivite potansiyelleri degerlendirilmistir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Kuramsal Temeller

2.1.1 Serbest radikaller

Serbest radikaller, en distaki orbitalinde ortaklagmamis elektron barindiran iyon ya
da notr olabilen atom veya molekiillerdir. Oldukca reaktif olan bu molekiiller
organizmanin biyokimyasal reaksiyonlar1 sirasinda olusabilecegi gibi dis etkenler
sayesinde de olusabilir. Oksidatif fosforilasyon ile enerji saglayan canlilarda oksijen
radikallerinin olusumu kaginilmazdir. Redoks tepkimeleri sonucu olusan radikaller
biyolojik defekt olarak goriilmemelidir. Organizmada olusagelen radikallerin bertaraf
edilmesi orantil1 ise bu bilesiklerin zararli etkileri olusmadan Onlenmis olacaktir.
Radikal olusumu yikimindan hizli gerceklesecek olursa zararli etkiler de ortaya
cikmaya baglar (Tuzcu, 2000). Reaktif oksijen tiirleri, kontrollii kosullar altinda ve
sinirli miktarlarda salindiklarinda, sinyal ara maddeleri olarak hareket ederek
hiicresel ¢ogalmaya, yaslanmaya ve hayatta kalmaya katkida bulunur (Serviddio ve
digerleri, 2013). Serbest radikaller, kuvvetli reaktif o6zellikleri ile hiicresel tiim
molekiil ve makromolekiillere, enzim sistemlerine, biyokimyasal Oneme sahip
bilesiklere geri donilisimii mimkiin olmayan hasar verebilirler. Hidroksil ve
stiperoksit radikalleri ozellikle membran sistemlerini hasara ugratabilir (Belyurt,
2014). Oldukga karasiz olan bu radikaller baska molekiillerle hizli ve kolay
reaksiyon gosterdikleri i¢in “oksidan molekiiller” veya “reaktif oksijen partikiilleri

(ROP)” adim1 almaktadirlar (Doner, 2019).

Aerobik organizmalarda ytliksek derisimde oksijen varligi toksik etki yapmaktadir.
Oksijen kullanilarak gergeklestirilen reaksiyonlar sonucu, oksijenin art arda
indirgenmesiyle siiperoksit ve hidroksi radikali yan1 sira daha kararli peroksit ve
zararsiz bilesen su son lriin olarak agiga cikar. Olusan kararsiz ve reaktif serbest

radikaller ise kisa 6miirliidiir (Emen, 2006).

Serbest radikaller endojen ve eksojen olarak iki sekilde olusum gostermektedir.
Endojen kaynakli radikal olusumu; bazi enzimlerin aktiviteleri sonucu (triptofan

dioksijenaz, aminoasit oksidaz vb), elektron transport tepkimelerindeki elektron



kacaklar1 sonucu (siiperoksit olusumu nedeni), kiiciik molekiillerin (tiyoller,
flavinler, hidrokinonlar vb) redoks tepkimelerinde gorev almasi sonucu, redoks
reaksiyonlarinda demir, bakir gibi metallerin goérevli olmasi sonucu, endoplazmik
retikulum bagli sitokromlarin oksidasyonu sonucu serbest radikaller meydana gelir.
Ayrica; plazma membranindaki enzimlerin aktivasyonu sonucu serbestlenen
arasidonik asit oksidasyonu sonucu ve travma, yanik gibi oksidatif stres durumlar
sonucu da endojen kaynakli serbest radikaller olusur. Serbest radikal olusturan
ekzojen kaynaklar; hava kirliligi, solventler, herbisitler, pestisitler, aromatik
hidrokarbonlar, radyasyon gibi ¢evresel faktorlerdir. Hatta c¢evresel kaynakli stres
katekolaminlerin sentezini uyarir, katekolaminlerin oksidasyonu ile serbest radikaller

meydana gelmektedir (Doner, 2019).

Bircok hastaligin patogenezinde serbest radikallerin oldugu saptanmistir. Yaslanma
ile birlikte gelen sinir sistemi hastaliklar1 ve kanser reaktif serbest radikallerin yol
actig1 hasarlarla ilgilidir (Emen, 2006). Nekrotik veya apoptik hiicre 6liimleri hari¢
beslenme sekli ve gevresel faktorlerin etkisi sonucu bazi genlerin mutasyona
ugramasi ile degisen hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile meydana gelen hastaliga
kanser denmektedir (Song ve digerleri, 2008). Baslangicta somatik hiicrelerde DNA
mutasyonu gerceklestiren serbest radikaller, daha sonra tlimorojenik hiicrelerin

dagilmasina katkida bulunarak kanser gelisimini hizlandirmis olurlar (Emen, 2006).

Canlilarda reaktif azot ve oksijen ¢esitlerinin olusum ve bertaraf hizi denge iginde
olmalidir. Organizmada reaktiflerin derisimi artmaya basladigr durumda “Oksidatif
Stres” olugmaktadir. Bdyle bir durumda metabolizmadaki reaksiyonlar ve
organizmadaki makromolekiiller olumsuz etkilenir. Antioksidan sistemler tarafindan
bertaraf edilemeyen radikaller hiicrenin dogrudan ya da dolayli bigimde 6liimiine yol

acarlar (Doger, 2010).

2.1.2 Antioksidanlar

Antioksidanlar, organizmada endojen veya ekzojen kaynakli ortaya ¢ikan serbest
radikallerin zararh etkilerini bertaraf eden maddelerdir (Kola¢ ve digerleri, 2017).
Antioksidanlar bu islevlerini hidrojen atomu vererek gergeklestirirler. Boylece
serbest radikalleri reaktif olmayan kimyasal forma sokarak okside olmus

antioksidanlar radikallere ¢evrilirler. Antioksidanlar serbest radikalleri sadece



hidrojen vermek sureti ile degil de radikalleri diisiik reaktiviteli forma sokup lipidler

ile tepkimeye girmesini engellemektedirler (Belyurt, 2014).

Gida ve farmasotik iirlinlerdeki oksidatif bozulmaya karst koymasi ve viicutta
oksidatif stres gibi patolojik siireglere olumlu etkisinden dolay: antioksidanlara olan
ilgi giin gectikce artmaktadir. Antioksidanlar, O6zellikle gida {irtinlerinde lipit
perosidasyonunu geciktirmek sureti ile gida depolamada {iriiniin lezzetini, rengini,
dokusunu korumada ve gida raf omriinii uzatmada islevseldir. Son yillarda giivenli
ve dogal antioksidan kaynaklarma olan ilgi artmaktadir. Ozellikle bitkisel kaynakli
dogal antioksidanlarin arastiritlmasina 6nem verilmektedir. Bununla birlikte islevsel
antioksidanlar, ucuz, etkili, diisiik konsantrasyonda dahi son derece kararli, toksik
olmayan, {riinlere kolayca entegre edilebilen iyi ¢Oziiniirliige sahip olmasi

gerekmektedir (ilhami, 2020).

Serbest radikallerin organizmadaki zararlarini bertaraf etmek igin gorevli savunma
sistemlerine antioksidan savunma sistemleri denir. Bu sistemler farkli etki
mekanizmalari ile savunma iglemini gergeklestirir (Belyurt, 2014). Antioksidanlarin

etki mekanizmas1 asagidaki sekilde agiklanabilir:

Bastiric1 etki: Bu etkiye sahip antioksidan madde reaktif oksijen radikalleri ile
etkilesip radikallere hidrojen aktarimi yapmak sureti ile inaktif forma doniistiirme

yetenegindedir. Flavonoidler ve vitaminler bu sekilde etki mekanizmasina sahiptir.

Toplayict etki: Bu etkiye sahip antioksidan madde reaktif serbest oksijen
radikallerini tutma veya daha az reaktivite yetenegine sahip bir molekiile doniistiirme
yetenegindedir. Trakeobrongial mukus, antioksidan enzimler bu tarz etki

mekanizmasina sahiptir.

Zincir kiric1 etki: Bu etkiye sahip antioksidan madde reaktif radikallere tutunarak
reaksiyon zincirlerini bozar. Hemoglobin, bilirubin ve mineraller bu tarz etki

mekanizmasina sahiptir.

Onarici etki: Bu etkiye sahip antioksidanlar reaktif radikallerin olusturdugu tahribati

onarici etki gosterir.

Tamamlayic1 etki: Bu etkiye sahip antioksidan madde Siiperoksit dismutaz gibi
antioksidan enzimler ve nonenzimatik antioksidanlarin sentezini artirici sinerji ile

etki gosterir (Zanbak, 2019).



En etkili antioksidanlar, serbest radikal zincir reaksiyonuna miidahale etme
yetenegine sahip olanlardir. Bu antioksidanlarin oksidasyon sirasinda olusan serbest
radikallere hidrojen vermesine izin veren fenolik veya aromatik halkalar igerirler.
Radikal ara firiin daha sonra aromatik halka icgindeki elektronun rezonans

delokalizasyonu ile stabilize edilir (Tan ve digerleri, 2018).

Antioksidan maddelerin dogadaki en oOnemli kaynagi bitkilerdir. Diger tiim
organizmalar gibi bitkiler de ekosistemde tiiriinli devam ettirebilmek, biiyiimek,
gelismek ve korunmak amaci ile farkli sekonder metabolitler salgilarlar. Sekonder
metabolitlerin  bilinen en Onemlileri; fenolikler, terpenler, alkoloidlerdir.
Orneklendirecek olursak antikanser dzelliginde ki toksol bir terpendir. Alkoloidler
ise hiicre membranindan hizlica gegebilme 6zelliginden dolay1 farmakolojik 6neme
sahiptir. Sekonder metabolitlerin etki mekanizmalarinin anlagilmast ve Onemli

antioksidan kapasitelerinden dolayi tibbi 6neme sahiplerdir (Emen, 2006).

Ilerleyen bilimsel yontemler 1s13inda sentetik olarak olusturulan antioksidanlar da
ozellikle gida maddelerine eklenerek kullanilmaktadir (M. Isik, 2012). Son yillarda
sentetik antioksidanlar yerine kullanilabilecek alternatif bitkisel kaynakli
antioksidanlarin  arastirilmast  hiz  kazanmistir. Bazi  c¢alismalarda  sentetik

antioksidanlarin  karsinojen etki yaptigi anlasildigindan kullanim alanlar

daraltilmistir (Kaya, 2016).

2.1.2.1 Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD): Anyon halinde reaktif olan siiperoksit radikallerini,
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiren metalloenzimlerdir. SOD,

aerobik yasama adapte olmus tiim canlilarda ve hiicrelerde bulunmaktadir.

Katalaz (KAT): Hiicre iginde peroksizomlarda bulunan katalaz, hidrojen peroksiti

molekiiler oksijen ve su son iiriiniine dondstiirtir.

Mitokondrial sitokrom oksidaz: Aerobik solunum zincirinin elektron tasimim

sisteminde en son enzim olarak gorev yapan ve siiperoksit radikalini suya g¢eviren

enzimdir (Silinsin, 2016).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) rediiktaz ve transferaz: Aktivitesi i¢in indirgenmis
glutatyona ihtiyag duyan enzim, hidojen peroksit ve lipid peroksitlerinin

detoksifikasyonunda islevseldir.



Ksantin oksidaz: Molekiiler oksijenden ¢ok NAD+ kullanan enzim, hasar almamis
dokularda bir dehidrojenaz olarak calisir. Piirin katabolizmasinda hipoksantinden,
ksantin ve ksantinden ise iirik asit meydana gelmesi asamalarinda rol oynar. Fazlaca
fiziksel aktivitenin iiriik asit derisimini artirdig1 bilinmektedir. Urik asit derisimi
arttikca kaslara difiize olur ve kaslar1 oksidasyon tehlikesinden korumus olur (M. S.

Kogak, 2015).

2.1.2.2 Nonenzimatik antioksidanlar

Glutatyon; peroksit ve serbest radikaller ile tepkimeye girerek oksidatif hasari
bertaraf eden giiclii bir antioksidandir. Hiicre i¢indeki aminoasit taginimi saglayan
ve cesitli metabolitleri detoksifiye eden glutatyon ayni zamanda oksidatif stres
durumunda eritrositleri, 16kositleri ve gz lensini stabil tutmakta olduk¢a 6nemlidir

(Belyurt, 2014).

E vitamini; yagda ¢oziinebilme 6zelligindeki E vitamini benzerleri i¢inde en giiclii
antioksidandir. Zincir kirict etkisi ile lipid peroksidasyonunu engeller. C vitamini;
ekstraseliiler sivinin elzem antioksidant olmasinin sebebi suda ¢6ziinebilme
ozelligidir. Polar ortamda hidroksit, stiperoksit gibi radikalleri zararsizlastirdig1 gibi

E vitamini ve glutatyonun da yenilenmesini saglar (M. S. Kogak, 2015).

A vitamini; yagda ¢6ziinebilen vitamindir. f-karoten halinde metabolizmada reaktif
singlet oksijen radikali tutucusudur. Peroksil, hidroksil, alkoksil gibi serbest
radikaller ile etkilesip lipid peroksidasyonuna ket vurur. Melatonin; iireme, uyku gibi
biyolojik islevleri regiile eden melatonin hormonu olduk¢a gii¢lii bir antioksidandir.
Reaktif hidroksil radikalini detoksifiye etmektedir. Yag ve suda iyi ¢Oziinen
melatonin lipofilik dogasi dolayisi ile hiicre i¢i ve hiicreler arasi her yapiya

kolaylikla girerek daha genis bir sahada akivite gosterir (Bing6l, 2016).

2.1.3 Fenolik bilesikler

Birgok bitkide dogal olarak bulunan fenolik bilesikler, fitokimyasallarin biyiik bir
boliimiinii olusturan esansiyel bilesiklerdir. Aromatik yapilarinda birden c¢ok
hidroksil tasiyan bilesiklere polifenol denmektedir. Antioksidan ozellik tasiyan
polifenoller; otoksidasyon ya da serbest radikal kaynakli oksidasyonu geciktirme,
onleme, erteleme Ozelliklerini barindirmasi gerekmektedir (Silinsin, 2016). Onciil

fenol, gilines 15181 ile bitkilerin dal, yaprak, ¢icek ve meyvelerinde polifenolik



bilesiklere dontiisiir. Organik ¢oziiciilerde yiiksek oranda ¢oziinebilen bu bilesikler
suda da orta derecede ¢oziinebilmektedirler (Bingdl, 2016). Bazi kaynaklarda,
fenolik bilesikler permabilite artirict faktor olarak ge¢mektedir. Yani fenolik

fitokimyasallarin damar gegirgenligini artirdig1 saptanmaistir (Ayhanci, 2019).

Fenolik asitler ise organik yapilarindaki aromatik halkaya bag yapmis bulunan
hidroksil gruplarmin yer ve sayisina gore antioksidan aktivite ve kararlilik olarak
farklilik gostermektedir. Fenolik asitlerde metal selatlama, siiperoksit anyonlarini
bertaraf etme, hidroksi ve peroksil anyonlarini bertaraf etme gibi antioksidan
ozellikler kaydedilmistir (Kaya, 2016). Fenolik (karbohidrat tiirevleri)
antioksidanlarin en yaygin olanlari; sinnamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller,

fenolik asitler ve flavonoidlerdir (Emen, 2006).

2.1.4 Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde siklikla bulunan, renkleri dolayisiyla latince ‘sar1’ anlami
tagiyan ‘flavus’ sozciigiinden adini alan polifenol bilesiklerdir. Bitki pigmenti olarak
da is goren flavonoidler, meyvelerde, sebzelerde, aga¢c kabugunda, koklerde,
govdelerde, cigeklerde, ¢ayda ve kirmizi sarapta bulunmaktadir (Akpinar, 2022).
Flavonoidler propan zinciri ile iki fenil halkasinin organik bag yapmasindan olusan
fenolik bilesiklerdir (M. Isik, 2012). Flavonoidler, benzo-Y-piron yapisinda
oldugundan bitkilerdeki mikrobiyal enfeksiyonlara yanit olarak iretilen
hidroksillenmis fenolik bilesiklerdendir. Flavonoidlerin kimyasal yapisinda bulunan
fonksiyonel hidroksiller reaktif radikalleri temizleyerek veya metal iyonlarini

selatlayarak antioksidan savunmaya katkida bulunur (Yildiz, 2020).

Flavonoidler antioksidan ozelliklerinin yan1 sira antienflamatuar, antiviral,
antimutajenik, antikanserojen, antiproliferatif 6zelliklerine de sahip oldugundan
cesitli farmasotik tibbi ve kozmetik alanlarda kullanilmaya baslanmistir (Akpinar,
2022).

Insan saghi@i i¢in hayati dneme sahip olan antioksidan savunma mekanizmalarina
katkida bulunan flavonoidler besin olarak tiiketilen taze, kuru meyve veya
sebzelerden alinmaktadir. Flavonoidlerin ¢ok etkili antioksidan olmasinin
sebeplerinden biri de diisiik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunu azaltarak

kardiyovaskiiler hastaliklar1 engelleme potansiyelidir (ilhami, 2020).
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2.1.5 Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilan yontemler

Antioksidan kapasitesinin tanimi yapilirken farkli bilimsel calismalarda; giic,
parametre, potansiyel, etkinlik, aktivite gibi terimler kullanildig1 goriiliir. Kimyasal
aktivite, farkli deney kosullarinda basing,reaksiyon ortami, sicaklik, pH gibi
parametrelere bagli sonug¢ verir. BoOylece antioksidan kapasite veya antioksidan

aktivite de o kosullara gore alinan 6lgtimleri verecektir (Belyurt, 2014).

Antioksidanlar, oksidasyon siireglerini engelleyerek fonksiyonel gida bilesimlerini
korumas1 yoniiyle de onemli isleve sahiptirler. Antioksidan aktivite, digerleri
arasinda hidrojen atomu transferi, tek elektron transferi, indirgeme giicii ve metal
selasyonu dahil olmak iizere farkli mekanizmalara sahip ¢esitli tahlillerle izlenebilir.
Arastirmak istedigimiz icerikte antioksidan potansiyelinin gecerli bir sekilde
degerlendirilmesi i¢in dogru yontem se¢imi, reaksiyonlarin temel mekanizmalarini,
avantajlarini ve sinirlamalarini anlamak 6nemlidir (Shahidi ve Zhong, 2015). Dogru
yontem belirlenmesi literatiirde bulunan deneysel kosullarin degiskenligini goz
oniinde bulundurarak baska arastirmacilarin sonuglariyla karsilastirma yapabilmeye
olanak saglayacak potansiyeline gore yapilmalidir. Farkli tlirler igin farkli
yontemlerin sonuglari, bitki Ozlerinin antioksidan aktivite seviyelerine gore
siralanmasina izin veren en iyl yoOntemi belirlemek icin degiskenli istatistiksel
tekniklerin tanimlayic1 prosedirleri kullanilarak analiz edilmelidir (Chaves ve
digerleri, 2020).

Hiicre stoplazmasinda varolan tiim antioksidanlar etkilesim durumundadir. Bu
etkilesim ile sinerji olusturup daha ytiksek bir antioksidan aktivitesi gosterirler. Yani
antioksidanlarin tek tek dliiciimiiniin alinmasi yerine toplam antioksidan kapasitenin
(TAK) olctilmesi daha verimli olmaktadir. Ciinkii bu yaklasimda enzimatik ve
nonenzimatik tiim antioksidan maddelerin toplam aktivitesi Olgiildiigli icin daha
dogru bir yaklagim saglar. Total antioksidan kapasite farkli ve fazla sayida
yontemlerle saptanabilir. Bu yontemlerdeki prensipler; hidrojen atomunun aktarimi
tizerinden ve elektron aktarimi {izerinden yapilan Olgiimlerle total antioksidan
kapasitesini belirlemek siireglerini i¢erir (Doner, 2019). Hidrojene dayali yontemleri;
demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ yontemi (FRAP) ve bakir (II) iyonu
indirgeyici antioksidan kapasite yontemidir (CUPRAC). Oksijen transferine dayali
yontemleri; 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), oksijen radikal absorbsiyon
kapasitesi yontemi (ORAC), Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC),
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B-karoten, Folin metodudur. Bu metodlardan herhangi birini kullanarak antioksidan
kapasitenin saptanmasi igin Dbiitillendirilmis hidroksi toluen (BHT), gallik asit,
katesin, Trolox gibi standart bir antioksidan esdegeri tiiriinden en az ti¢ farkli derisim

ile calisilmaktadir (Tanriover, 2019).

2.1.5.1 DPPH serbest radikal yakalama aktivitesi

1995 yilinda Brand-Williams ve arkadaglari tarafindan gelistirilen DPPH yontemi,
1998 yilinda Sanchez ve arkadaglar1 tarafindan modifiye edilmistir (Akpinar, 2022).
Kullanilan igerikte antioksidan kapasitenin Olc¢lilmesi igin sentetik ve kararli bir
radikal olan DPPH kullanilmaktadir. Koyu mor renkte olan DPPH, antioksidandan
bir proton alarak renksiz a, a- difenil-p-pikrilhidrazil’e déniismektedir. Yani ortamda
antioksidan madde varsa DPPH’nin rengi agilir ve indirgenir (Sekil 2.1). Antioksidan
derigimi arttik¢a renk daha da agilmaktadir (Belyurt, 2014). DPPH nin kararl1 olarak
karakterize edilmesinin sebebi dimerize olmamasidir. Yani yapisal delokalize
elektron varligr dimerizasyona engel olmaktadir. DPPH radikal siiplirme yontemi,
antioksidan aktiviteyi 0lgmek ve 0Ozellikle nonenzimatik antioksidanlarin radikal
yakalama aktivitesini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan kolay, ekonomik,

hizli, verimli bir ydntemdir (ilhami, 2020).

00 L

NO, NO, NO, NO,

NO2 N02
Sekil 2.1: Kararli radikal DPPH indirgenmesi.
Spektrofotometrik teknige dayanan DPPH absorbans degeri olarak maksimum piki
517 nm’de vermektedir. Bu testin 6nemli bir sinirlamas1 DPPH ile ayn1 dalga boyu

araliginda absorbans degeri veren bilesiklerin ortiisen spektrumlaridir. Ornegin

antosiyaninler DPPH ile ayn1 dalga boyu araliginda gii¢lii absopsiyona sahiptir ki bu
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nedenle antioksidan kapasite belirlemesi yapilirken diger metodlara da yer
verilmelidir (Shahidi ve Zhong, 2015).

2.1.5.2 Metal selatlama aktivitesi

Organizma i¢in gerekli elementlerden biri olan demir (Fe), ayn1 anda protein, lipid ve
diger makromolekiiller, bilesenler icin istenmeyen oksidatif tepkimelere yol
acabilmektedir. Demir, fenton reaksiyonlar1 sonucu reaktif serbest radikal
olusturabilme 6zelligindedir. Bu nedenle bu reaksiyonlardaki Fe™? derisiminin
azalmas ile oksidatif hasar bertaraf edilir. Fenton reaksiyonu: Fe*? + H,0, — Fe*3 +
HO + HO seklinde gergeklesir. Antioksidan maddelerde metal selatlama 6zelligi de
var ise serbest demiri kendisine baglamak suretiyle fenton reaksiyonlarina ket vurur.
Boylece hidroksil ve peroksit gibi reaktif radikallerin olusumu inhibisyona ugrar
(Belyurt, 2014). Decker ve Welch’in gelistirdigi metal selatlama tekniginde
selatlayicilar, metal iyonlariyla 6 bag1 yaparak metal iyonlarinin redoks potansiyelini

azaltip etkili antioksidanlar olarak davranirlar (Kaya, 2016).

Demir siilfat ve ferrozin, en yaygin olarak kullanilan demir iyon kaynaklaridir.
Antioksidanlarin bu kaynaklara eklenmesinden sonra 485 nm'de (demir siilfat i¢in)
veya 562 nm'de (ferrozin i¢in) absorbans kaybi, metal-antioksidan kompleksinin
olusumunu temsil eder ve eklenen antioksidanin metal selasyon kapasitesi
spektrofotometrik olarak Olgiilebilir. Bir¢ok durumda, antioksidanlarin metal
selatlama kapasitesi etilendiamintetraasetik asit (EDTA) esdegerleri olarak ifade
edilir. EDTA, bir¢ok gida ve farmasotik uygulamada kullanilan standart bir metal
selatordiir (Ilhami, 2020). Biyolojik sistemlerde bulunan albiimin, transferin, iirik
asit, seruloplazminler, melatoninler gibi bilesenlerin metal selatorii olduklar

saptanmigtir (Emen, 2006).

Bitkilerde dogal olarak bulunan antioksidan flavonoidler, hidroksil grubu ile karbonil
grubunun diizenlenmesine ve elektron veren veya g¢eken siibstitlientlerin varligina,
kararli fenoksil radikalinin olusumu i¢in elektronu delokalize etme yetenegine baglh

olan metal selatlama potansiyeline sahiptir (Shivakumar ve Yogendra Kumar, 2018).

2.1.5.3 Toplam fenolik icerigin belirlenmesi

Toplam fenolik igerigin belirlenmesi hususunda bircok yontem vardir. Bu

yontemlerde bitki ve gida maddelerinin toplam fenolik igerigi gallik asit (Sekil 2.2)
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veya bagka bir varsayilan fenolik bilesik esdegeri ile mukayese edilerek sonuca
varilmaktadir. Yiksek miktarda fenolik igerik, yiiksek antioksidan yetenegi ile
iliskilendirilmistir. Bu nedenle, toplam fenolik igerik toplam antioksidan kapasitenin

belirlenmesi i¢in dnemli bir parametredir (Ilhami, 2020).

Toplam fenolik icerigin belirlenmesi antioksidan madde tayini calismalarinda
tamamlayic1 bir yaklasim olarak goriilmektedir. Bunun sebebi fenolik bilesiklerin
yapist antioksidanlarin dogal kaynagi olusudur (Menekseoglu, 2021). Toplam fenolik
icerigin belirlenmesinde popiiler olarak kullanilan Folin-Ciocalteu yontemi, 1965
yilinda Singleton ve Rossi tarafindan gelistirilmis, glinlimiizde baz1 modifikasyonlar
ile kullanimina devam edilmistir (Tanriover, 2019). Yontemin temel prensibi, fenolik
bilesenlerin folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleksler olusturmasi ile
birlikte renk yogunluguna gore degisen absorbansin standart gallik asit ile mukayese

edilmesidir (Ayhanci, 2019).

O OH

HO OH

OH

Sekil 2.2: Antioksidan ve fenolik bilesik olan standart gallik asit agik formiilii.

FC, 1927 yilinda Folin ve Ciocalteu tarafindan, proteinlerde fenolik amino asit olan
tirozin igeren proteinleri analiz i¢in tasarlanmistir. Daha sonra modifiye edilerek gida

ve bitki ekstraktlarindaki fenolik icerigin analizi icin benimsenmistir (Ilhami, 2020).

2.1.5.4 Toplam flavonoid icerigin belirlenmesi

Bitkilerde dogal olarak varolan bizim de gida olarak aldigimiz polifenolik grup
icerisinde yer alan flavonoidlerin (Sekil 2.3) saptanmasinda ¢esitli yaklasimlar

mevcuttur. Potasyum asetat /AICI3 spektrofotometrik metodunda aliiminyum kloriir,
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flavonol veya flavon’un C-4 keto grubu ve C-3 yada C-5 hidroksil gruplarindan
herhangi biri ile kararl bir selat olusturmaktadir (Bener, 2009).

3!

Sekil 2.3: Flavonoid halkasi.

Bakir (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Yoéntemi (CUPRAC) genel
prensibi ise, ortamda indirgen varhginda Cu*? iyonlarmin Cu*! iyonlarina
indirgenmesi ile olusan Cu*! iyonlarinin neokuproin ile reaksiyonu sonucu olusan
kompleksin 450 nm dalga boyunda spektrofotometre ile alinan absorbans
degerlerinin degerlendirilmesi esasina dayanir. Burada yiiksek absorbans degeri
alinmasi ortamda yogun antioksidan flavonoid varligini isaret etmektedir. Bu
yontemde de troloks gibi bir standart ile karsilastirma yapilarak yorumlar yapilir (M.
S. Kogak, 2015).

2.1.5.5 HPLC analizi ile antioksidan etkinin olciilmesi

Kromatografi, birbirine karismayan bilesenlerin oldugu karisimlardaki bu bilesenleri
sabit faz ile mobil faz arasinda dagitarak ayirmayi hedefleyen tekniktir. Yiiksek
performanslh sivi kromatografi (HPLC) yontemi ise, karisim igindeki bilesenlerin
saflastirilmast esasina dayanir. HPLC, ¢ok kisa siirede birgok molekiiliin yapisal ve
islevsel analizini yapmasinin yanmi sira saflastirma yapan bir teknik oldugu icin

oldukga popiilerdir (Akpinar, 2022).

HPLC yonteminde sabit faz olarak mikropartikiillii maddeler tercih edilmektedir.
Buradaki amag, hareketli fazin akisina diren¢ saglamak ve boylece hareketli faz
pompalanmas1 yliksek basing altinda gerceklestirilebilmektedir. HPLC yonteminde

saflastirilacak karisim sisteme bir enjektor araciligi ile aktarilir ve hareketli faz denen
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¢oziicli akis ile basich bir sekilde kolondan gegcirilir. Kolonun i¢in mikropartiikiiller
iceren sabit faza sahiptir. Hareketli faz kolondan sabit faz iizereinden akarken
numunedeki bilesenler sabit veya hareketli faza olan afiniteleri sebebi ile bantlar
olusturur. Sabit faz boyunca bu bantlar devam eder ve bu islem eliisyon adin alir.
llerleyen bantlar detektdrden gegerken bir kaydedici ile kolondan ¢ikan her bir
bilesen pikler halinde grafige dokiiliir (Sekil 2.4). Boylelikle yontem amaci olan

ayirma islemini tamamlamis olur (Susuz, 2010).

Enjeksiyon

——

- a

L
4 4 o) Pompa _— / = Dedektor

sistemi
Mobil faz dagitma sistemi Kolon
l Kromatogram  <(mssm Q
bl s
L UL LU i, Bilgisayar veri

istasyonu

Sekil 2.4: HPLC analiz sistemi (Akpinar, 2022).
Kromatografide kullaninilan bazi kavramlar sunlardir;

Alikonma zamani, bir karisim kolondan sabit fazla etkilesimdeyken gecirdigi siireyi
ifade eder. Kapasite faktorii (alikonma faktorii, k), karisimda kolonda hi¢ tutulmayan
bilesenlerin alikonma zamani olarak tanimlanir. Teorik tabaka sayisi (N), kolon
boyunun teorik tabaka yiiksekligine orani seklinde hesaplanir. Secicilik (o), beraber
seyreden komsu piklerin bagil alikonmasidir. Ayirma giicli (Rs), birlikte seyreden

komsu piklerin birbirinden ayrilmasi olarak ifade edilir (Akpinar, 2022).

2.2 Kaynak Arastirmasi

Nayeem ve digerleri (2022), Astragulus spinosus (Forssk.) Muschl’dan elde ettikleri
ekstraktlardan analjezik ve anflamatuar aktivite tayini planlamiglardir. Bitki
govdelerinden elde ettikleri tozu, ¢oziicii olarak kloroform ve metanol kullanilarak
ekstraksiyonu tamamlamislardir. Toplam fenolik bilesiklerin tayini i¢in Folin-
Ciocalteu yontemi kullanmiglardir. Toplam flavonoid bilesiklerin tayini igin

aliminyum kloriir prosediirii uygulanmistir. 250 ve 500 mg/kg’da kloroform ve
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metanolik ekstraktlar1 analjezik aktivite i¢in teste tabi tutmuslardir. Bu sonuclara
gore antiinflamatuar 6zellik icin sadece metanolik ekstraktlar secilmistir. Analjezik
etki, sicak plaka modeli ile erkek sicanlar {izerinde gergeklestirilmistir. Anti-
inflamatuar etki, karagenan sican penge 6dem modelinde incelenmistir. Metanol
ekstaktinin toplam fenoliklerini 420 mg, kloroform ekstraktinin toplam fenoliklerini
265 mg olarak 6lgmiislerdir. Toplam flavonoid igerigi ise metanol ekstrakti i¢in 68
mg, kloroform ekstrakti i¢in 17,5 mg olarak 6l¢gmiislerdir. Calismanin sonucunda
metanolik ekstraktlarin kloroform ekstraktlarina gore daha fazla analjezik ve
antiinflamauar aktivite gosterdigi, bu duruma sebep ise fenolik ve flavonoidlerin bu

metanolik ekstraktta daha yogun saptanmasi oldugu ifade etmislerdir.

Rosa ve digerleri (2007), Helichrysum italicum’dan elde ettikleri gesitli fenolikler ve
terpenoidlerin  nonenzimatik lipid peroksidasyonunu inhibe etme kapasitelerini
aragtirmiglardir. Bu ¢alismada 37°C’de Helichrysum’dan elde edilen gesitli fenolikler
ve (mero)terpenoidlerin otooksidasyon ve EDTA aracili oksidasyon deneylerinde
linoleik asidi serbest radikal saldirilarina karsi koruyabildigini saptamislardir.
Arastirmacilarin bitkiden elde ettikleri helipiron ve arzanoliin yiliksek seviyede
antioksidan aktivite gosterdigi kolesteroliin termal (140°C) otooksidasyon
analizlerinde test etmislerdir. Ayrica maymun bdbreginden tiiretilen bir fibroblast
dizisi olan VERO hiicrelerinde arzanoliin saglikli hiicreler i¢in sitotoksik olmayan
derisimlerinde, VERO hiicrelerinde oksidatif stresi gii¢lii sekilde inhibe ettigini
saptamiglardir. Mevcut c¢alismalarin sonucunda bilesik arzanoliin farkli in vitro
kosullarda lipid peroksidasyonuna ket vuran antioksidan Ozellikleri ortaya

cikarilmistir.

Zengin ve digerleri (2020), Helichrysum stoechas’in kok stii yapilarindan elde
ettikleri materyal ile farkli ekstraksiyon teknikleri kullanilarak (hizlandirilmis solvent
ekstraksiyonu (ASE), mikrodalga yardimli ekstraksiyon (MAE), ultrasonikasyon
destekli ekstraksiyon (UAE), Soxhlet ekstraksiyonu (SE), maserasyon) olusturulan
ektraktlardan antioksidan ve enzim inhibitorii aktivitelerini calismiglardir. Farkh
yontemlerle elde ettikleri ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri miktar
olarak ASE > MAE > UAE > maserasyon > SE sirasinda oldugunu saptamislardir.
ASE yontemiyle elde ettikleri ekstraktlan DPPH ve 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’e karsi 219,92 ve 313,12 mg Trolox

esdegeri/g oraninda en giiglii radikal siipiiriicii 6zellikte oldugunu agiklamislardir.
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Ayni zamanda ASE yontemiyle elde ettikleri ekstraksiyonun CUPRAC ve FRAP
teknikleriyle metal selatérii oldugunu da gozlemlemislerdir. UAE teknigi ile elde
ettikleri Helichrysum stoechas 0ziitli en aktif metal selatorii (18,67 mg etilen diamin
tetraasetik asit esdeger (EDTA)/g), asetilkolinesteraz inhibitorii (4,23 mg galantamin
esdegeri (GALAE)/g) ve butirilkolinesteraz- kolin esteraz inhibitéri (6,05 mg
GALAE/g) olarak gozlemlemislerdir. Maserasyon ekstraktlar1 tirozinaz inhibisyonu
saglarken ASE ekstraktlarinin  a-glukosidazi etkili bir sekilde inhibe ettigini
izlemislerdir. Calismanin sonucu olarak Helichrysum stoechas’in kok istii
kisimlarinda biyoaktif sekonder metabolitlerin ekstraksiyonu i¢in farkli yaklagimlar

olan ASE ve UAE’nin kullanilmasinin daha uygun oldugunu agiklamislardir.

Sen ve digerleri (2019), Stachys subnuda Montbret & Aucher ex Benth (S.
subnuda)’nin kok dsti kisimlarindan ugucu yag, gaz kromatografisi (GC) ve
GC7/kiitle spektrometrisi (MS) teknikleri ile antiinflamatuar aktivite ve antioksidan
aktiviteyi  degerlendirmislerdir. ~ Anti-inflamatuar  aktivite  degerlendirmesi
lipoksijenaz inhibisyon deneyi ile gézlemlenmistir. Antioksidan aktivite DPPH ve
ABTS yontemleri ile belirlenmistir. Toplam ugucu yag tiim bilesimin %97,1'ini
olusturan altmis iki bilesen tanimlanmistir. Fitol (%25,2), B-karyofillen (%11,2),
germacrene D (%6.9) ve heksadekanoik asit (%6,9), S. subnuda'min kok st
kisimlarinin  ugucu yaglarindan olduklarint saptanmiglardir. Total ugucu yag
bilesiminin ABTS ve DPPH radikalleri i¢in sirastyla 0,124 mg/mL ve ve 0,204
mg/mL'lik medyan inhibitér konsantrasyonu (ICso) ile 6nemli antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu saptamislardir. Total ugucu yagin, 0,419 mg/mL'lik bir 1Cso degeri ile
orta diizeyde antienflamatuar aktivite sergiledigini belirtmislerdir. Calismalarin
sonucunda S. subnuda’nin esansiyel yaglarinin iyi bir anti-inflamatuar aktivite ve

antioksidan aktiviteye sahip oldugu anlasilmistir.

Goldansaz ve digerleri (2017), yaptiklart bu aragtirmada Helichrysum
leucocephalum’in etanolik ekstraktinin toplam fenolik igerigi, antibakteriyel ve
antioksidan etkisini degerlendirmislerdir. Sentetik antioksidan ve antibiyotiklerin
istenmeyen yan etkileri sebebi ile fitomedikallerin kullanimina ilgi artmistir. Bu
calismada, H. leucocephalum’un etanolik 6ziitiinden elde ettikleri toplam fenollerinin
antioksidan kapasitesi DPPH tahlili ile arastirmislardir. Serbest radikal temizleme
kapasitesini i¢in ICso degeri 69,9440,17 pg/mL olarak saptamislardir. Antibakteriyel

aktivite i¢in Disk diflizyon yonteminden yararlanmiglardir. Antibakteriyel aktivitenin
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degerlendirmesini 125 ila 250 mg/mL arasinda degisen minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) ile test edilen tiim Gram pozitif bakterilere kars1 orta diizeyde

aktivite gosterdigini gézlemlemislerdir.

Bashi ve digerleri (2013), yirmi farkli Stachys tiirinden hidrodistilasyon yontemiyle
izole ettikleri ugucu yaglari gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile
analiz etmislerdir. Total ugucu yag bilesiminden %70,5-97,8'ini olusturan otuz dokuz
bilesik tanimlamislardir. Ugucu yaglarin ana bilesenleri olarak germacrene-D (%2,9—
45,3), b-karyofillen (%2,3-62,3), karyofillen oksit (iz %7,8), spatulenol (iz %7,8) ve
a-kadinen (%1,4-8,5)’i saptamislardir. Ucgucu yaglarin antimikrobiyal olarak
degerlendirme yontemi disk diflizyon ile Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans’a etkisini
Olemiislerdir. Calisma sonucu izole edilen total ugucu yag bileseninin, incelenen

mikroorganizmalara karsi orta seviyede aktivite gosterdigini agiklamiglardir.

Bellebcir ve digerleri (2022), Astragalus gombo’nun kok distii kisimlarimi %80
metanol ve %100 saf su ile dziitlemislerdir. ilk dziitii, etil asetat, n-biitanol (NBAg)
ve metanol ile fraksiyonlamiglardir. Etil asetat (EAAg) fraksiyonundaki fenolik
asitlerin oransal olarak en fazlasini, tans-ferulik asit, p-kumarik’in (sirasiyla 1315
ug/g ve 370 ug/g 6ziit) olusturdugunu ayrica yiiksek miktarlarda flavonoid i¢erdigini
(sirastyla 1155 ve 491 pg/g ozii ile cirsiliol ve quercetin-3-O-galaktozid)
gozlemlemislerdir. EAAg fraksiyonunun test edilen tiim yontemlerde en etkili
antioksidan aktivite sergiledigini ve bunu NBAg fraksiyonunun izledigini
aciklamiglardir. Fenolik igerik ve antioksidan kapasiteler arasinda énemli dogrusal
korelasyon oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica EAAg fraksiyonun HeLa ve MCF-7
hiicreleri lizerinde sitotoksisite analizi (48 saatlik inkiibasyondan sonra) ile sirasiyla
108,8+1,8 ng/mL ve 168,4+1,6 ng/mL ICsp degerlerini ortaya ¢ikarmiglardir. EAAg
fraksiyonlarinin saglikli fare karaciger hiicreleri (Am112)’ne kars1 6nemli segicilik
indeksi sergiledigini de gozlemlemislerdir. Arastirma sonucunda A. gombo’nun
EAAg fraksiyonunun; dogal antioksidan ve anti-proliferatif aktiviteye sahip orijinal

bir biyoaktif molekiil kaynagi oldugunu ortaya ¢ikarmislardir.

Ac¢imovi¢ ve digerleri (2021), Helichrysum italicum’dan izole ettikleri esansiyel
yagin (EO) biyolojik aktivitelerini degerlendirmislerdir. Sirbistan’da yetisen H.
italicum’un kimyasal igerigini gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile

analiz etmislerdir. Ayrica H. italicum’dan izole ettikleri esansiyel yag ile dort farkli
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antioksidan aktivite testi (DPPH ve ABTS testleri, indirgeme giicii ve B-karoten
agartma testi), antimikrobiyal aktivite, in vitro antihiperglisemik ve antiinflamatuar
aktivite kapasitelerini degerlendirmislerdir. Toplam 70 farkli esansiyel yag bileseni
tespit edilip bunlarin 17’si (%8,5) tanimlanamamistir. Uygulanan tiim testlerde H.
italicum’un gida, kozmetik ve farmasoétik tiriinlerde kullanilabilme potansiyeli olan

dogal bir antioksidan oldugunu gdstermislerdir.

Jaradat ve digerleri (2021), c¢alismada Helichrysum sanguineum’un dort
fraksiyonunun; kimyasal bilesimlerini, antioksidan, anti-lipaz ve ve anti-a-amilaz
inhibisyon aktivitelerini tayin etmeyi amacglamislardir. H. sanguineum, geleneksel
tipta kullanilan ¢esitli hastaliklara kars1 sifa oldugu diisiiniilen Filistin topraklarinda
yetisen bir tiirdiir. Bu ¢alismada arastirmacilar H. sanguineum’dan elde edilen 6z ile
aseton, su, metanol ve heksan ¢oziiciileri kullanilarak fraksiyonlar elde etmislerdir.
Fraksiyonlarin antioksidan aktivitelerini kalorimetrik DPPH yontemi ve pozitif
kontrol olarak Trolox kullanarak belirlemislerdir. Fraksiyonlarin anti-lipaz
aktivitelerini domuz pankreas lipaz enzim inhibitor tahlili ve pozitif kontrol olarak
Orlistat kullanarak go6zlemlemislerdir. Fraksiyonlarin anti-a-amilaz inhibisyon
aktivitelerini a-amilaz domuz pankreas enzimi ve Acarbose ile 3,5-dinitrosalisilik
asit (DNSA) yonteminin pozitif kontrol olarak kullanmak sureti ile 6lgmiislerdir.
Calisma sonucunda H. sanguineum’un heksan fraksiyonunun en yiiksek fenol ve
flavonoid icerigine sahip oldugunu ve en iyi antioksidan aktiviteyi ortaya ¢ikardigini
gozlemlemislerdir. H. sanguineum'un sulu fraksiyonu, sirasiyla Acarbose ve Orlistat
ile karsilastirildiginda a-amilaz ve lipaz domuz pankreas enzimlerine kars1 potansiyel
inhibisyonlar gosterdigini saptamiglardir. Ayrica ¢alismada H. sanguineum'un sulu
fraksiyonunun; diyabetes mellitus, obezite ve oksidatif stres hastaliklarina kars1 daha

ileri in vivo ¢alismalar igin kullanimini destekleyici agiklamalar yapilmustir.

Ahmadi ve digerleri (2022), Astragalus arbusculinus Bornm'tan yeni karbohidrat
igerikler kesfedip bu igeriklerin biyolojik aktivitelerini tayin etmislerdir. Bu amag ile
A. arbusculinus saf su ile oziitlenip kolon kromatografisi yontemi (DEAE-52) ile
fraksiyonlanmuistir. A. arbusculinus karbonhidrat (AAC) fraksiyonunu, yiiksek
performansl sivi kromatografisi-evaporatif 1g1k sa¢ilim detektorii (HPLC-ELSD) ile
analiz edip kromatograminda iki ana olmak f{izere sekiz bilesik saptamislardir. Bu
bilesiklerin izolasyonu igin hazirlayici-ince tabaka kromatografisi (prep-TLC)’ni

kullanmiglardir. Sonug olarak tiim analizler tamamlandiginda igerikte saflastirilan
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sirastyla 4:1:1 nispi molar orana ve 971,4531 Da molekiiler agirliga sahip glukoz,
ramnoz ve arabinoz dahil alt1 monosakarit bileseninden olustugunu gostermislerdir.
Ayrica A. arbusculinus’dan elde ettikleri bu biyopolimerlerin DPPH’ye karsi

degerlendirip antioksidan 6zellik gosterdigini saptamislardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Kullanilan Bitki Ornekleri

Astragalus tokatensis Fisch. (Tokat geveni) tiirii iran-Turan floristik elementi olup,
iilkemiz icin endemik bir tiirdiir. Ulkemizdeki yayilis alanlar1 Orta Karadeniz
Bolimii ile Orta ve Yukar1 Kizilirmak Bolimleri’dir (Davis, 1988; Giiner ve
digerleri, 2012; Karaer ve Kiling, 2001). IUCN kirmiz1 liste siniflar1 ve olgiitleri
dikkate alindiginda NT (tehlikeye acik) sinifinda yer almaktadir (Tung, 2019).

Helichrysum noeanum Boiss. (Giilazar) tiirii iran-Turan floristik elementi olup,
iilkemiz i¢in endemik bir tiirdiir. Ulkemizdeki yayilis alanlari Yukari Sakarya,
Yukar1 Kizilirmak, Yukar1 Firat ve Konya Bolimleri’dir (Davis, 1988; Giiner ve
digerleri, 2012; Karaer ve Kiling, 2001). IUCN kirmizi liste siniflart ve odlgiitleri
dikkate alindiginda LC (diistik riskli) sinifinda yer almaktadir (Tung, 2019).

Stachys huber-morathii R. Bhattacharjee (Killi delicay) tiirii iilkemiz igin yerel
endemik bir tiirdiir. Yayilis alanlar1 Orta Karadeniz Boliimii ile Orta Kizilirmak
Boliimleri’dir (Davis, 1988; Giiner ve digerleri, 2012; Karaer ve Kiling, 2001). IUCN
kirmiz1 liste smiflar1 ve oOlgiitleri dikkate alindiginda VU (duyarli) sinifinda yer

almaktadir (Tung, 2019).

Aragtirmanin  materyali olan bitkiler, 2015-2018 yillar1 arasinda Mart-Ekim
doneminde yapilan arazi c¢alismalarinda ciceklenme donemleri dikkate alinarak
toplanmigtir. Bitki Orneklerinin teshisleri i¢in Tiirkiye Florasi (Davis, 1988) ve
eklerinden (Giiner ve digerleri, 2000), ayrica giincel kaynaklardan (Giiner, 2014;
Giliner ve digerleri, 2012) yararlanilmistir. Toplanan bitki 6rnekleri herbaryum

teknigine uygun olarak herbaryum 6rnekleri haline getirilmistir.

3.2 Bitkilerin Ekstraksiyon Siireci

Astragalus tokatensis, H. noeanum ve S. huber-morathii ornekleri ultra-santrifiij
ogiitiicii (Retsch ZM 200, Almanya) ile toz haline getirildikten sonra Soxhlet

(Termal, Tirkiye) cihazinda metanol ve su ¢oziiciisiiyle ekstraksiyon islemine tabi
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tutulmustur (Sekil 3.1). Ekstraktlar adi siizge¢ kagidinda siiziilmiistiir. Elde edilen
stizlintliler doner buharlastiric1 (IKA, Almanya) ile yogunlastirilmistir (Sekil 3.2). Bu
siirecin sonunda ham ekstraktlar elde edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin verim

oranlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1: Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin verim oranlari (%).

Ekstrakt Ekstrakt kisaltmasi Verim

Astragalus tokatensis’ten elde

edilen metanol ekstrakti ATME 8,75
Cailonsu ckstakn o ATSE 9,50
Clen metanol ooy HNME 10,10
calen s cksa T HNSE 1080
Stachys huber-morathii’den elde SHSE 14.40

edilen su ekstrakti

Sekil 3.1: Ekstraksiyon isleminin gerceklestirildigi Soxhlet ekstraktorii.
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Sekil 3.2: Ekstraktlarin yogunlagtirilma isleminin gergeklestirildigi doner
buharlastirici.

3.3 HPLC Analizi ile Baz1 Fenolik Bilesiklerin Tanimlanmasi ve Miktar Tayini

Test edilecek fenolik bilesikler igerisinden gallik asit ve protokatesik asit (Sigma
Aldrich, ABD) kullanilmistir. Her bilesigin 500 mg/L'deki standart stok ¢ozeltileri
metanol i¢inde hazirlanmis ve karanlikta 4°C'de saklanmistir. Stok ¢ozeltilerin seri
diliisyonu, giinliikk standart calisma c¢ozeltileri elde etmek icin metanol/su ¢ozeltisi
(viv, 1:1) ile gerceklestirilmistir.

HPLC sistemi (Agilent Technologies 1260 Infinity), kolon firn1 (G1316A), otomatik
ornekleyici (G1329B), pompa (G1311C), analitik kolon ACE 5 C18, 5 um, 100 A
(250%4,60 mm) ve diyot dizisi dedektorii ile donatilmig (G1311D) ve 190-800 nm

dalga boyu araligina sahiptir. Enjeksiyon hacmi 20 pL, firin sicakligi 25°C ve akis
hiz1 1.0 mL/dk olarak ayarlanmistir. Kullanilan mobil faz gradyanlari su sekildedir:

Su:asetik asit (98:2, % v:v) (A) / Asetonitril:asetik asit (99,5:0,5, % v:v) (B) /
Asetonitril (C).

25



0-30 dakikada %90 (A), %10 (B) / 30-60 dakikada %80 (A), %20 (B) / 60-62
dakikada %55 (A), %45 (B) / 62-77 dakikada %40 (B), %60 (C) / 77-80 dakikada
%90 (A), %10 (B).

Calismadan sonra, hareketli fazin baslangi¢ kosullar1 kolon stabilizasyonu ig¢in 5

dakika korunmustur.

3.4 Toplam Fenol iceriginin Belirlenmesi

Bitkilerden elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin toplam fenol igeriklerinin
belirlenmesi siirecinde, standart olarak gallik asit (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 1,0 ve 1,3
mM) kullanilmistir. 400 mg/L konsantrasyondaki metanol ve su ekstraktlari ve
standartlardan 20 pL mikro plaka kuyucuklarma koyulmustur. Uzerlerine 20 pL
Folin reaktifi (2N) eklenmis ve pipetajlama ile karistirilan 6rnekler karanlikta 3 dk
inkiibe edilmistir. Ardindan tizerlerine 20 pL sodyum karbonat (%15, w/v) ve 140
uL dH20 eklenerek 10 dk karanlik ortamda bekletilmistir. 725 nm’de
spektrofotometrik okuma gergeklestirilmistir (Sekil 3.3). Gallik asit ile olusturulmus
standart kalibrasyon egrisi kullanilarak gallik asit esdegeri cinsinden hesaplama

gerceklestirilmistir.

3.5 Toplam Flavonoid iceriginin Belirlenmesi

Bitkilerden elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin toplam fenol igeriklerinin
belirlenmesi siirecinde, standart olarak kuersetin (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1,0 mM)
kullanilmistir. 400 mg/L  konsantrasyondaki metanol ve su ekstraktlar1 ve
standartlardan 50 pL mikroplaka kuyucuklarina koyulmustur. Uzerlerine sirasiyla
215 pL etanol (%80, v/v), 5 uL AINOz (%10, w/v) ve 5 puL potasyum asetat
eklenmistir. 40 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 415 nm’de spektrofotometrik
okuma gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Kuersetin ile olusturulmus standart
kalibrasyon egrisi  kullamilarak  kuersetin  esdegeri cinsinden hesaplama

gerceklestirilmistir.

3.6 DPPH Uzerinden Serbest Radikal Yakalama AKktivitesi

Bitkilerden elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin DPPH yakalama aktivitesi

Olciimiinde, ekstraktlarin plaka kuyucuklarindaki nihai konsantrasyonlari 12,5, 25,
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50, 100, 200 ve 400 mg/L olacak sekilde uygulamalar gerceklestirilmistir. Y6nteme
gore, ekstraktlardan her bir mikro plaka kuyucuguna 20 pL koyulmus ve tizerlerine
180 uL DPPH (metanol igerisinde 0,06 mM) eklenmistir. Karanlik ortamda 60 dk
bekletildikten sonra 517 nm’de absorbans degerleri Olgiilerek DPPH serbest
radikalinin indirgenmesi belirlenmistir (Sekil 3.3). Ekstraktlarin serbest radikal
yakalama aktiviteleri yilizde olarak Formiil 3.1’e gore hesaplanmustir:

Kontrol absorbans degeri — Ekstrakt absorbans degeri (3.1)
Kontrol absorbans degeri

Radikal yakalama aktivitesi (%) = 100 x

3.7 Metal Selatlama Aktivitesi

Bitkilerden elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi
Olclimiinde, ekstraktlarin plaka kuyucuklarindaki nihai konsantrasyonlar1 12,5, 25,
50, 100, 200 ve 400 mg/L olacak sekilde uygulamalar gergeklestirilmistir. Yonteme
gore, ekstraktlardan her bir mikro plaka kuyucuguna 50 pL eklenmistir. Uzerlerine
sirastyla 10 uL ferrozin (5 mM), 5 uL FeCl2 (2 mM) ve 185 uL metanol eklenmis ve
10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Spektrofotometrik 6lgiimler 562 nm’de
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Ekstraktlarin metal selatlama aktiviteleri yilizde olarak

Formiil 3.2’ye gore hesaplanmustir:

. Kontrol absorbans degeri — Ekstrakt absorbans degeri
Metal selatlama aktivitesi (%) = 100 X — (3.2)
Kontrol absorbans degeri

3.8 Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Insan meme kanser hiicreleri (MCF-7) Dulbecco'nun Modifiye Eagle Medyumu
(DMEM), yiiksek glikoz, L-glutamin, sodyum piruvat medyumuna %210 fetal bovin
serumu (FBS) eklenmek suretiyle kiiltiire edilmistir. Kiiltiir siirecinde, %5 CO; ve
%95 nem inkiibatorii (Sanyo MCO 17AIC, ABD) kullanilmaistir.

Hiicreler istenen yogunluga (%90) ulasinca tripsin/EDTA ile kaldirilmis ve taze
besiyerleriyle yikanmistir. Tekrar biiyiime ortamlarina alinan hiicreler Tripan mavisi

ile boyanmis hiicre sayim cihazinda (TC-10, Bio-RAD, Almanya) sayilmistir.
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3.9 Sitotoksisite Analizleri

Hiicreler, 24 saat boyunca 37°C'de 96 kuyucuklu diiz tabanli mikro plakalara 1x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Daha sonra medyum, farkli bitki ekstrakti
konsantrasyonlari igeren taze bir ortam ile degistirilmistir. Kuyucuklardaki
ekstraktlarin son konsantrasyonlar1 12,5, 25, 50, 100, 200 ve 400 mg/L olarak
ayarlanmis ve negatif kontrol grubu olarak %0,5'i dimetil siilfoksit (DMSO)
¢oOziiciisii  olacak sekilde, DMSO-+uygulanan ilgili hiicre kiiltiiri medyumu
kullanilmistir. 48 saatlik inkiibasyondan sonra, 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) ve aktivator reaktifleri, Kit
(Biological Industries, Beit Haemek, Israil) prosediiriine gére her kuyucuga
eklenmistir. Daha sonra plakalar 4 saat boyunca 37°C'de inkiibasyona birakilmistir.
450 nm'de spektrofotometrik dl¢iim ile absorbans degerleri belirlenmistir (Sekil 3.3).

Hiicre canliliklarinin hesaplanmasi Formiil 3.3 araciligi ile gergeklestirilmistir:

Ornek absorbans degeri

Hiicre canlihgl (%) = 100 X (3.3)

Kontrol absorbans degeri

Sekil 3.3: Spektrofotometrik Slgiimlerin gerceklestirildigi mikroplaka okuyucu.
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3.10 Verilerin Analizi

Uygulamalar neticesinde ortaya ¢ikan sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 21.0
istatistik veri paketi araciligi ile gerceklestirilmistir. Veriler arasindaki istatistiksel
farkliliklarin - belirlenmesinde (%95 giiven araliginda) post-hoc Duncan ¢oklu
kargilastirma testinden, degiskenler arasindaki yakinlik derecelerinin tespit
edilmesinde 1s1 haritas1 ve Ward''n minimum varyans hiyerarsik kiimeleme
analizinden ve ICsq degerlerinin hesaplanmasi1 amaciyla Probit regresyon analizinden

yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 HPLC Analizi ile Baz1 Fenolik Bilesiklerin Tanimlanmasi ve Miktar Tayini

Astragalus tokatensis, H. noeanum ve S. huber-morathii érneklerinin metanol ve su
ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerden gallik asit ve protokatesik asit oranlarim
belirlemek i¢in HPLC analizi gerceklestirilmistir. 254 nm dalga boyunda
gerceklestirilen Ol¢limler sonucu gallik asit ve protokatesik aside ait HPLC
kromatogramlart  Sekil 4.1°de verilmistir. Ilgili kromatogramlar {izerinde
gerceklestirilen analizler sonucu A. tokatensis, H. noeanum ve S. huber-morathii’den
elde edilen metanol ve su ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin miktarlar

hesaplanmustir.

Ekstraktlardaki gallik asit miktar1 incelendiginde, en yiiksek oran 2469,16 ng/g ile
SHSE’de tespit edilmistir. Genel siralalama ise ATME < HNME < ATSE < SHME <
HNSE < SHSE seklinde ortaya ¢ikmistir. Ayni bitkinin metanol ve su ekstrakti
arasinda kiyaslama yapildiginda, su ekstraktlarinin metanole kiyasla daha yiiksek

oranda gallik aside sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Test edilen bitki ekstraklarinda bulunan protokatesik asit miktar1 ele alindiginda,
SHSE’nin en yiiksek orana sahip oldugu (128,87 ng/g) belirlenmistir. Incelenen tiim
ekstraktlardaki protokatesik asit miktari i¢in siralama; ATME < HNME < ATSE <
HNSE < SHME < SHSE seklinde olmustur. Ayni bitkinin metanol ve su ekstrakti
arasinda kiysalama yapildiginda, gallik asit deneyine benzer sekilde, su
ekstraktlarinin metanole kiyasla daha yiiksek oranda protokatesik aside sahip oldugu

saptanmustir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1: Test edilen bitki ekstraktlarinin farkli fenolik bilesik miktarlar1 (ug/g).

Ekstrakt
Fenolik bilesik a?:]%aboy“ ATME ATSE HNME HNSE SHME SHSE
Gallik asit 254 802,62 1369,34 102587 1747,18 1657,56 2469,16
Protokatesik asit 254 17,64 4133 2285 4627 7401 128,87
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Sekil 4.1: Bitkilerden elde edilen ekstraktlar izerinde 254 nm dalga boyundaki
Ol¢timler sonucu ortaya ¢ikan HPLC kromatogramlart.
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4.2 Ekstraktlarin Antioksidan Icerik Analizleri

Astragalus tokatensis, H. noeanum ve S. huber-morathii 6rneklerinden elde edilen
metanol ve su ekstraktlarinin toplam fenol icerigi standart olarak kullandigimiz gallik
asit esdegeri, toplam flavonoid igerigi ise standart olarak kullandigimiz kuersetin

esdegeri temel alinarak hesaplanmistir (Sekil 4.2).

Toplam fenol igerikleri incelendiginde, en yiiksek oranin 116,34 ug gallik asit
esdegeri/mg ekstrakt ile SHSE’ye ait oldugu goriilmektedir. Ekstraktlar arasindaki
genel siralama ATME < ATSE < HNME < HNSE < SHME < SHSE seklinde ortaya
cikmigtir. Ayni bitkinin metanol ve su ekstrakti arasinda kiyaslama yapildiginda, su
ekstraktlarinin metanole kiyasla daha yiiksek oranda toplam fenol igerigine sahip
oldugu goze carpmaktadir. Ayrica her bir ekstraktta bulunan toplam fenol oranin

istatistiksel a¢idan (p < 0,05) birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Bitki ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoid igerikleri ele alindiginda, HNSE’nin
en yiksek orana (83,39 pg kuersetin esdegeri/mg ekstrakt) sahip oldugu
belirlenmistir. Incelenen tiim ekstraktlardaki toplam flavonoid igerikleri igin
siralama; ATME < ATSE < SHSE < HNME < SHME < HNSE seklinde olmustur.
Ayn1 bitkinin metanol ve su ekstrakti arasinda kiysalama yapildiginda, S. huber-
morathii ekstraktlar1 harig, su ekstraktlarmin metanole kiyasla daha yiiksek oranda

toplam flavonoid igerigine sahip oldugu saptanmustir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2: Bitkilerden elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin toplam fenol ve
flavonoid igerikleri (ug/mg) (Ortalama + Standart Sapma, n = 3).

Ekstrakt Topla}m fgnol . Toplam flavonoid '
(Gallik asit esdegeri) (Kuersetin esdegeri)
ATME 34,76 £ 0,53 f 16,53 +0,74 f
ATSE 55,72+ 0,57 e 38,27 £1,05¢
HNME 84,75+ 2,30d 49,01+0,58 ¢
HNSE 99,65+ 1,36 ¢ 83,39 +£0,99 a
SHME 105,85+ 2,13 b 71,11+ 1,66 b
SHSE 116,34+ 1,51 a 40,97 +1,14d

Ayni stitunda farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik p < 0,05 diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.2: (a) Toplam fenol igerik hesaplamasinda standart olarak kullanilan gallik
aside ait ve (b) toplam flavonoid igerik hesaplamasinda standart olarak kullanilan
kuersetine ait lineer regresyon grafikleri.
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4.3 Ekstraktlarin DPPH Yakalama Aktiviteleri

Astragalus tokatensis, H. noeanum ve S. huber-morathii 6rneklerinden elde edilen
metanol ve su ekstraktlarinin 12,5, 25, 50, 100, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlu
uygulamalarinin DPPH yakalama aktiviteleri belirlenmistir. Her bir ekstrakt

uygulamasi igin konsantrasyona bagli aktivite artigi tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Astragalus tokatensis’ten elde edilen ekstraktlar incelendiginde, ATME ve ATSE’nin
maksimum konsantrasyonlu (400 mg/L) uygulamalarinin sirasiyla %88,13 ve
%88,57 oraninda DPPH yakalama kapasitesine sahip olduklart belirlenmistir. Ayni
zamanda, bu iki oran arasindaki fark istatistiksel ac¢idan 6nemsiz (p > 0,05)
bulunmustur. En diisiik veriler ise 12,5 mg/L’lik uygulamalarda ortaya ¢ikmuistir.
ATME (%13,36) ve ATSE’nin (%16,57) ilgili konsantrasyonda sahip oldugu DPPH
yakalama aktiviteleri arasinda 6nemli derecede (p < 0,05) fark vardir (Sekil 4.3).
Etkinlik seviyelerini belirleme agisindan 6nemli bir hesaplama olan ICso degeri goz
ontline alindiginda, ATSE’nin gosterdigi daha diisiik 1Cso degeri (58,97 mg/L) ile
ATME’ye (ICso: 99,75 mg/L) kiyasla daha etkili bir uygulama oldugu ortaya
cikmigtir (Cizelge 4.3).

Helichrysum noeanum’dan elde edilen ekstraktlar ele alindiginda, HNSE’nin 400
mg/L konsantrasyonlu uygulamasinin tiim deney grubu icerisindeki en yiiksek DPPH
yakalama aktivitesine (%91,00) sahip oldugu goriilmiistir. HNME de kendi
igerisinde en yiiksek oran1 maksimum konsantrasyonda %79,33 oran ile gostermistir.
HNSE’nin 100 ve 200 mg/L’lik uygulamalarinin ortaya ¢ikardigit DPPH yakalama
oranlart (sirasiyla %87,76 ve %88,43) arasinda onemli derecede (p > 0,05) fark
bulunmamuistir. H. noeanum ekstraktlari igerisinde en diisiik veri (%5,11) HNME’nin
12,5 mg/L’lik uygulamasinda belirlenmis ve bu oran diger verilere kiyasla dnemli
derecede (p < 0,05) diisiik olarak hesaplanmistir. Ayni1 zamanda bu verinin DPPH
yakalama aktivitesi i¢in tasarlanan tiim deney seti igerisindeki en diisiik oran oldugu

goriilmektedir (Sekil 4.3).

ICs0 degerleri temel alindiginda, tiim deney seti igerisindeki en diisiik oranin (33,13
mg/L) HNSE’ye ait oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla HNSE’nin HNME igin
hesaplanan 1Cso degerinden (147,75 mg/L) ¢ok daha diisiik bir orana sahip
olmasindan dolay1t HNME’ye kiyasla daha etkili bir DPPH yakalama potansiyeline
sahip oldugu goze carpmaktadir (Cizelge 4.3).
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Stachys huber-morathii’den elde edilen ekstraktlar g6z 6niine alindiginda, tiim deney
seti igerisindeki yiiksek oranlara rastlanmistir. SHME ve SHSE’nin maksimum
konsantrasyonlu uygulamalari1 tarafindan ortaya ¢ikan DPPH yakalama aktiviteleri
(swrastyla %90,05 ve %90,51) HNSE’den sonra hesaplanan en yliksek oranlar olarak
dikkat ¢ekmektedir. Bahsi gegen bu iki veri arasinda istatistiksel olarak (p > 0,05)
onemli bir fark yoktur. ikinci yiiksek konsantrasyon olan 200 mg/L’lik uygulamalar
incelendiginde, SHME ve SHSE’nin sirasiyla %87,94 ve %87,84 oranlarina sahip
olduklar1 ve bu veriler arasinda 6nemli derecede (p > 0,05) fark bulunmadigi
goriilmektedir. Ek olarak, SHSE’nin 100 mg/L konsantrasyonlu uygulamasinin
ortaya cikardigi %87,24’liik DPPH yakalama aktivitesinin de 200 mg/L’lik
uygulamalardan istatistiksel agidan (p > 0,05) farksiz oldugu belirlenmistir. S. huber-
morathii ekstraktlarmin ortaya ¢ikardigi en diisiik oran (%10,60) SHME’nin 12,5
mg/L’lik uygulamasinda tespit edilmistir. Bu oran diger tiim verilere kiyasla 6nemli
derecede (p < 0,05) farkli olarak hesaplanmistir (Sekil 4.3). Ekstraktlarin tiim
konsantrasyonlar1 ele alinarak DPPH yakalama aktiviteleri i¢in etkinlik diizeyleri
incelendiginde, SHSE’nin tiim deney seti igerisindeki ikinci en disiik ICso degerine
(39,81 mg/L) sahip oldugu goriilmektedir. SHME’ nin ICsgo degeri (48,93 mg/L) de
diisiik bir oran olmakla birlikte SHSE’ye kiyasla daha yiiksek oldugundan
SHME’nin daha etkili bir DPPH yakalama potansiyeline sahip oldugu ortaya
cikmistir (Cizelge 4.3).

Ekstraktlarin DPPH yakalama aktiviteleri goz oniine alindiginda, 1Cso degerleri temel
alinarak birbirlerine yakinlik dereceleri 1s1 haritas1 ve kiimeleme analizleri araciligt
ile belirlenmistir. Is1 haritas1 analizinde yiiksek degerler kirmizi, diisiik degerler yesil
renk gradyani ile gosterilmistir. Bu kapsamda, kiimeleme analizinde 3 kiimeye
boliinen ekstraktlardan Kiime 3 altinda yer alan HNME 1s1 haritas1 analizinde kirmizi
renk gradyanina sahip olarak diger ekstraktlardan ayrilmistir. Benzer sekilde ATME
orta renk gradyani gosterip Kiime 2 altinda yer alan tek uygulama olmustur. Daha
diisiik ICso degerlerine sahip olan Kiime 1 altindaki uygulamalar kendi igerisinde
HNSE < SHSE < SHME < ATSE seklinde siralanmig ve birbirlerine yakinlik
gostermislerdir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3: Bitkilerden elde edilen ekstraktlara ait DPPH yakalama aktiviteleri (%)

(Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
arasindaki farklilik p < 0,05 diizeyinde 6nemlidir).
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Cizelge 4.3: Bitkilerden elde edilen metanol ve su ekstraktlarina ait DPPH yakalama
aktiviteleri i¢in 1Cso degerleri (mg/L).

Ekstrakt ICs0 (Sinirlar) Egim + Standard hata (Sinirlar)
ATME 99,75 (90,17-110,80) 1,48 + 0,06 (1,34-1,61)
ATSE 58,97 (52,37-66,21) 1,23 + 0,06 (1,10-1,36)
HNME 147,75 (133,12-165,31) 1,54 + 0,07 (1,40-1,68)
HNSE 33,13 (29,51-36,87) 1,50 + 0,07 (1,36-1,64)
SHME 48,93 (44,72-53,38) 1,79+ 0,07 (1,64-1,94)
SHSE 39,81 (36,00-43,79) 1,65+ 0,07 (1,51-1,80)
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Sekil 4.4: (a) Bitki ekstraktlarinin DPPH yakalama aktiviteleri i¢in 1Cso degerleri
temel alinarak olusturulan 1s1 haritas1 (Yiiksek aktiviteler kirmizi, diisiik aktiviteler
yesil renkle gosterilmistir) ve (b) dendrogram.
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4.4 Ekstraktlarin Metal Selatlama Aktiviteleri

Astragalus tokatensis, H. noeanum ve S. huber-morathii 6rneklerinden elde edilen
metanol ve su ekstraktlarmin 12,5, 25, 50, 100, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlu
uygulamalarinin metal selatlama aktiviteleri belirlenmistir. Her bir ekstrakt

uygulamasi i¢in konsantrasyona bagli aktivite artisi tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Astragalus tokatensis’ten elde edilen ekstraktlar incelendiginde, ATME ve ATSE’nin
maksimum konsantrasyonlu (400 mg/L) uygulamalarinin sirasiyla %69,32 ve
%66,76 oraninda metal selatlama kapasitesine sahip olduklari belirlenmistir. Bahsi
gecgen bu iki ortalama arasindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli (p < 0,05) oldugu
ortaya ¢ikmistir. En diisiik veriler ise 12,5 mg/L’lik uygulamalarda ortaya ¢ikmuistir.
ATME (%18,21) ve ATSE’nin (%12,19) ilgili konsantrasyonda gosterdigi metal
selatlama aktivite ortalamalar1 arasinda 6nemli derecede (p < 0,05) fark vardir (Sekil
4.5). Etkinlik seviyelerini belirleme agisindan 6nemli bir hesaplama olan ICso degeri
g6z Oniine alindiginda, ATSE’nin gosterdigi daha diisiik ICso degeri (53,39 mg/L) ile
ATME’ye (ICso: 134,09 mg/L) kiyasla daha etkili bir uygulama oldugu ortaya
cikmustir (Cizelge 4.4).

Helichrysum noeanum’dan elde edilen ekstraktlar ele alindiginda, HNSE’nin 400
mg/L Kkonsantrasyonlu uygulamasmin deney grubu igerisindeki yiiksek metal
selatlama oranlarindan (%74,25) birine sahip oldugu goriilmiistiir. HNSE’nin 100
mg/L. ve 200 mg/L’lik uygulamalarinin gosterdigi sirasiyla %68,41 ve 9%71,88
oranlar1 arasindaki farkin istatistiksel ag¢idan onemli (p < 0,05) oldugu ¢alisma
sonuglarina yansimistir. HNME de kendi igerisinde en yiiksek oran1i maksimum
konsantrasyonda %59,13 oran ile gostermistir. H. noeanum ekstraktlar1 i¢erisinde en
diisiik veri (%11,65) HNME’nin 12,5 mg/L’lik uygulamasinda belirlenmis ve bu
oran deney seti igerisindeki diger tiim verilere kiyasla 6nemli derecede (p < 0,05)

diisiik olarak hesaplanmistir (Sekil 4.5).

ICs0 degerleri temel alindiginda, tiim deney setinin en diislik ikinci verisine (49,10
mg/L) sahip olan HNSE’nin HNME’ye (ICso: 240,76 mg/L) kiyasla daha etkili bir
metal selatér oldugu ortaya ¢ikmistir. Aynm1 zamanda, HNME nin ICsg degerinin tiim
deney seti icerisindeki en yiiksek oran olmasi onun ekstrakt uygulamalar1 arasindaki

en diisiik metal gelatlama etki potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (Cizelge
4.4).
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Stachys huber-morathii’den elde edilen ekstraktlar gz oniine alindiginda, SHSE nin
400 mg/L konsantrasyonlu uygulamasinin tiim deney grubu igerisindeki en yiiksek
metal selatlama aktivitesine (%78,79) sahip oldugu goriilmiistiir ve bu ortalama
deger tiim deney setinde bulunan diger verilerden 6nemli derecede (p < 0,05)
yiiksektir. SHME’nin kendi icerisinde en yiiksek orani (%74,66) gosterdigi 400
mg/L’lik uygulama ile SHSE’nin 200 mg/L’lik uygulamasi tarafindan ortaya konan
metal selatlama aktivitesi (%75,14) arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark
olmadig1 belirlenmistir. Bahsi gecen bu iki veriye ek olarak HNSE’nin maksimum
konsantrasyonlu uygulamasi tarafindan gosterilen %74,25 ortalamanin da bu iki
veriden istatistiksel ac¢idan farksiz oldugu tespit edilmistir. S. huber-morathii
ekstraktlarinin ortaya ¢ikardigi en diisiik oran (%14,12) SHSE’nin 12,5 mg/L’lik
uygulamasinda tespit edilmistir. Tim deney seti incelendiginde, bu oran ile
HNSE’nin 12,5 mg/L konsantrasyonlu uygulamasinin ortaya ¢ikardigi oran arasinda
onemli derecede (p > 0,05) fark bulunmamistir (Sekil 4.5). Ekstraktlarin tiim
konsantrasyonlar1 ele alinarak metal selatlama aktiviteleri i¢in etkinlik diizeyleri
incelendiginde, SHSE nin tiim deney seti igerisindeki en diisiik ICso degerine (49,00
mg/L) sahip oldugu goriilmektedir. SHME nin ICsp degeri (70,22 mg/L) SHSE’ye
kiyasla daha yiiksek oldugundan SHSE’nin daha etkili bir metal selatlama
potansiyeline sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica tiim ekstraktlar i¢in ortaya ¢ikan
ICs0 degerleri ele alindiginda, SHME ve SHSE arasindaki farkin diger uygulamalara
kiyasla daha diisiik olmas1 dikkate degerdir (Cizelge 4.4).

Ekstraktlarin metal selatlama aktiviteleri géz oniine alindiginda, ICso degerleri temel
alinarak birbirlerine yakinlik dereceleri 1s1 haritas1 ve kiimeleme analizleri araciligi
ile belirlenmistir. Is1 haritasi analizinde yiiksek degerler kirmizi, diisiik degerler yesil
renk gradyani ile gosterilmistir. Bu kapsamda, kiimeleme analizinde 3 kiimeye
boliinen ekstraktlardan Kiime 3 altinda yer alan HNME 1s1 haritas1 analizinde kirmizi
renk gradyanina sahip olarak diger ekstraktlardan ayrilmistir. Benzer sekilde ATME
orta renk gradyani gosterip Kiime 2 altinda yer alan tek uygulama olmustur. Daha
diisiik ICso degerlerine sahip olan Kiime 1 altindaki uygulamalar kendi icerisinde
SHSE < HNSE < ATSE < SHME seklinde siralanmig ve birbirlerine yakinlik
gostermislerdir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: Bitkilerden elde edilen ekstraktlara ait metal selatlama aktiviteleri (%)

(Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
arasindaki farklilik p < 0,05 diizeyinde 6nemlidir).
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Cizelge 4.4: Bitkilerden elde edilen metanol ve su ekstraktlarina ait metal selatlama
aktiviteleri i¢in 1Cso degerleri (mg/L).

Ekstrakt ICs0 (Sinurlar) Egim + Standard hata (Sinirlar)
ATME 134,09 (115,65-158,02) 1,00 + 0,06 (0,88-1,13)
ATSE 53,39 (43,82-64,13) 0,75 + 0,06 (0,63-0,86)
HNME 240,76 (199,66-301,17) 0,96 + 0,06 (0,83-1,09)
HNSE 49,10 (42,13-56,65) 0,99 £ 0,06 (0,87-1,11)
SHME 70,22 (62,11-79,34) 1,16 £ 0,06 (1,04-1,29)
SHSE 49,00 (42,45-56,07) 1,06 + 0,06 (0,93-1,18)
(@) (b)
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Sekil 4.6: (a) Bitki ekstraktlarinin metal selatlama aktiviteleri ig¢in 1Cso degerleri
temel alinarak olusturulan 1s1 haritas1 (Yiiksek aktiviteler kirmizi, diistik aktiviteler
yesil renkle gosterilmistir) ve (b) dendrogram.
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4.5 Hiicrelerde Canliik Oraninin Belirlenmesi

Astragalus tokatensis, H. noeanum ve S. huber-morathii 6rneklerinden elde edilen
metanol ve su ekstraktlarmin 12,5, 25, 50, 100, 200 ve 400 mg/L konsantrasyonlu
uygulamalarinin MCF-7 hiicreleri {lizerindeki sitotoksisite diizeyleri belirlenmistir.
Her bir ekstrakt uygulamasi icin konsantrasyon ile hiicre canlilig1 arasinda negatif

korelasyon belirlenmistir (Sekil 4.7).

Astragalus tokatensis’ten elde edilen ekstraktlar incelendiginde, ATME ve ATSE’nin
maksimum konsantrasyonlu (400 mg/L) uygulamalarmin hiicre canliliklarin
sirasiyla %43,22 ve %39,23 seviyesine diigiirdiikleri belirlenmistir. Bahsi gegen bu
iki ortalama arasindaki farkin istatistiksel a¢idan 6nemli (p < 0,05) oldugu ortaya
¢ikmustir. En yiiksek hiicre canlilik oranina sebep olan uygulamalar ise 12,5 mg/L’lik
konsantrasyonlardir. ATME (%91,94) ve ATSE’nin (%93,65) ilgili konsantrasyonda
sebep oldugu hiicre canlilik oranlar1 arasinda 6nemli derecede (p < 0,05) fark vardir

(Sekil 4.7).

Sitotoksik etkinlik diizeylerini belirleme acisindan 6nemli bir hesaplama olan ICso
degeri goz oniline alindiginda, ATSE’nin gosterdigi daha diisiik ICso degeri (206,94
mg/L) ile ATME’ye (ICso: 239,33 mg/L) kiyasla daha etkili bir uygulama oldugu
ortaya c¢ikmustir. Aym1 zamanda, ATME’nin ICsp degerinin tim deney seti
icerisindeki en yiiksek oran olmasi onun ekstrakt uygulamalar1 arasindaki en diisiik

sitotoksik etki potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (Cizelge 4.5).

Helichrysum noeanum’dan elde edilen ekstraktlar ele alindiginda, HNSE’nin 400
mg/L konsantrasyonlu uygulamasinin tiim deney grubu igerisindeki hiicre canlilik
oranini (%23,84) en fazla diisliren ikinci uygulama oldugu gortilmiistiir. HNSE’ nin
100 mg/L ve 200 mg/L’lik uygulamalarinin sebep oldugu sirasiyla %46,85 ve
%34,58 canlilik oranlar1 oranlart arasindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli (p <
0,05) oldugu calisma sonuglarina yansimistir. HNME de kendi igerisinde en diisiik
canlilik oran1 maksimum konsantrasyonda %37,75 ile gostermistir. Ek olarak,
HNME ve HNSE’nin 100 mg/L’lik uygulamalarinin ortaya ¢ikardig: canlilik oranlari
(sirastyla %46,77 ve %46,85) arasinda onemli diizeyde (p > 0,05) farklilik tespit
edilmemistir (Sekil 4.7).

ICso degerleri temel alindiginda, tiim deney setinin en diisiik verisine (96,94 mg/L)
sahip olan HNSE’nin HNME’ye (ICso: 163,25 mg/L) kiyasla MCF-7 hiicreleri
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tizerinde daha etkili sitotoksik potansiyele sahip oldugu ortaya ¢cikmistir (Cizelge
4.5).

Stachys huber-morathii’den elde edilen ekstraktlar g6z oniine alindiginda, SHSE’nin
400 mg/L’lik konsantrasyonunun tiim deney grubu igerisindeki en diisiik canlilik
oranina (%22,33) sebep olan uygulama oldugu goriilmiistiir ve bu ortalama deger
tim deney setinde bulunan diger verilerden 6nemli derecede (p < 0,05) diistiktiir.
SHME’nin kendi igerisinde en diisiikk oran1 (%36,58) gosterdigi uygulama ise 400
mg/L’lik konsantrasyon olmustur. Bahsi gecen bu veri de diger tiim oranlardan
istatistiksel (p < 0,05) olarak farklilik gdstermistir. S. huber-morathii ekstraktlart
icerisinde en yiiksek veri (%96,48) SHME’nin 12,5 mg/L’lik uygulamasinda
belirlenmis ve bu oran deney seti igerisindeki diger tiim verilere kiyasla onemli

derecede (p < 0,05) yiiksek olarak hesaplanmistir (Sekil 4.7).

Ekstraktlarin tiim konsantrasyonlar1 ele alinarak sitotoksik aktiviteler igin etkinlik
diizeyleri incelendiginde, SHSE’nin tiim deney seti igerisindeki en diisiik ikinci 1Cso
degerine (104,99 mg/L) sahip oldugu goriilmektedir. SHME nin ICsp degeri (159,20
mg/L) SHSE’ye kiyasla daha yiiksek oldugundan SHSE’nin daha etkili sitotoksik
etki gosterme potansiyeline sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. (Cizelge 4.5).

Genel olarak kontrol grubuna gore bir kiyaslama yapildiginda, farklh
konsantrasyonlardaki ekstrakt uygulamalarinin tiimiiniin MCF-7 hiicreleri iizerinde
onemli derecede (p < 0,05) diisiik canlilik oranlarina sebep olduklari ¢alisma

sonuglarina yansimistir (Sekil 4.7).

Ekstraktlarin sitotoksik aktiviteleri goz oniine alindiginda, ICso degerleri temel
alinarak birbirlerine yakinlik dereceleri 1s1 haritas1 ve kiimeleme analizleri araciligi
ile belirlenmistir. Is1 haritasi analizinde yiiksek degerler kirmizi, diisiik degerler yesil
renk gradyani ile gosterilmistir. Bu kapsamda, kiimeleme analizinde 3 kiimeye
boliinen ekstraktlardan Kiime 3 altinda yer alan ATSE ve ATME 1s1 haritasi
analizinde kirmizi renk gradyanina sahip olarak diger ekstraktlardan ayrilmistir.
SHME ve HNME orta renk gradyani gosterip Kiime 1 altinda yer alan iki uygulama
olmustur. Daha diisiik ICso degeri gostergesi olarak yesil renk gradyanina sahip olan
HNSE ve SHSE ise Kiime 2 altinda yer alarak birbirine yakinlik gostermistir (Sekil
4.8).
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Sekil 4.7: Bitkilerden elde edilen ekstraktlar ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde

canlilik oranlar1 (%) (Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkl1 harfler ile gosterilen
ortalamalar arasindaki farklilik p < 0,05 diizeyinde 6nemlidir).
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Cizelge 4.5: Bitkilerden elde edilen metanol ve su ekstraktlari ile muamele edilen
MCEF-7 hiicreleri i¢in tespit edilen 1Cso degerleri (mg/L).

Ekstrakt ICso (Sinirlar) Egim + Standard hata (Sinirlar)
ATME 239,33 (204,97-286,47) 1,17+ 0,07 (1,04-1,31)
ATSE 206,94 (181,44-240,03) 1,32+ 0,07 (1,18-1,47)
HNME 163,25 (144,34-186,97) 1,30 + 0,06 (1,16-1,44)
HNSE 96,94 (86,68-108,88) 1,29 + 0,06 (1,16-1,43)
SHME 159,20 (141,89-180,53) 1,39 + 0,07 (1,25-1,53)
SHSE 104,99 (94,40-117,34) 1,39 + 0,06 (1,25-1,52)
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Sekil 4.8: (a) Bitki ekstraktlarinin sitotoksik aktiviteleri i¢in ICso degerleri temel
alinarak olusturulan 1s1 haritas1 (Yiksek aktiviteler kirmizi, diisiik aktiviteler yesil
renkle gosterilmistir) ve (b) dendrogram.

46




Farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin yiizde DPPH, metal selatlama ve
sitotoksik aktiviteleri birlikte ele alindiginda, ilgili konsantrasyonlarda aktivitelerin
birbirine yakinlik seviyeleri 1s1 haritasi analizi araciligi ile belirlenmistir. Bu analiz
sayesinde bahsi gegen ii¢ aktivitenin de yiliksek veya diisiik oranlarina sahip olan
uygulamalar hakkinda fikir sahibi olunmustur. Bu dogrultuda, ii¢ aktivitenin de
yiiksek oranlarmin goriildiigii uygulamalar icerisinde tiim ekstraktlarin maksimum

konsantrasyonlu (400 mg/L) uygulamalar1 dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.9).
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ATME-25 mg/L
ATME-50 mg/L
ATME-100 mg/L
ATME-200 mg/L 80
ATME-400 mg/L
ATSE-12,5 mg/L
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ATSE-100 mg/L
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ATSE-400 mg/L
HNME-12,5 mg/L 60
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Sekil 4.9: Farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin yiizde DPPH, metal
selatlama ve sitotoksik aktivitelerinin 1s1 haritas1 (Yiiksek aktiviteler kirmizi, diisiik
aktiviteler yesil renkle gosterilmistir).
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5. TARTISMA VE SONUC

Giiniimiizde baz1 hastaliklarin tedavi siirecinde sentetik iriinlerin kullanimi ile canli
tizerinde yararl etkilerin yani sira zararl etkilerin meydana gelmesi bilim insanlarini
farkli arayislara sevketmistir. Bu kapsamda, bitkilerden elde edilen dogal bilesikler
lizerine yapilan arastirmalar hiz kazanmistir (Lakshmi ve digerleri, 2021;
Markiewicz-Zukowska ve digerleri, 2013; Pandey ve digerleri, 2018). Bitkilerden
sentezlenen fenolik bilesikler, flavonoidler, karotenoidler ve vitaminler gibi 6nemli
antioksidan kaynaklar1 bir¢ok calismanin igerigini olusturmustur. Yapilan
arastirmalarin ¢ogunda cesitli bitkisel iiriinler ve sekonder metabolitlerin islevinden
sorumlu siirecler tanimlanmis ve bdylece belirli hastaliklarda spesifik

fitokimyasallarin kullanimi tesvik edilmistir (Bettaieb Rebey ve digerleri, 2018;

cey e

Popiiler diyetlerde yesil ¢ay igmenin ve sebze-meyve agirlikli beslenmenin yagam
sliresini uzattigi iddia edilmektedir. Bilimsel incelemeler organik sentez yoluyla
olusturulan bilesiklerin potansiyeli iizerine egilmektedir. Birgok zorlu kosulda
hayatta kalmay1 saglayan fitokimyasallarin yeni farmasoétik ilag olabilme potansiyeli
kimyasal bir perspektiften siiziilerek anlagilabilir (Kamdem ve digerleri, 2016;

Quideau ve digerleri, 2011; Saleem ve digerleri, 2021).

Mevcut tez ¢alismasinda kullandigimiz Astragalus, Helichrysum ve Stachys
cinslerine ait farkli bilimsel ¢alismalar géze ¢arpmaktadir. Astragali radix'in 6nemli
bir biyoaktif bileseni olan Astragalus polisakkaritleri, immiin diizenleyici, antitimor,
anti-inflamatuar, antiviral ve diger aktiviteler dahil olmak {izere dnemli farmakolojik
aktiviteler gostermektedir (Wang ve digerleri, 2018). Lamiaceae familyasindan polar
fraksiyonun bilesenlerini esas olarak biyosentezleyen Stachys tiirlerinin biyolojik
aktivitelerinde antioksidan karakterler saptanmistir (Bendif, 2021). Stachys tiirleri
geleneksel olarak enfeksiyon, astim, yaralar, tiimorler, romatizmal ve iltihabi
hastaliklar, dksiiriik ve iilser tedavisinde kullanilmaktadir (Oztiirk ve digerleri, 2016).
Asteraceae familyasina dahil olan Helichrysum cinsi bitkiler en az 2000 yildir
geleneksel tipta kullanilmaktadir. Helichrysum spp.'dan biyoaktif bilesikler igin
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cesitli farmakolojik aktiviteler, Ozellikle de prenile edilmis heterodimerik
floroglusinil a-piron tiirevi olarak arzanol rapor edilmistir. Arzanoliin anti-
inflamatuar, anti-HIV, antioksidan, antibiyotik, anti-kanser ve antiviral aktivitelere

sahip oldugu bildirilmistir (Akaberi ve digerleri, 2019).

Tez ¢alismamizda kullandigimiz Astragalus tokatensis, Helichrysum noeanum ve
Stachys huber-morathii 6rneklerinin HPLC analizinde 6rnek bitki tiirlerindeki su ve
metanol ekstraktlar igin ayr1 ayr1 fenolik bilesiklerden gallik asit ve protokatesik asit
oranlar1 belirlenmistir. Ayn1 bitkinin su ve metanol ekstraktlar1 kiyaslandiginda hem
gallik asit hem protokatesik asit miktar1 i¢in su ekstraktlarinin daha yiiksek oranda bu
iki fenolik bilesige sahip oldugu gozlemlenmistir. Gallik asit ve protokatesik asitin
en yiiksek oranda bulundugu ekstraktin SHSE oldugu saptanmistir. HPLC analizi
sonuclarint destekleyen bir diger analiz toplam fenolik igerigidir. Ekstraktlarin
antioksidan igerigi analizlerinde fenol igerigi i¢in standart olarak gallik asit esdegeri,
flavonoid igerigi icin standart olarak kuersetin esdegeri temel alinip hesaplamalar
yaptlmistir. Ayni bitkinin metanol ve su ekstraktlar1 karsilastirildiginda su
ekstraktlarinda daha fazla fenolik igerik oldugu anlasilmistir. Ayni bitkinin metanol
ve su ekstraktlart arasinda kiyaslama yapildiginda S. huber-morathii ekstraktlart
hari¢ su ekstraktlarinin metanole oranla daha fazla flavonoid igerige sahip oldugu

belirlenmistir.

Astragalus tokatensis, H. noeanum ve S. huber-morathii 6rneklerinden elde edilen
metanol ve su ekstraktlariin DPPH yakalama ve metal selatlama aktivitelerinde
konsantrasyona bagl bir artis belirlenmistir. Ayrica ICso degerleri temel alindiginda,
bu aktiviteler ile bitkinin toplam fenolik icerigi arasinda bir iliski tespit edilmistir.
Bitkinin fenolik igerigi ve antioksidan aktivitesi arasindaki iligkinin tespit edildigi
farkli arastirmalar da literatiirde mevcuttur (Haddouchi ve digerleri, 2014; Sadeghi
ve digerleri, 2022). Test edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlu uygulamalarinin
MCF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksisite diizeyleri belirlenirken konsantrasyon
azaldikca sitotoksik etkinin de azaldigi saptanmistir. Hesaplanan I1Cso degerine gore
en etkili sitotoksik aktivite HNSE’de gozlemlenmistir. ATSE hari¢ su ekstraktlarinda
sitotoksik aktivitenin yiiksek oldugu kanaatine varilmaktadir. Su ¢oziiclisiiniin
fenolik ve flavonoid bilesikleri daha iyi ¢ozmesi ve boylece derisimi artan bu

bilesikler aracilig1 ile sitotoksik etkinin ylikselmesi fikri ortaya ¢ikmaktadir.
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Calismamiza gére HNSE’ nin tiim ekstraktlar igerisinde en gilicli DPPH yakalayici ve
sitotoksik potansiyele sahip olan uygulama oldugu ortaya ¢ikmustir. Bu etkiler
muhtemelen yliksek fenolik asit ve flavonoid igerigi ile iliskilidir. Bu nedenle,
Helichyrsum cinsi bitkiler potansiyel bir dogal biyoaktif bilesik kaynag olarak kabul
edilebilir (Kherbache ve digerleri, 2020). SHSE’nin ise deney grubu igerisindeki en
giiclii metal selatéor oldugu saptanmistir. Metal selatlama aktivitesindeki oran
calisilan bitkinin gii¢lii bir antioksidan oldugunu gostermektedir. SHSE’de metal
selatlama kapasitesinin yiiksek olusu igerdigi fenolik bilesiklerin Kkapasitesinden
kaynaklantyor olabilir. Toplam fenol ve flavonoid analizlerine gore en fazla fenol ve
flavonoid igeren ekstraktlar yine H. noeanum ve S. huber-morathii tiirlerine ait
ekstraktlardir. Toplam fenolik bilesik ve flavonoid miktar1 arttikga antioksidan
aktivite, metal selatlama aktivitesi ve sitotoksisitenin arttigina yonelik kanitlar da
literatlirde mevcuttur (Nasrollahi ve digerleri, 2019). Fenolik bilesikler ve
flavonoidler polar ¢6ziicii olan suda daha iyi ¢oziinmiis ve daha yiiksek aktivite
gostermistir. Nitekim bu tiirlerin su ekstraktlar1 arastirilan biyolojik aktiviteler

yoniinden metanol ekstraktina gore daha verimli olmustur (Keskin, 2009).

Tez calismasi kapsaminda kullanilan A. tokatensis endemik bitki tiiriiniin cinsine ait
farkl1 biyolojik aktivite dlglimleri gegmiste yapilmustir. Astragalus spinosis’ten elde
edilen polisakkarit ekstrakt {izerine gergeklestirilen bir c¢alismada, ekstraktin
fizikokimyasal karakterleri incelenmis ve ilgili ekstraktin anti-lipaz ve antioksidan
kapasite gosterdigi belirlenmistir (Khaled ve Nayeem, 2021). Dort farkli endemik
Astragalus cinsinin metanol ekstraktlarinin orta diizeyde antioksidan aktivite
sergiledigi ve dogal antioksidan ajanlara ihtiya¢ duyan gida veya tibbi uygulamalarda
kullanilabilir oldugu farkli bir ararstirmada ortaya ¢ikarilmistir (Albayrak ve Kaya,
2019). Bir diger calismada, Astragalus lycius’dan izole edilen sekiz farkli sekonder
metabolitin altisinin insan kolon kanserine kars1 dnemli sitotoksik aktivite sergiledigi
bildirilmistir (Horo ve digerleri, 2016). Ghaffari ve digerleri (2021), Astragalus
creticus’un diklorometan ve metanol ekstraktlarinin sitotoksik, immiinomodiilator ve
antiinflamatuar etkiler gosterdigini ve bu bulgularin, bitkinin geleneksel tibbi
kullanimi i¢in bilimsel dogrulama sagladigini belirtmislerdir. Wu ve digerleri (2021),
A. membranaceus’dan izole edilen metilnissolin-3-O-B-D-glukopiranozitin hidrojen
peroksitin (H202) sebep oldugu oksidatif stresi ve H20 ile indiiklenen sitotoksisiteyi

onemli Ol¢iide distirdiiklerini tespit etmislerdir. Gecibesler ve digerleri (2017) nin
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calismasinda, Astragalus sinicus L. tohumunun aseton ekstrakti ve Astragalus
mongholicus’un su ektstraktindaki antioksidan kapasite sentetik bir antioksidan
(biitil hidroksi toluen) ve enzimatik bir antioksidan (vitamin E) ile kiyaslanmustir.
Ozellikle A. mongholicus'un su ekstrakti cesitli antioksidan analizlerinde oldukca
yiksek antioksidatif kapasite gostermistir. Bir diger c¢alismada, Astragalus
armatus Willd’un etil asetat ve biitanol ekstraktlar1 ¢esitli antioksidan aktivite tayini
testlerine tabii tutulmustur (Labed ve digerleri, 2016). Etil asetat ekstrakti daha
basarili antioksidan aktivite sergilemistir. Etil asetat ekstraktinin yiiksek antioksidan
aktivitesini isorhamnetinin varlifina baglayan arastiricilar, biitanol ekstraktindan
izole edilen flavonoidlerin glikosile edilmesinden dolay1 antioksidan aktivitesinin
daha az oldugunu diisiinmiislerdir. Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge.’un kok
yapraklart ile gerceklestirilen bir c¢alismada, ilgili yapraklar yesil cay isleme
teknolojisi kullanilarak c¢ay haline getirilmis ve bu materyalin antioksidan ve
antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir (Samuel ve digerleri, 2021). Sonug olarak, A.
membranaceus 'un yliksek biyoaktif bilesenlere, giiclii antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelere sahip oldugu ve yan iriin olan bitki yapraklarindan cay tretilerek
bitkiden ekonomik ve makul bir sekilde yararlanmanin uygun oOlacagi kanaatine
varilmistir. Khan ve digerleri (2019) tarafindan gerceklestirilen galismada ise A.
membranaceus kokiiniin su ve metanol ekstraktlarinin antiviral aktiviteye sahip
oldugu ve giivenli olan konsantrasyonlarinin Avian influenza H9 viris
enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Ek olarak,
Astragalus cinsi bitkilerin gii¢lii anti-timor (Zengin ve digerleri, 2022), anti-
diyabetik ve anti-Alzheimer (Lekmine ve digerleri, 2020) etkilerinin olduguna dair

arastirmalar da ge¢miste bilim insanlar1 tarafindan ortaya konmustur.

Tez calismas1 kapsaminda kullanilan H. noeanum endemik bitki tiirliniin cinsine ait
farkli biyolojik aktivite 6l¢iimleri ge¢cmiste gerceklestirilmistir. Jahromi ve digerleri
(2017)’nin ¢alismasinda, Helichrysum leucocephalum’un kok iusti kisimlarinin
etanolik  ekstraktinin  igerigi, antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi
degerlendirilmistir. Bitkinin etanol ekstraktinin DPPH yakalama aktivitesi ve metal
selatlama kapasitesine bakildiginda 6nemli bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica H. leucocephalum’un antifungal ve antibiyotik aktivitelere de
sahip oldugu agiklanmistir. A¢imovi¢ ve digerleri (2021), H. italicum ekstraktinin
dort farkli antioksidan (DPPH ve ABTS testleri, indirgeme giicii ve B-karoten
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agartma testi), antimikrobiyal, in vitro antihiperglisemik ve antiinflamatuar
kapasitelerini degerlendirilmislerdir. Uygulanan tiim testler, H. italicum’un kompleks
bir kimyasal igerige ve iyi bir biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Baska
bir ¢calismada, Helichrysum pamphylicum un toprak Ustii kisimlarinda bulunan agik
ve kapali cicekleri ile gergeklestirilen ekstraktlarin gii¢lii antioksidan, orta diizeyde
antienflamatuvar, kuvvetli CD73 (ekto-5-niikleotidaz) enzim inhibisyonu ve
antitimoral aktivite gosterdigi ag¢iklanmistir (Cimik, 2022). N. Isik (2020),
Helichrysum pallasii 'nin yapraklarinin etanol ekstraktinda antioksidan aktivitenin
oldukea yiiksek oldugunu kanitlamistir. Bu sonucu etanoliin fenolik bilesikleri daha
iyi ¢6zmesi ve ekstraktta antioksidan kapasitenin artmis olmasi ile agiklamistir. Mari
ve digerleri (2014)’nin ¢alismasinda Helichrysum italicum un ¢igeklerinin metanol
ekstraktindan kantitatif testlerle on dort bilesik izole edilmistir. Bu bilesikler i¢in
antioksidan,  antibakteriyel,  antimikrobiyal, antiinflamatuar, analjezikten,
antiproliferatif, antimetastatik ve vazoprotektif aktivitelere kadar ¢ok farkli biyolojik
aktiviteler rapor edilmistir. Calisma sonucunda, bitkinin farmakoloji alaninda

yararlanilabilecek bir tiir oldugu sonucuna varilmistir.

Tez calismasi kapsaminda kullanilan S. huber-morathii endemik bitki tiirliniin
cinsine ait farkli biyolojik aktivite Olglimleri ge¢miste gergeklestirilmistir. Latresh
(2017)’in ¢alismasinda Stachys cretica ile metanol ekstrakti hazirlanip fenolik bilesik
ve flavonoid miktarlar1 test edilmistir. Analiz edilen fraksiyonlar i¢in antioksidan
aktivitenin yiiksek fenolik bilesik icerme durumu ile dogru orantili oldugu sonucuna
vartlmistir. Dortkardes (2019), endemik Stachys mardinensis bitkisinin canli ve
kurutulmus formunu %80’lik metanol, etanol ve kaynatilip sogutulmus su
ekstraksiyonunu gergeklestirmistir. Ekstraktlar1 antioksidan aktivite deneylerine tabii
tutup kiyaslama yaparak yorumlamistir. Aragtirmaci ¢alismaya gore kuru formdan
tiretilen ekstraktlarin antioksidan aktivitede basarili oldugunu, bu durumun sebebini
ise bitkinin igerdigi fenolik bilesiklerin fazla miktar ve gesitte olusu ile a¢iklamustir.
Abdulgader Ali (2017), Stachys cretica’nin metanol ekstraktinda bitkinin fenolik
bilesiklerini ve flavonoidlerini degerlendirip tibbi potansiyelini kavramak igin goriis
sunmustur. Bu calismadaki deneysel sonuglar 1siginda arastirmaci, S. cretica
ekstraktinin glutatyon-S-transferaz enzimi {izerindeki inhibisyon etkisinin %100
oldugunu, ila¢ direncini 6nlemek i¢in bu antioksidan ozellikleri kemoterapdtiklerle

birlikte kullanma avantajim1 savunmustur. Diger yandan, siiperoksit dismutaz

53



tizerindeki %380, katalaz {izerindeki %90'dan daha diisiikk inhibisyon etkileri
ekstraktin antioksidan potansiyelinin yiiksek oldugunu ve viicudu oksidatif
hasarlardan koruyabilecegini ortaya g¢ikarmustir. Stachys cinsinin {i¢ tiirtiniin (S.
byzantina, S. officinalis, S. sylvatica) aromatik profil ve toplam polifenol igeriginin
yant sira antibakteriyel aktivite ve antioksidan kapasiteleri baska bir ¢alismada
arastirilmistir (Stegarus ve digerleri, 2021). Su ekstraktlar1 elde edilen ii¢ Stachys
tiirlinde de antioksidan kapasitenin yliksek oldugu fakat en yiiksek kapasiteyi S.
officinalis in gosterdigini aciklayan arastirmacilar yaptiklar: antimikrobiyal testlerde,
S. byzantine, S. officinalis ve S. sylvatica ekstraktlarinin 6zellikle Gram pozitif
mikroorganizmalara karsi antibakteriyal aktivite gosterdigini, etkinin Gram negatif
olanlarda daha diisiik oldugunu agiklamiglardir. Shakeri ve digerleri (2019)’nin
caligmasinda Stachys parviflora’nin metanolik ekstrakti ve ugucu yaginin kimyasal
bilesimi, antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir.
Yapilan antioksidan aktivite belirleme yontemlerine gore ilgili ekstrakt giicli
antioksidan aktivite sergilemistir. Arastirmacilar antioksidan aktivite kaynaginin
fenolik asitlerin ve flavonoid tiirevlerinin ¢esit ve derisimi ile ilgili oldugunu
distinmiislerdir. EK olarak, S. parviflora’nin metanolik ekstrakti insan yumurtalik
kanseri (A2780), insan kolon kanseri (HCT) ve fare melanom (B16F10) hiicrelerine

kars1 anti-proliferatif etki gostermistir.

Calismamizda kullandigimiz {i¢ endemik bitki tiiri olan A. tokatensis, H. noeanum
ve S. huber-morathii’den elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin DPHH radikal
yakalama, metal selatlama ve sitotoksik aktiviteleri arasinda bir iligki oldugu tespit
edilmistir. Ayrica yiiksek derisimli fraksiyonlardan ¢ok daha etkili aktivite sonucu
elde edilmistir. Sonug¢ olarak, tez kapsaminda ele alinan endemik bitkilerden
ozellikle H. noeanum ve S. huber-morathii’den elde edilen su ekstraktlarinin yiiksek
antioksidan ve sitotoksik kapasiteleri sayesinde tamamlayic1 tedavi alanina katki

saglayabilecek potansiyelde olabilecekleri diistiniilmektedir.
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